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Resumo

A cannabis € uma droga ilicita, psicoativa, de amplo consumo devido a grande
oferta e disponibilidade. Sendo assim, € recorrente encontrar residuos metabdlicos
desta substancia em amostras clinicas. A concentracdo do seu composto principal,
A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC), é a maior responsavel por seus efeitos
psicolégicos, sendo estes, potencializados quando o uso é em conjunto de outras
substancias como o alcool e cocaina, levando a uma maior probabilidade de
ocorréncia de acidentes. Diante disso, torna-se importante a deteccdo de A 9-THC-
COOH na urina, produto de biotransformacdo mais abundante da cannabis. A vista
disto, o objetivo deste projeto foi a validagcdo de um método eficaz — de acordo com
critérios estabelecidos pela ANVISA - para a deteccdo de cannabis e subprodutos de
biotransformacdo em matriz bioldégica usando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

Introducéo

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como “maconha”, € amplamente
disseminada em contexto mundial. O desconhecimento do senso comum sobre
seus efeitos maléficos como a capacidade de intoxicacdo de 6 meses ap0s 0 USO
podendo gerar transtornos psicoéticos graves como esquizofrenia (APDM, 2015).

O desenvolvimento de técnicas que tornem possivel a determinagéo da presenca de
substancias no organismo sado cada vez mais estudadas por pesquisadores
utilizando diversas matrizes bioldgicas.

Um dos principais 6rgaos responsaveis pela validacdo de métodos de deteccédo de
substancias psicoativas no Brasil € a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) a qual fornece critérios especificos para aprovacéo da técnica. Diante do
exposto, este projeto teve como objetivo a validacdo de metodologia para andlise de
canabindides em urina utilizando técnica de Cromatografia em fase Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas.
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Materiais e métodos

A matriz biologica utilizada como amostra foi a urina devido sua facilidade de
obtencdo e armazenamento. Para o pré-tratamento da amostra foi utilizada a técnica
de extracdo liquido-liquido, onde foram retirados possiveis interferentes como
proteinas e sais. Os procedimentos de validacdo analitica da técnica foram
realizados utilizando o equipamento Cromatdgrafo Gasoso Focus CG, acoplado a
um Espectrébmetro de Massas (CG-EM) DSQ Il, ambos da marca ThermoScientific
(EUA), com coluna capitar para cromatografia a gas HP-5MS e injetor Triplus AS.
Para o processo de validacao da técnica analitica foram analisados os parametros
de linearidade, preciséo, exatidao, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ), ensaios de recuperacéao e estabilidade, segundo normas da ANVISA. Estudo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos/UEM
(CAAE n°06218713.0.0000.0104, parecer n° 458.185).

Resultados e Discussao

Obteve-se como coeficiente de determinacao (r?): 0,9993, equacao de regresséo
linear, y = 0,0269x — 0,0364 para THC-COOH (figura 1), o que nos permitiu concluir
gue o ensaio de linearidade possui um resultado satisfatério de acordo com
parametros pré-estabelecidos da ANVISA (2012).

Figura 1 — Grafico do parametro de linearidade obtido a partir da equacéo de reta
com os valores de concentracdo do analito THC-COOH
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Os ensaios para 0s parametros de precisdo intra e interensaio mostraram-se
satisfatorios, adequados as normas preconizadas pelos o6rgdos de fiscalizacéo,
sendo eles menores que 20% em baixas concentragcbes do analito e nas
concentragbes médias e altas, menores que 15% (tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros analiticos do método de deteccdo e quantificacdo de
maconha e produtos de biotransformacéao, avaliados por ELL/CG-EM*

ANALITO THC - COOH

Recuperacao (%) 73,5 a85,2%
Preciséo Intraensaio (CV%)

CB 3,66%

CM 4,46%

CA 9,04%
Preciséo Interensaio (CV%)

CB 3,38%

CM 6,01%

CA 8,96%
LOD (ng/mL) (CV%) 15 (CV: 2,17%)
LOQ (ng/mL) (CV%) 10 (CV: 2,63%)

*ELL/CG-EM: Extracao Liquido-Liquido/Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas
THC-COOH: CB: Controle Baixo: 10ng/mL, CM: Controle Médio: 40ng/mL, CA: Controle Alto:
100ng/mL. CV: coeficiente de variacédo; LOQ: limite de quantificacdo; LOD: limite de deteccéo.

LOD e LOQ obtidos no experimento (tabela 1) sdo coerentes com o método
realizado, com valores que se enquadram dentro dos padrbes determinados por
orgaos internacionais, como o Grupo de Trabalho de Especialistas em Toxicologia
da Unido Europeia.

O método de extracdo apresentou indices de recuperacdo meédia que variam entre
73,5 a 85,2% para o THC-COOH (tabela 1). De acordo com as normas
estabelecidas, valores de recuperacao entre 70 a 120% sé&o aceitaveis, desde que o
método em questdo se mostre preciso e exato, além de apresentar valores de LOD
e LOQ dentro dos parametros previstos para a técnica de extracao.

A espectrometria de massas é essencial e efetiva para a identificagcdo dos
fragmentos (m/z) como €é possivel observar na Figura 2, onde temos o pico de 374,0
e 477,0 atribuidos ao analito THC-COOH.

Figura 2 - Espectros de massas do THC-COOH em urina
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*Amostra de referéncia positiva com fon (m/z) quantificador e qualificadores do THC-COOH
(374,00/477,00).
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Além disso, a partir dos valores encontrados na literatura, é possivel a confirmacgéo
da presenca da substancia na amostra (TSADIK, 2007).

Conclusodes

A técnica de extracao liquido-liquido seguida da avaliacdo por CG-EM, mostrou-se
eficaz diante dos resultados encontrados, para analise de THC-COOH em amostras
de urina. Os resultados obtidos se enquadram nos valores de referéncia analisados
e todas as andlises seguiram critérios pré-estabelecidos pelos 6rgaos responsaveis.
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