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RESUMO

O acido valpréico (VPA) é amplamente usado para tratar epilepsia, convulsées,
disturbios bipolares e enxaquecas, agindo como depressor do sistema nervoso
central. O VPA é o medicamento antiepiléptico mais comumente utilizado,
porém, sua estreita faixa terapéutica pode levar a sintomas graves de
intoxicagdo. Seu uso generalizado também aumenta o risco de uso deliberado
para suicidio, com sintomas de intoxicacao incluindo letargia, sedag¢ao, vomitos
e taquicardia. A toxicidade da sobredosagem pode levar a complicacbes
graves, como defeitos cardiacos, parkinsonismo e trombocitopenia. O objetivo
deste trabalho foi estudar os métodos de extracdo de VPA em amostras
bioldégicas de plasma e desenvolver um método quantitativo para analise de
amostras recebidas pelo Centro de Informacgao Toxicolégica do Rio Grande do
Sul (CIT/RS), provenientes do atendimento de casos de toxicologia de
emergéncia. Foi aplicado um método de extracdo utilizando a técnica de
extracdo em fase solida hibrida com precipitagdo de proteinas
(HybridSPE-PPT), seguido por analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), o qual se mostrou eficaz
na deteccdo de VPA em amostras de plasma, com um tempo de execucao
cromatografica de 4 minutos. O método foi validado de acordo com as
diretrizes da Norma ANSI/ASB 036, demonstrando um limite de quantificacédo
inferior a 20 pg/mL e uma precisao satisfatoria (CV<9%). Para confirmar a
aplicabilidade do método, foram analisadas 13 amostras de plasma de casos in

vivo com suspeita de intoxicagao por VPA, atendidos pelo CIT/RS.

Palavras-chave: acido valpréico; cromatografia; hybridSPE; intoxicagdes; Rio
Grande do Sul.






ABSTRACT
Development of a high-performance liquid chromatography method
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) for diagnosing

acute valproic acid poisoning

Valproic acid (VPA) is widely used to treat epilepsy, seizures, bipolar disorders
and migraines, acting as a central nervous system depressant. VPA is the most
commonly used antiepileptic drug, however, its narrow therapeutic range can
lead to severe symptoms of intoxication. Its widespread use also increases the
risk of deliberate use for suicide, with symptoms of intoxication including
lethargy, sedation, vomiting and tachycardia. The toxicity of overdose can lead
to serious complications such as heart defects, parkinsonism and
thrombocytopenia. The objective of this work was to study VPA extraction
methods in biological plasma samples and develop a quantitative method for
analyzing samples received by Toxicological Information Center of Rio Grande
do Sul (CIT/RS), from emergency toxicology cases. An extraction method was
applied using the hybrid solid phase extraction technique with protein
precipitation (HybridSPE-PPT), followed by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis, which proved to be effective
in detecting VPA in plasma samples, with a total chromatographic run time of 4
minutes. The method was validated according to the ANSI/ASB 036 guideline,
demonstrating a lower limit of quantification below 20 ug/mL and satisfactory
precision (CV<9%). To confirm the applicability of the method, 13 plasma
samples were analyzed from in vivo cases suspected of VPA poisoning,
attended by CIT/RS.

Keyword: chromatography; hybridSPE; poisonings; Rio Grande do Sul; valproic

acid.
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INTRODUGAO

As intoxicagcbes apresentam-se como grave problema mundial de saude
publica, vitimando aproximadamente 500 mil pessoas/ano segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Um estudo realizado com base nos
casos de intoxicagao da Rede Nacional de Centros de Controle de Intoxicagdes
aponta a tentativa de suicidio (41%) e os acidentes individuais (35,3%) como
as principais circunstancias de intoxicagdes (MATHIAS et al., 2019). Entre os
agentes toxicos, destacam-se os medicamentos, principalmente os que atuam
no sistema nervoso central (MAIOR et al., 2017). A cada adulto que se suicida,
pelo menos outros 20 atentam contra a propria vida. No Brasil, ocorrem cerca
de 10 mil mortes por suicidio por ano, com valores estaveis ao longo dos
ultimos anos (SANTOS et al.,, 2021). O estado do Rio Grande do Sul tem
apresentado, historicamente, a maior taxa de suicidio entre as Unidades da
Federacgao brasileira. Em 2015, foram 10,5 casos por 100 mil habitantes, e em
2016 foram 11,0/100 mil habitantes (FRANCK et al., 2020a,b). Os
medicamentos sdo os agentes mais utilizados nas tentativas de suicidio
registradas em 2022, com 6.726 casos, representando cerca de 86,2% dos
casos totais de tentativas de suicidio (CIT-RS, 2023).

