UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
~ FACULDADE DE FARMACIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Monitoramento do uso de canabis por condutores de veiculo automotor:
desenvolvimento de método bioanalitico compativel com a rotina laboratorial

da pericia no Brasil

EMMANUELE VIANNA BAGGIO

Porto Alegre, 2017






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
~ FACULDADE DE FARMACIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Monitoramento do uso de canabis por condutores de veiculo automotor:
desenvolvimento de método bioanalitico compativel com a rotina laboratorial da

pericia no Brasil

Dissertacdo apresentada por
Emmanuele Vianna Baggio para
obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Profa. Dra. Renata Pereira Limberger

Porto Alegre, 2017



Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 16.08.2017, pela
Banca Examinadora constituida por:

Prof. Dr. Andreas S. L. Mendez

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dra. Juliana Nichterwitz Scherer

Centro de Pesquisas em Alcool e Drogas do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre

Dra. Kristiane Mariotti

Departamento de Policia Federal do Rio Grande do Sul

CIP - Catalogagio na Publicagio

Baggio, Emmanuele Wianna

Monitoramento do uso de canabis por condutores de
veiculea automotor: desenvolvimento de método
biganalitico compativel com a rotina laboratorial da
pericia no Brasil / Emmanuele Vianna Baggioc. —— 2017.

88 £.

Orientador: Renata Pereira Limberger.

Dissertacdc (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rig Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto
Rlegre, BR-RS, 2017.

1. THC. 2. Candbis. 3. Fluideo oral. 4. Sangue
total. 5. Trénsits. I. Limberger, Renata Pereira,

orient. II. Titulo.

Elabeorada pelo Sistema de Geragio Automdtica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos peloja) autor{a).



Este trabalho foi desenvolvido sob a orientacdo da Profa. Dra. Renata
Pereira Limberger, no Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, o qual disponibilizou os

equipamentos e 0s materiais necessarios para a realizacdo dos experimentos

praticos.






AGRADECIMENTOS

Meu muito obrigada a todos que me incentivaram a iniciar e, principalmente, a

concluir esta etapa.

Aos colegas do LABTOXICO, do LAPPS e do IGP que me ajudaram durante a

realizacdo deste trabalho.
A professora Renata, pela orientacao.

E a ele, meu amado filho, Leonardo, tdo pequeno e tdo motivador.






RESUMO

A Cannabis sativa L. € a droga de abuso de uso proscrito mais consumida no
mundo. O consumo desta droga por condutores de veiculo automotor esta associado
com o aumento do risco de acidentes de transito, com o aumento da gravidade e com
0 aumento das taxas de mortalidade. O objetivo deste trabalho foi propor métodos
analiticos aplicaveis a rotina laboratorial forense para monitoramento do consumo de
canabis por condutores. Para tanto, foi utilizada como metodologia a extracéo liquido-
liguido seguida de andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de
massas para pesquisa de canabinoides em matrizes bioldégicas como sangue total
(ST) e fluido oral (FO). A anélise de 11-nor-9-carbdxi-delta9-THC (THC-COOH) em
amostras de ST por cromatografia gasosa envolve a derivatizacdo desta molécula e,
consequentemente, do THC extraido desta matriz (quando presente), uma vez que
ambos estdo presentes no mesmo extrato, constituindo mais uma etapa analitica e
gue requer maior controle das condices de reacdo. Por outro lado, a deteccdo de
THC em FO pode ser realizada sem a realizacdo desta etapa, o que constitui uma
vantagem analitica. A determinacdo de THC-COOH e THC em ST ndo demonstrou
repetibilidade, o que inviabilizou as analises qualitativas e quantitativas nesta matriz.
A deteccdo de THC em FO se mostrou uma analise simples e passivel de validacao,
porém com limite de deteccdo (200ng/mL) acima do recomendado pelas guias
forenses internacionais (2 ng/mL). A metodologia analitica desenvolvida se mostrou
compativel com aplicagdo na andlise confirmatéria em casos de intoxicagdo aguda
pelo consumo de canabis, demonstrando a necessidade de utilizacdo de técnicas de
concentracdo de amostras como extracdo em fase solida ou microextracdo em fase
sélida, para obtencdo de menores limites de detec¢do, podendo assim ser aplicado
na rotina laboratorial para o monitoramento do uso frequente de canabis, e ndo apenas
em casos de intoxicagdo aguda. Além disso, foi realizada uma abordagem sobre a

