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Introducao

A extracao em fase solida (SPE) tem sido uma das técnicas extrativas mais utilizadas no
laboratorio do Servico de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) na confirmacao e quantificacao
de canabinodides, estando este procedimento acreditado. No entanto, importa sempre procurar
metodologias analiticas que possam apresentar mais vantagens e suprimir aspetos menos
satisfatorios, como por exemplo, custos, processos laboriosos, entre outros. Neste sentido, a
introducao da precipitacao proteica como técnica extrativa na rotina laboratorial pode
demonstrar-se uma mais valia para o SQTF.

Material e Métodos

1° Preparacao da amostra- Precipitacao proteica

100 pL de amostra;

« 100 pL de metanol:agua (1:1, V/V) ou 100 pL de solucoes de
referéncia de diferentes concentracoes;

* 30 pL de padrao interno (THC-d;. THC-OH-d;; THC-COOH-d,);

* 900 pL de acetonitrilo (2-8) °C;

 Vortex.

- Reconstituir com
60 pL de metanol.

- Velocidade: 14 000 rpm\;‘
- Tempo: 10 min;
- Temperatura: 5 °C.

- Temperatura: 40 °C;
- Fluxo de azoto: 2,5 L/min.

2° Preparacao da amostra- Extracao em fase solida

* De acordo com o procedimento acreditado no SQTF (Simoes, Ajenjo, & Dias, 2011);

Extracao em fase solida
» Cartuchos Waters Oasis HLB® de 3 mL;

- Acondicionamento: 2 mL de metanol LC-MS/MS;
2 mL de agua LC-MS/MS;
- Aplicacao da amostra;
- Lavagem: 2 mL de agua:acetonitrilo:NH40H (90:10:1, V/V/V)

- Secagem das colunas: 20 min sob vacuo;

- 1° passo de eluicao: 2 mL de acetato de etilo;

- Secagem das colunas: 10 min sob vacuo;

- 2° passo de eluicao: n-hexano:acetato de etilo:acido acetico (88:10:2, V/V/V)
« Evaporacao das amostras sob corrente de azoto a 40 °C;

« Reconstituir com 60 pL de metanol.

2° LC-MS/MS

« Equipamentos: Waters UPLC e Waters TQD;
e Coluna: Acquity UPLC HSS T3 (2,1x50 mm, 1,8 pm)
L

* Volume de injecao: 10

« Equipamento: Sciex ExionLC e Sciex QTRAP 6500
* Coluna: Acquity UPLC HSS T3 (2,1x100 mm, 1,8 pm)
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> Waters: Ruido de fundo, intensidade e area do sinal semelhantes nos resultados obtidos
entre os dois procedimentos aplicados (Fig. 1).

> Sciex: Menor ruido de fundo e maior intensidade e area do sinal do resultado obtido das

amostras preparadas por precipitacao proteica (Fig 2).
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Figura 1. Cromatogramas dos controlos a 5 ng/mL preparados por extracao em fase Solida e por precipitacao
proteica e analisados no equipamento da marca Waters.
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Figura 2. Cromatogramas dos controlos a 5 ng/mL preparados por extracao em fase Solida e por precipitacao
proteica e analisados no equipamento da marca Sciex.

> Validacao: Repetibilidade, precisao intermédia e exatidao (n=5) com CV < 20%;
Reprodutibilidade: Resultados satisfatorios em dois ensaios interlaboratoriais;
Recuperacao entre 80,7 e 108,4 (Tabela 1);
Linearidade: R? > 0,998 (Fig.3);
O LD e LQ foi considerado a concentracao minima alvo do SQTF (0,5 ng/mL) (Fig.4).

Tabela 1. Repetlbllldade precisao intermédia, exatidao e recupera a trés niveis de concentracao (1, 5 e 50 ng/mL).

Amostra Controlo (ng/mL) | Repetibilidade CV (%) | Precisao intermédia CV (%) | Exatidao CV (%) | Recuperacao (%)

14,6 10,3 92,8
THC 5 3,4 5 O 7,2 92,9
50 1,3 3,0 4.9 97,3
1 6,7 8,8 13,9 96,1
THC-OH 5 10,9 7,8 9,1 94,0
50 5,6 4,3 11,0 95,7
1 11,2 6,8 18,8 80,7
THC-COOH 5 3,1 8,6 14,1 98,3
50 6,9 6,8 7,9 108,4
- i Calibration for THC 11-0H 1: y = 0.00472 x + 3.09065e-4 (r = 0.99919, r* = 0.90838) (weighting: 1 / x)
@ Calibration for THC-COOH 1:y=0.00622 x + 0.01001 (r= 0.99985, = 0,090077) [weighting: 1 /%) THC 11 0H1 THC-COOH 1 THC 1
@ Calibration for THC 1: y = 0.00287 x + 6,17998e-4 (r = 0.99971, r* = 0.99943) |weighting: 1/ x) 3?3993 3415_-5165322-1 3115_-551::1
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Figura 4. Cromatogramas obtidos a partir de um CAL

Condicoes LC Gerais

« Temperatura da coluna (°C): 45
« Temperatura das amostras (°C): 15
 Fluxo: 0,4 mL/min

« Fases moveis, em modo gradiente:

Volume de injecao: 5 pL

Condicoes MS/MS

A- Metanol/ Formato de amonio 2 mM (ac. formico 0,1%) (95:5, v/v)

B- Formato de amonio 2 mM (ac. formico 0,1%)/ Metanol ( 95:5, v/v)

ESI, modo positivo

Gas de colisao (CAD): Medium
Temperatura (°C): 250
Curtain Gas: 25

lon Spray Voltage (IS): 5500
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Figura 3. Curvas de calibracao dos canabinoides
estudados.

a 0,5 ng/mL preparados por precipitacao
proteica com respetiva razao S/N.

Conclusoes

A substituicao da técnica de extracao em fase sélida de 0,5 mL de amostra pela de
precipitacao proteica de 0,1 mL de sangue no procedimento laboratorial de
confirmacao e quantificacao de canabinéides, torna-o mais simples, rapido e com um
menor custo associado. O método validado demonstrou ser seletivo, especifico, exato,
preciso, robusto e linear na gama de trabalho, cumprindo todos os critérios de
aceitacao estabelecidos para a analise de canabindéides em amostras de sangue por LC-
MS/MS.
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