Em agosto de 1976 foi criado o Centro de Informacéo Toxicologica do
Rio Grande do Sul (CIT-RS) com o objetivo de prestar assessoria e orientagao
frente a ocorréncia de acidentes toxicos. Com o aumento progressivo de casos
de intoxicagbes, ressalta-se a importancia da determinagéo de agentes toxicos
envolvidos no processo da intoxicagcao, para que se proceda o melhor
tratamento e manejo correto do paciente, proporcionando o prognostico

adequado do mesmo.

De acordo com o Relatério Anual de 2022 do CIT/RS, Brasil, foram
registrados 18.803 casos de intoxicacdo por medicamentos. Entre eles, a
classe dos anticonvulsivantes foi responsavel por 1.036 casos, sendo o acido
valproico (VPA) o principal agente desta classe, com 410 casos. Desses casos,
372 foram intencionais, envolvendo tentativas de suicidio/aborto,
violéncia/homicidio/abuso ou abuso de substancias ilicitas. No mesmo ano, o
CIT-RS registrou 23 6bitos em 25.524 solicitagbes atendidas relacionadas a

exposi¢cées humanas. Os principais grupos de agentes envolvidos nos registros
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de Obitos foram medicamentos e produtos veterinarios (43,5% e 13,0%,
respectivamente). A principal circunstancia associada aos registros de obito
foram as tentativas de suicidio, correspondendo a 69,6% dos casos. Das 10
mortes registradas devido aos medicamentos, trés envolveram o uso de VPA.
Atualmente ndo ha um método disponivel para a quantificagdo do VPA no
CIT/RS. Com o aumento dos casos de intoxicacdes e o numero de substancias
utilizadas, ressalta-se a importancia da determinagao dos agentes envolvidos
no processo de intoxicagao. A partir disso, é possivel aumentar a efetividade do
tratamento, diminuir possiveis sequelas, além de evitar medidas terapéuticas

desnecessarias.

O VPA é amplamente utilizado como um farmaco importante para o
tratamento de epilepsia, convulsdes, disturbios bipolares e enxaquecas, 0s
principais sintomas da intoxicacdo leve a moderada s&o letargia, sedagéo,
vomitos e taquicardia (HERNANDEZ et al., 2017). O VPA atua como depressor
do sistema nervoso central (SNC) na concentragao sérica terapéutica. O VPA
eleva os niveis do neurotransmissor inibidor acido gama-aminobutirico (GABA)
e prolonga a recuperagao dos canais de sodio inativados, essas propriedades
sdo responsaveis pela sua agao depressora geral do SNC, ele também altera o
metabolismo dos acidos graxos, com comprometimento da beta-oxidagao
mitocondrial e interrupgcao do ciclo da uréia, podendo causar hiperamonemia,
hepatotoxicidade, disturbios metabdlicos, pancreatite, edema cerebral e
depressao da medula 6ssea (KEARNEY, 2014). Devido ao amplo uso do VPA
como farmaco antiepiléptico, ele tem sido deliberadamente usado para fins
suicidas. A toxicidade da sobredose de VPA em humanos também inclui
defeitos cardiacos, parkinsonismo, trombocitopenia, disfungdao plaquetaria e

anemia aplasica (JAIN et al., 2015).

O VPA foi o primeiro farmaco antiepiléptico aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) e é considerado o medicamento antiepiléptico mais
comumente usado para tratamento em monoterapia em todo o mundo (GUO et
al., 2019). Quimicamente, o VPA é um acido graxo ramificado de cadeia curta
com 8 carbonos, composto por dois grupos propil e uma porgdo de acido
acético, também conhecido como acido 2-propilpentandico, que é liquido a
temperatura ambiente (LEIS et al., 2003; LIPSKA et al., 2021). O medicamento

esta disponivel em comprimidos, solugdo injetavel, solugéo oral, granulos e
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capsulas (COSTA et al., 2019). Mais comumente, o VPA é entregue na forma
de seu sal sédico ou como divalproato de sédio (figura 1), um complexo
estavel, constituido por proporcdes iguais de VPA e do sal valproato de sédio
(GROTE & CHEN, 2014).

O HO

OH _
ONaO

Acido valpréico Divalproato de Sodio

Figura 1. Estrutura quimica do acido valproico e do divalproato de sédio.

Farmacos anticonvulsivantes, como VPA, fenitoina, primidona e
fenobarbital tém uma faixa terapéutica estreita. A dose terapéutica de VPA esta
na faixa de 50 a 100 pg/mL (CHEN et al., 2012). Se o paciente ndo tomar a
dose diaria corretamente, a intoxicagao acidental pode ser a consequéncia. Os
sintomas de tal intoxicacdo s&o sonoléncia ou hiperatividade, confusdo, ataxia
ou coma. Apds a ingestdo de VPA, foi relatada auséncia de todos os reflexos
do tronco cerebral, incluindo respostas pupilares ausentes a luz, imitando morte
cerebral (MEYER et al., 2011).