interpretacdo da deteccdo de THC em diferentes matrizes bioldgicas.

Palavras-chave: THC; Carboxi-THC; CG/EM; Sangue total; Fluido oral; Transito.






ABSTRACT

Title: Monitoring the use of cannabis by motor vehicle drivers: development of
a bioanalytical method compatible with the laboratorial routine of the Brazilian

forensic expertise

Cannabis sativa L. is the illegal drug of abuse most consumed in the world. The
consumption of this drug by motor vehicle drivers is associated with an increased risk
of traffic accidents, increased severity and increased mortality rates. The objective of
this work was to propose analytical methods applicable to forensic laboratories to verify
the consumption of cannabis by drivers. Liquid-liquid extraction followed by gas
chromatography (GC) coupled to mass spectrometry (MS) detector has been applied
to cannabinoid analysis in biological samples such as whole blood (WB) and oral fluid
(OF). The analysis of 11-nor-9-carboxy-delta9-THC (THC-COOH) in WB by GC
required the derivatization of this molecule and also involved the derivatization of THC
since both were extracted from the same sample. The derivatization constitutes
another analytical step, which requires greater control of the reaction conditions.
Fortunately, the detection of only THC in OF can be done without performing this step.
The determination of THC-COOH and THC in WB did not demonstrate repeatability,
which impaired the qualitative and quantitative analyzes in this matrix. The detection
of THC in OF proved to be a simple analysis, that could be validated, but the limit of
detection (200ng/mL) was higher than the recommended by the international forensic
guides (2 ng/mL). The chromatographic method developed was compatible with the
application of a confirmatory analysis in acute cannabis intoxication, demonstrating the
need to use techniques of samples concentration such as SPE or SPME, in order to
obtain lower limits of detection, thus being able to be applied in the laboratory routine
for the monitoring of the frequent use of cannabis, and not only in cases of acute
intoxication. In addition, it was made an approach of THC detection in different

biological matrices.

Key-words: THC; Carboxy-THC; GC/MS; Whole blood; Oral fluid; Traffic.
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1. INTRODUCAO

A canabis (Cannabis sativa L.) e 0 &lcool estdo entre as drogas de abuso
mais consumidas no mundo, e sdo também as mais prevalentes em casos de
acidentes de transito com maior gravidade (DOWNEY, 2013; UNODC, 2016).
O Brasil esta entre os paises com maior nimero de mortes em acidentes de
transito (BRAZIL, 2015). Considerando o impacto no desempenho dos
condutores e o risco de acidentes, torna-se necessario 0 monitoramento do
consumo dessas drogas e de outras substancias psicoativas (SPA) em
matrizes bioldgicas, tornando possivel relacionar o seu uso a reducdo da

habilidade de dirigir com seguranca.

Estudos convergem para o fato de que a canabis reduz a habilidade de
dirigir de forma dose-dependente (HUESTIS, 2007; ARMENTANO, 2012,
KUYPERS, 2012; WOLFF, 2013; HUESTIS, 2015), comprometendo a
capacidade de julgamento de tempo e de distancia e diminuindo o tempo de
reacdo, bem como a coordenacdo motora necessaria a direcdo, aumentando

exponencialmente o risco de acidente de transito (WOLFF, 2013).