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos diversos métodos analiticos
para o monitoramento terapéutico de medicamentos em matrizes biologicas.
Estes incluem imunoensaios (SUZUKI et al., 2011), cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta (HPLC-UV) (CHEN et al.,
2012; ZHANG et al., 2014) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) (LEIS et al.,, 2003; NAMERA et al., 2022). Cada um
desses métodos apresenta suas proprias vantagens e limitacbes. Os
imunoensaios, apesar de sua facilidade de uso e alta sensibilidade, carecem
de seletividade (GU et al., 2020). Tanto os métodos HPLC-UV quanto GC-MS
oferecem alta sensibilidade, porém a maioria exige derivatizagao prévia para
converter o analito em um componente detectavel, o que aumenta o tempo da
analise (DENG et al., 2006; SHAHDOUSTI et al., 2007; JAIN et al., 2015).
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Sendo assim, € necessario que se desenvolva um método analitico
rapido e sensivel, aplicavel a rotina de emergéncia, que proporcione a
deteccdo e quantificagdo do VPA em material biolégico humano para que se
possa realizar o monitoramento a sua exposicdo em casos de intoxicagao

acidental e tentativas de suicidio.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico quantitativo para analise de acido valproico
(VPA) em amostras de plasma de pacientes oriundos do Sistema Unico de
Saude (SUS), a fim de auxiliar no diagnostico de casos de intoxica¢gdes agudas

e tentativas de suicidio atendidos pelo CIT-RS.

Objetivos especificos
e Comparar diferentes métodos de extragao para obtencao dos analitos;
e \Validar metodologia analitica para a identificacdo e quantificagcdo do
VPA;
e Aplicar o método desenvolvido em amostras de casos reais, atendidos
pelo CIT-RS.
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CAPITULO I: ARTIGO

Valproic acid extraction methods in human samples using gas
chromatography: a review

O Capitulo 1 consiste de um artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que ocupa as paginas 26 a 34 do texto completo da dissertagéo
defendida. Este artigo constitui uma revisdo de literatura sobre os métodos de
extragdo de acido valproico em amostras bioldégicas humanas utilizando
cromatografia gasosa.

Blume de Oliveira, J., Pereira dos Santos, B., & Arbo, M. (2024). Valproic acid
extraction methods in human samples for gas chromatography analysis: a
review. Drug Analytical Research, 8(1), 3-12.
https://doi.org/10.22456/2527-2616.138963
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CAPITULO II: ARTIGO

Fast determination of valproic acid in plasma samples from poisoning
cases using HybridSPE-precipitation and LC-MS/MS

O Capitulo 2, localizado entre as paginas 36 e 58 do texto completo da
dissertagdo defendida, foi omitido devido a submissdo do manuscrito para
publicagdo em periddico cientifico. Este artigo descreve o desenvolvimento e
validacdo de um método analitico utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS)
para a determinacdo de acido valpréico em amostras de plasma humano,
utilizando fase sélida hibrida com precipitacdo de proteinas. O método foi
desenvolvido e validado de acordo com as diretrizes da Norma ANSI/ASB 036
Guideline. Para demonstrar sua aplicabilidade, foram analisadas 13 amostras

de plasma de casos suspeitos de intoxicagao.
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DISCUSSAO

A avaliagdo quantitativa do VPA em amostras humanas representa uma
atividade de suma importancia no contexto clinico, especialmente em situagdes
de intoxicagdo. A aplicagdo de metodologias sensiveis, especificas, de facil
implementacdo e alta precisdo, como a cromatografia, € essencial para
assegurar um diagnostico efetivo das intoxicagdes. Procedimentos de
tratamento de amostras comuns para a determinacdo do VPA frequentemente
envolvem a etapa de derivatizacdo prévia a analise. Nesse sentido, a
concepgao de uma técnica de extracdo que seja rapida e dispensavel de
derivatizagédo surge como uma estratégia fundamental para otimizar o tempo de

analise e os recursos envolvidos.

Foi conduzida uma revisao sistematica da literatura abrangendo o
periodo de 2001 a 2022, com foco nos principais métodos empregados para a
extragdo do VPA em amostras bioldégicas humanas. Esta revisdo compreendeu
a anadlise de 19 estudos que utilizaram a cromatografia gasosa como técnica
para a quantificacdo do VPA. Entre as metodologias empregadas, observou-se
que os procedimentos de extragdo mais frequentemente adotados foram a
extragdo liquido-liquido (LLE), a microextracdo em fase liquida (LPME) e a
microextracdo em fase sodlida (SPME), juntamente com suas respectivas

variantes.

A partir da revisdo da literatura, foi iniciado o desenvolvimento de um
método para a quantificagcdo do VPA em amostras provenientes do SUS. Na
pesquisa de um método eficiente para a quantificagdo do VPA no plasma, uma
amostra essencial para o monitoramento terapéutico, optamos por empregar a
técnica LC-MS/MS. Este estudo pioneiro utilizou a técnica de HybridSPE-PPT
para extracdo do VPA, alcancando resultados satisfatorios em relacdo a
linearidade, precisao, exatidao, seletividade e minimizagdo do efeito matriz.
Para a extracdo, cada amostra consistia em 100 pL de plasma e 20 yL de uma
solugdo contendo 5-(p-metilfenil)-5-fenil-hidantoina (padrdo interno) em um
microtubo de polipropileno. Posteriormente, foram adicionados 300 uL de
acetonitrila fortificada com acido férmico, seguido de agitagcdo e centrifugacao.
O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos HybridSPE-PPT e

eluido por vacuo. Por fim, 3 pyL foram injetados no sistema LC-MS/MS. O
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método foi validado conforme as diretrizes da Norma ANSI/ASB 036. O método
apresentou uma faixa linear de 20 a 500 ug/mL, abrangendo tanto a faixa
terapéutica quanto concentracbes toéxicas. Os ensaios de precisdo
demonstraram um CV% abaixo de 9% para todos os niveis de controle de
qualidade (CQ), com precisao dentro das corridas variando de 6,62% a 8,96%
e entre corridas variando de 3,94% a 6,53%. O viés permaneceu dentro do
limite aceitavel (-10,43%). A analise de amostras de CQ revelou um efeito
matriz (ME%) positivo, indicando um aumento na ionizagdo. A recuperagao do
método HybridSPE-PPT foi superior a 90%, sugerindo uma minima retengao do
analito na placa. A adogdo do HybridSPE-PPT ndo sé proporcionou
sensibilidade ao método, mas, aliada ao baixo tempo de execucao
cromatografica (4 min), mostrou-se uma estratégia eficaz no manejo de
emergéncias toxicologicas. O método foi eficaz na analise de treze amostras de
plasma de pacientes intoxicados, demonstrando sua utilidade pratica e

potencial contribuicdo para o diagndstico e tratamento de intoxicagoes.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um método rapido e sensivel
de LC-MS/MS para quantificar o VPA em amostras de plasma. Destaca-se que
este estudo é pioneiro na utilizagao da técnica HybridSPE-PPT para a extragao
do VPA. A implementagdo deste método ndo apenas ampliou a sensibilidade
da analise, mas também, aliada ao breve tempo de execucao cromatografica,
revelou-se uma abordagem eficiente para enfrentar situagdes de emergéncias
toxicologicas. A eficacia comprovada pela aplicagdo deste método em casos
reais de intoxicacdo, atendidos pelo CIT/RS, promete ter um impacto
substancial no diagnostico e no adequado manejo clinico dos pacientes

afetados.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE Wﬂv
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de metodologias por espectrometria de massas para toxicologia de
emergéncia

Pesquisador: TIAGO FRANCO DE OLIVEIRA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 31992920.3.0000.5345

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.328.757

Apresentagdo do Projeto:

Resumo:

Ao longo dos ultimos anos, os casos de intoxicagdes tém aumentado no Brasil € no mundo, estando estes
principalmente relacionados com exposi¢éo a farmacos e drogas de abuso. Assim, é de extrema importancia
gue seja realizada a determinagao dos toxicantes para que se proceda o melhor tratamento e manejo
correto do paciente. Na toxicologia clinica, a espectrometria de massas (MS) é a metodologia de escolha
para a determinagéo de xenobioticos em matrizes bioldgicas, ja que a partir dela € possivel gerar resultados
exatos e precisos. A MS é uma técnica analitica de identificagdo molecular baseada na analise da relagdo
massa carga (m/z) do composto, tendo como resultado a produgdo de um espectro de massas. Diante do
exposto, esta proposta tem como objetivo desenvolver métodos multi-analito para a determinacgéo de
farmacos, drogas de abuso e seus produtos de biotransformacgéo por utilizando a espectrometria de massas
como tecnica analitica, de forma a gerar resultados confiaveis, rapidos e exatos, podendo assim auxiliar no
diagnostico das intoxicagbes. Os métodos a serem desenvolvidos ser@o aplicados em amostras
provenientes de casos atendidos pelo Centro de Informagao Toxicologica do Rio Grande do Sul (CIT/RS). A
partir da validagéo analitica, sera possivel disponibilizar as técnicas desenvolvidas aos servigos de avaliagédo
e controle de intoxicagdes do Brasil. Ademais, os resultados obtidos através das andlises das amostras
contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas politicas de toxicovigilancia no Rio
Grande do Sul e Brasil.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Desenvolver metodologias analiticas para diagnéstico laboratorial de intoxicagbes utilizando a
espectrometria de massas. A partir disso, aplicar os métodos em amostras oriundas de casos atendidos pelo
Centro de Informagdo Toxicoldgica do Rio Grande do Sul.