Apesar das especificacbes de penalidades administrativas e criminais
definidas no Cadigo de Transito Brasileiro (CTB) relativas ao consumo de SPA
por condutores de veiculos desde 1997 (BRASIL, 1998; BRASIL, 2008;
BRASIL, 2012), o monitoramento mais efetivo que se tem no Brasil € para o
etanol. Atualmente, o consumo de outras SPA por condutores ndo é
monitorado na rotina de abordagem dos érgéos fiscalizadores de transito, ndo

havendo dados representativos da incidéncia de outras SPA, além do alcool.

As estatisticas disponiveis provém de estudos nacionais ligados
principalmente a universidades e hospitais e tém evidenciado prevaléncia no
consumo de delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), especialmente em acidentes
de maior gravidade e com vitimas fatais (REIS, 2006; MARIOTTI, 2013;
CARVALHO, 2016; PELICAOQ, 2016).

O consumo concomitante de alcool e canabis prejudica ainda mais a
habilidade de dirigir (KUYPERS, 2012; DOWNEY, 2013), principalmente a
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noite (DOWNEY, 2013), sendo dificil determinar como cada droga afeta a
capacidade de dirigir, tendo em vista que muitas vezes ha o uso associado de
mais de um tipo de droga (NIDA, 2016).

Como procedimentos analiticos, as guias internacionais da Sociedade
Forense de Toxicologia/Academia Americana de Ciéncias Forenses
(SOFT/AFFS, 2006) e de Walsh e colaboradores (2008) recomendam que
estes devem ser realizados pelo menos em duas etapas. Inicialmente, através
de testes preliminares de triagem, seguidos por métodos confirmatorios que
utilizem técnicas com diferente principio quimico do método de triagem, mais
especificas e de maior sensibilidade, como cromatografia em fase gasosa ou
cromatografia em fase liquida acopladas a detector de massas (CG/EM e CL-
EM, respectivamente) (SOFT/AAFS, 2006; WALSH, 2008) ou massa-massa
(CG/EM/EM e CL-EM/EM).

A identificacdo de condutores apresentando os sinais notdrios de
intoxicagdo por canabis na abordagem policial, como comportamento suspeito,
vermelhiddo da conjuntiva, alteracao da expressao facial ou fala arrastada, por
exemplo, deve servir de alerta para que os agentes de transito avaliem sua
sobriedade. Havendo suspeita do consumo de SPA, é fundamental que o
condutor tenha suas amostras biolégicas coletadas o mais breve possivel e
gue estas sejam enviadas para o laboratério para seguir o fluxo de analise de
triagem (imunoensaio - ELISA) e confirmatéria (CG/EM ou LC/EM).

O monitoramento do consumo de candbis pode ser feito através da
deteccdo de THC na forma inalterada e/ou de seus metabdlitos 11-nor-9-
carboxi-delta9-THC (THC-COOH) e 11-hidroxi-THC (THC-OH) em matrizes
biologicas (HUESTIS, 2007). Segundo Walsh e colaboradores (2008), as
matrizes de escolha para o0 monitoramento de SPA no transito sdo sangue total
(ST), FO e urina, nesta ordem de prioridade. E possivel relacionar a presenca
destas substancias em matrizes bioldgicas com a temporalidade do consumo
de candabis e com o prejuizo da habilidade de dirigir, especialmente quando se

faz o seu monitoramento nas diferentes matrizes.

A guia da SOFT/AAFS de 2006 e as diretrizes para pesquisa de drogas
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no transito (WALSH et al., 2008) preconizam como padréo-ouro a analise de
drogas em ST para monitoramento do consumo recente de drogas, devido ao
potencial de interpretagcdo dos efeitos das drogas no momento da coleta
(SOFT/AAFS, 2006; WALSH et al., 2008). Entretanto, Walsh e colaboradores
sugerem como matriz alternativa o FO e, na impossibilidade de coleta desta, a
urina. Quando se trata de abordagem no transito a coleta de FO é de grande
aplicabilidade, visto que esta matriz pode ser facilmente obtida de forma néo-
invasiva. Além disso, ha acumulo de substancias na forma inalterada na saliva,
de forma que a deteccado de drogas em FO revela que houve consumo recente.
Esta informacdo de uso recente é essencial para a fundamentacdo de um
processo criminal, uma vez que o CTB preconiza que € proibitivo dirigir sob
efeito de SPA, de forma que a constatacao de uso pretérito ndo configura crime

de transito.