Objetivo Secundario:

Desenvolver de métodos para determinagio de farmacos e drogas de abuso em sangue e urina por
espectrometria de massas; Desenvolver e validar métodos cromatograficos e espectrométricos; Proceder a
sintese de novos preparos de amostras; Aplicar o método em amostras de sangue

e urina de casos reais cedidas pelo Centro de Informagéo Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco a sua saude dos participantes voluntarios da pesquisa sera minimo, uma vez que a coleta de 3 mL
de sangue periférico e 10 mL de urina ja foi realizada durante o atendimento do caso pelo CIT/RS, na
unidade de saude onde o paciente fora atendido para envio ao laboratoério do CIT/RS. A coleta de sangue
pode ter alguns efeitos indesejados, como hematomas e dor no local da picada, assim como a coleta de
urina pode gerar

constrangimento ao paciente. No entanto, pelo projeto usar amostras de descarte, ndo sera
solicitada/realizada nenhuma coleta com pacientes. Além disso, um possivel risco sera a quebra acidental o
sigilo, por meio da utilizagao dos dados de atendimentos. Para evitar isso, serdo tomadas medidas para que
essa quebra ndo venha a ocorrer de forma alguma, tais como identificagéo das amostras e casos com
cddigo numérico proprio,diferente do jé existente na rotina do CIT/RS. Nenhum dos pesquisadores tera
acesso ao nome dos pacientes ou quaisquer outra informagéao ndo citada no projeto. Todas informacdes
serdo guardadas em arquivos do tipo Excel ou Word com login e senha, tendo acesso a estes arquivos
somente os pesquisadores integrantes deste projeto de pesquisa. Além disso, uma lista mestra com os
cédigos numéricos das amostras e relagdo com a numeragéo prépria do CIT/RS sera feita e mantida
exclusivamente em guarda com a responsavel e chefe de divisdo do CIT/RS, MSc. Viviane Cristina Sebben.

Beneficios:
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Serdo desenvolvidas metodologias analiticas para o diagnéstico de intoxicagBes por farmacos e drogas de
abuso. Além disso, serdo implementados métodos na rotina do Nucleo de Analise Laboratorial do Centro de
Informag&o Toxicoldgica do Rio Grande do Sul, assim como poderdo ser disponibilizados por outros centros
de informagéo e assisténcia toxicolégica. Por fim, os resultados obtidos através das analises das amostras
contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas politicas de toxicovigilancia no Rio
Grande do Sul e Brasil.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa possui relevancia académica e a parceria UFCSPA/CIT, otimizando recursos financeiros e
colaborando para formacéo de recursos humanos atentos as necessidades que ri&o atender Individuos
atendidos pelo Centro de Informag&o Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS) realizaram o uso de pelo
menos uma das substancias (farmacos e drogas de abuso) elencadas no estudo, tendo assim oportunidade
de utilizagdo de amostras, antes descartadas, para a confirmagées dos resultados da metodologia analitica
instrumental em desenvolviento nessa pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagao obrigatéria apresentados foram revisados e encontram-se adequados. A
solicitagéo de dispensa do TCLE foi devidamente justificada através da carta-resposta, onde foi dado todo o
esclarecimento sobre as amostras, que j chegam coletadas ao CIT, ndo havendo possibilidade de contato
com o participante; contudo ha risco de quebra de sigilo e por isso a equipe adotara cédigo numeérico
proprio, diferente do ja existente na rotina do CIT/RS.Nenhum dos pesquisadores tera acesso ao nome dos
pacientes ou quaisquer outra informagéo ndo citada no projeto. Todas informagdes serdo guardadas em
arquivos do tipo Excel ou Word com login e senha, tendo acesso a estes arquivos somente os
pesquisadores integrantes deste projeto de pesquisa. Além disso, uma lista mestra com os cédigos
numéricos das amostras e relagdo com a numeragio prépria do CIT/RS sera feita e mantida exclusivamente
em guarda com a responsavel e chefe de divisdo do CIT/RS, MSc. Viviane Cristina Sebben. As amostras
durante 3 meses sdo guardadas como contra-prova. Nenhuma amostra sera cedida pelo CIT/RS antes
deste periodo. Apds este periodo, todas amostras sdo consideradas de descarte, mas ndo séo
necessariamente descartadas. O NAL-CIT/RS mantém parte das amostras para uso interno, como uso em
controle interno de qualidade, uso em validagBes de metodologias analiticas, sintese de controles positivos,
dentre outros, possibilitando o uso de amostras de casos de 2018 e 2019. Com a quantidade de amostras ja
guardadas e a média de andlises de emergéncia realizadas por ano, espera-se atingir no minimo o nimero
de 400 amostras, tendo assim garantia de se alcancar
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esse valor.

Recomendacgdes:
N&o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Né&o se aplica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

gt

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
InformacgGes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/09/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1521315.pdf 18:31:38
Projeto Detalhado/ | Projeto_corrigido.pdf 15/09/2020 | TIAGO FRANCO DE | Aceito
Brochura 18:31:10 [OLIVEIRA
Investigador
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 15/09/2020 | TIAGO FRANCO DE | Aceito

18:30:40 [OLIVEIRA
Qutros Carta_resposta.pdf 15/09/2020 | TIAGO FRANCO DE | Aceito
18:30:09 [OLIVEIRA
Outros TCUD_corrigido.pdf 15/09/2020 | TIAGO FRANCO DE | Aceito
18:29:35 [OLIVEIRA
TCLE / Termos de  |Dispensa_de_TCLE_corrigido.pdf 15/09/2020 |TIAGO FRANCO DE | Aceito
Assentimento / 18:29:08 |OLIVEIRA
Justificativa de
Auséncia
Qutros Termo_de_anuencia_Central_Analitica.p| 13/07/2020 [BRUNO PEREIRA Aceito
df 10:58:41 [DOS SANTOS
Outros Declaracao_de_evidente_interesse_publf 29/04/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
ico_e SUS.pdf 17:24:59 [DOS SANTOS
Outros Termo_de_autorizacao_institucional.pdf | 29/04/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
17:23:31 [DOS SANTOS
Qutros Termo_de_compromisso_entrega_relato| 29/04/2020 (BRUNO PEREIRA Aceito
rio_semestral e final.pdf 17:22:41 |DOS SANTOS
Qutros Termo_de_anuencia_do_local.pdf 29/04/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
17:19:14 [DOS SANTOS

Situacao do Parecer:
Aprovado

Enderegco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br

70

Pagina 04 de 05




UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE W"“‘
PORTO ALEGRE

Continuagdo do Parecer: 4.328.757

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 08 de Outubro de 2020

Assinado por:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de metodologias por espectrometria de massas para toxicologia de
emergéncia

Pesquisador: TIAGO FRANCO DE OLIVEIRA

Area Tematica:

Verséao: 1

CAAE: 31992920.3.3001.5312

Instituicdo Proponente: SECRETARIA DA SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.456.985

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se da 1° versdo do projeto pesquisa de mestrado, Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncias da
Salde, da Universidade Federal Ciéncias da Saude de Porto Alegre, a ser realizado por Bruno Pereira dos
Santos, sob a orientagdo de Tiago Franco de Oliveira, intitulado "DESENVOLVIMENTO DE
METODOLOGIAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS PARA TOXICOLOGIA DE EMERGENCIA.

Neste estudo, serdo desenvolvidos métodos para a determinag@o de farmacos e drogas de abuso utilizando
a espectrometria de massas como técnica analitica. Serdo desenvolvidos e validados métodos utilizando a
espectrometria de massas na Central Analitica da UFCSPA e no Nucleo de Analise Laboratorial do CIT/RS.

O tema da pesquisa € relevante para saude publica. O projeto esta bem escrito e claro em seus propositos.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores apresentaram como objetivo geral da pesquisa:

“Desenvolver metodologias analiticas para diagnostico laboratorial de intoxicagdes utilizando a
espectrometria de massas. A partir disso, aplicar os métodos em amostras oriundas de casos
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atendidos pelo Centro de Informag&o Toxicolégica do Rio Grande do Sul”.

E, como objetivos especificos:

“Desenvolver de métodos para determinagcdo de farmacos e drogas de abuso em sangue e urina por
espectrometria de massas; Desenvolver e validar métodos cromatograficos e espectrométricos; Proceder a
sintese de novos preparos de amostras; Aplicar o método em amostras de sangue e urina de casos reais
cedidas pelo Centro de Informag&o Toxicoldgica do Rio Grande do Sul (CIT/RS)".

Os objetivos estdo claros e podem ser alcangados por meio dos procedimentos metodolégicos descritos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quanto ao risco, no Formulario de Informagdes Basicas, os pesquisadores informam:

"O risco a sua saude dos participantes voluntarios da pesquisa sera minimo, uma vez que a coleta de 3 mL
de sangue periférico e 10 mL de urina ja foi realizada durante o atendimento do caso pelo CIT/RS, na
unidade de saude onde o paciente fora atendido para envio ao laboratoério do CIT/RS. A coleta de sangue
pode ter alguns efeitos indesejados, como hematomas e dor no local da picada, assim como a coleta de
urina pode gerar constrangimento ao paciente. No entanto, pelo projeto usar amostras de descarte, ndo sera
solicitada/realizada nenhuma coleta com pacientes. Além disso, um possivel risco sera a quebra acidental
do sigilo, por meio da utilizagdo dos dados de atendimentos. Para evitar isso, seréo tomadas medidas para
que essa quebra nao venha a ocorrer de forma alguma, tais como identificagédo das amostras e casos com
cédigo numeérico proprio, diferente do ja existente na rotina do CIT/RS. Nenhum dos pesquisadores tera
acesso ao nome dos pacientes ou quaisquer outra informagéo néo citada no projeto. Todas informacgdes
serdo guardadas em arquivos do tipo Excel ou Word com login e senha, tendo acesso a estes arquivos
somente os pesquisadores integrantes deste projeto de pesquisa. Além disso, uma lista mestra com os
codigos numéricos das amostras e relagdo com a numeragédo propria do CIT/RS sera feita e mantida
exclusivamente em guarda com a responsavel e chefe de divisdo do CIT/RS, MSc. Viviane Cristina
Sebben”.

No que se refere aos beneficios, os pesquisadores descrevem no Formuldrio de Informagdes Basicas:
“Serdo desenvolvidas metodologias analiticas para o diagnoéstico de intoxicagdes por
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farmacos e drogas de abuso. Além disso, serdo implementados métodos na rotina do Nucleo de Analise
Laboratorial do Centro de Informag&o Toxicolégica do Rio Grande do Sul, assim como poderao ser
disponibilizados por outros centros de informag&o e assisténcia toxicolégica. Por fim, os resultados obtidos
através das andlises das amostras contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas
politicas de toxicovigilancia no Rio Grande do Sul e Brasil”.

Os riscos e os beneficios ndo estédo descritos no projeto detalhado.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

"Pacientes intoxicados atendidos pelo Centro Informagao Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS), onde
fora requisitada a analise toxicologica. Os pacientes sdo oriundos de hospitais e unidades de salde de todo
o estado do Rio Grande do Sul, onde a equipe meédica entra em contato com o Plantdo (Nucleo de
Atendimento de Urgéncia - NAU) do CIT/RS, solicitando informacg&o e/ou assisténcia para um acidente
toxico".

"As amostras (sangue e urina) serado obtidas a partir de amostras de descarte do Nucleo de Anadlise
Laboratorial do Centro de Informagéo Toxicoldgica do Rio Grande do Sul (NAL-CIT/RS). O NAL-CIT/RS
recebe amostras bioldgicas de pacientes com suspeita de intoxicagédo internados em diversos servigos de
emergéncia do estado do Rio Grande do Sul. A amostragem do estudo sera de conveniéncia. Serdo
recolhidas amostras de descarte, podendo ser de pacientes de qualquer idade ou sexo. As amostras a
serem utilizados s&o de casos atendidos entre 01/01/2018 a 31/12/2021. Quanto as amostras de casos
futuros, apés a andlise no NAL-CIT/RS, as amostras serdo armazenadas durante trés meses como contra-
prova, para depois serem consideradas amostras de descarte. Ao todo, espera-se um total de 400 amostras,
levando em conta ao menos metade das amostras que foram e serdo recebidas pelo NAL no periodo
previsto. Juntamente a amostra, serdo coletadas informagdes pertinentes ao caso que possam auxiliar no
diagndstico da intoxica¢do e otimizagdo da analise, como idade, sexo e peso do paciente, circunstancia da
exposicéo, via de exposigao, possiveis toxicantes envolvidos e respectivas doses, uso de medicagdes,
manifestagdes clinicas e exames laboratoriais. As informagdes serdo coletadas dos casos do sistema do
CIT/RS (CITonline), os quais s&o preenchidos pelo Nucleo de Atendimento de Urgéncia do CIT/RS, de
acordo com o contato com a equipe médica. Os dados dos prontudrios de
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atendimento s&o importantes para uma caracterizagdo das amostras a serem utilizadas, para a identificagdo
de condigdes especiais, como manifestagées clinicas ndo-esperadas, rea¢des adversas de medicamentos e
outros casos com relevancia clinica e assim averiguar possiveis correlagdes com os dados analiticos. Por
fim, as informacgdes dos casos junto aos resultados da analise toxicoldgica gerardo dados que servirdo como
base para ac¢des de toxicovigilancia".

"Serdo desenvolvidos métodos para a determinacdo de farmacos e drogas de abuso utilizando a
espectrometria de massas como técnica analitica. As analises serdo performadas em sistemas analiticos
com métodos de separagio, (cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) ou diretamente no préprio espectrémetro de
massas. Os métodos serdo validados conforme guias de validagdo nacionais e internacionais, como o
Guideline on bioanalytical method validation (EMEA, 2011), e conforme a necessidade da técnica, podendo
ser utilizados pardmetros como limite de deteccao, limite de quantificacdo, seletividade, precisdo intra e inter
-ensaio, exatiddo, linearidade, carry over (efeito residual), efeito matriz, robustez e estabilidade dos analitos
na matriz. As andlises serdo performadas na Central Analitica da UFCSPA e no Nucleo de Analise
Laboratorial do CIT/RS".

"Espera-se desenvolver métodos analiticos rapidos e de facil execugdo, que sejam capazes de determinar e
quantificar analitos de interesse toxicolégico em sangue e urina, auxiliando assim no diagndstico laboratorial
de intoxicacdes. Serdo desenvolvidas metodologias analiticas que serdo aplicadas na rotina do NAL-
CIT/RS, auxiliando assim no diagnostico de intoxicagdes no territério do Rio Grande do Sul. A partir da
validac&o analitica, sera possivel disponibilizar as técnicas desenvolvidas aos servigos de avaliacéo e
controle de intoxicagbes do Brasil. Ademais, os resultados obtidos através das andlises das amostras
contribuirdo como uma base de dados para o desenvolvimento de novas politicas de toxicovigilancia no Rio
Grande do Sul e Brasil".

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresenta os seguintes documentos:

-Termo de Anuéncia Institucional (TAl), assinado pela chefe de Divisdo CIT/CEVS, Viviane Cristina Sebben;
-Termo Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD), assinado por Bruno Pereira dos Santos,
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Sarah Carobini Werner de Souza Eller Franco De Oliveira e Tiago Franco de Oliveira;
-Justificativa para dispensa de TCLE.

Recomendacdes:

Recomendamos incluir riscos e beneficios no projeto detalhado. Essa recomendac&o ndo constitui obstaculo
ético.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto esta de acordo com as resolucées da Conselho Nacional de Salide (CNS) e apto a ser realizado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apos 6 meses da data de aprovacgdo deste projeto, o pesquisador responsavel devera apresentar relatério
(parcial ou final) da pesquisa a este CEP, na forma de NOTIFICAGAO, via Plataforma Brasil. O Formulério
para o Relatdrio de Pesquisa esta disponivel no site da ESP/Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacées Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1645718.pdf 13:31:59
Qutros Termo_de_Anuencia_|nstitucional.pdf 05/11/2020 | TIAGO FRANCO DE | Aceito

13:30:47 _|OLIVEIRA
Projeto Detalhado / | Projeto_corrigido.pdf 15/09/2020 [TIAGO FRANCO DE | Aceito
Brochura 18:31:10 |OLIVEIRA
Investigador
Outros Carta_resposta.pdf 15/09/2020 [TIAGO FRANCO DE | Aceito
18:30:09 |OLIVEIRA
Outros TCUD_corrigido.pdf 15/09/2020 [TIAGO FRANCO DE | Aceito
18:29:35 |OLIVEIRA
TCLE / Termos de | Dispensa_de_TCLE_corrigido.pdf 15/09/2020 [TIAGO FRANCO DE | Aceito
Assentimento / 18:29:08 |OLIVEIRA
Justificativa de
Auséncia
Outros Termo_de_anuencia_Central_Analitica.p| 13/07/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
df 10:58:41 | DOS SANTOS
Outros Declaracao_de_evidente_interesse_publ| 29/04/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
ico_e SUS.pdf 17:24:59 DOS SANTOS
Endereco: Av. Ipiranga, 6311, sala 26.

Bairro: Partenon CEP: 90.610-001
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3801-1532 E-mail: ceps-esp@saude.rs.gov.br

76

Pagina 05 de 06




i

B0 GRAERY bE 3N Bagdl

Continuagdo do Parecer: 4.456.985

ESCOLA DE SAUDE
PUBLICA/SECRETARIA DE
SAUDE ESP/SES/RS

Q=

Qutros Termo_de_autorizacao_institucional.pdf | 29/04/2020 (BRUNO PEREIRA Aceito
17:23:31 | DOS SANTOS
Outros Termo_de_compromisso_entrega_relato| 29/04/2020 [BRUNO PEREIRA Aceito
rio_semestral_e_final.pdf 17:22:41 DOS SANTOS
Outros Termo_de_anuencia_do_local.pdf 29/04/2020 |BRUNO PEREIRA Aceito
17:19:14 DOS SANTOS
Situacédo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo
PORTO ALEGRE, 11 de Dezembro de 2020
Assinado por:
Claudia Weyne Cruz
(Coordenador(a))
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