Por uma questéo de principio cientifico, ético e legal, a fim de evitar
resultados falso-positivos ou falso-negativos, todos os resultados positivos
obtidos nas etapas de triagem devem ser confirmados através do emprego de
outra técnica mais especifica, bem como 5% dos resultados negativos
(SOFT/AFFS, 2006; WALSH e colaboradores, 2008), o que justifica a

necessidade de métodos analiticos compativeis com a rotina laboratorial.

Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar
uma metodologia de baixo custo e tempo de extracdo, reprodutivel e
compativel com a rotina laboratorial e com a demanda pericial, por CG/EM,
visto que esta tecnologia esta disponivel na maioria dos laboratérios forenses,
sendo de grande aplicabilidade no cenério nacional.

E importante esclarecer que o enfoque deste trabalho é sobre a canabis
droga, e que ndo diz respeito a questdo de legalizacdo da canébis, abordando
seus efeitos sobre a habilidade de dirigir, independente da finalidade e das

caracteristicas de uso.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer e validar método analitico quantitativo para andlise de THC-
COOH em ST e de THC em amostras de ST e FO por CG/EM, compativel com
a aplicacdo na rotina de laboratérios forenses.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer e validar um método de extracao liquido-liquido (ELL)
para THC e THC-COOH em ST.

Estabelecer e validar um método de ELL para THC em FO.

Estabelecer e validar um método simples, rapido e sensivel para a
andlise quantitativa de THC e THC-COOH em ST por CG/EM.

Estabelecer e validar um método simples, rapido e sensivel para a
analise quantitativa de THC em FO CG/EM.

Comparar a aplicabilidade de analises confirmatérias de THC em FO
e ST na rotina laboratorial para monitoramento do consumo recente

de candbis por condutores de veiculos automotores.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ocorréncia na natureza e composi¢cao quimica da Cannabis sativa
L.

A canabis é a droga de abuso ilicita mais consumida no mundo
(UNODC, 2016), e seu uso recreacional e téxtil é historicamente milenar
(BALBINO, 2014). Cientificamente identificada como Cannabis sativa
Linnaeus, esta planta pertence a familia Cannabaceae e geralmente atinge a
altura de 1 a 3 metros, podendo chegar a 6 metros (UNODC, 2009). Cresce
livremente em temperaturas e regides tropicais (RANG e DALE, 2016). Suas
principais preparacdes sao feitas com as folhas e flores (maconha, marihuana)

e com a resina extraida das inflorescéncias (haxixe) (PASSAGLI, 2013).

Quimicamente, ja foram identificados inUmeros compostos na canabis,
sendo os terpenofendis, contendo 21 atomos de carbono, 0s mais importantes
do ponto de vista forense, existentes exclusivamente na C. sativa (PASSAGLI,
2013; RADWAN, 2015). Estes terpenofendis sao conhecidos como
canabinoides, sendo os principais o THC, o canabinol (CBN) e o canabidiol
(CBD) (PASSAGLI, 2013; BALBINO, 2014). As estruturas dos principais

canabinoides estéo representadas na Figura 1.
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Canabidiol, CBD

CH, HO CH4

Canabinol, CBMN

H,C ©

Figura 1. Estrutura quimica dos canabinoides de interesse forense.
Fonte: BALBINO, 2014.

O THC (C31H300,) € o canabinoide mais abundante da canabis droga e
também o farmacologicamente mais ativo e de importancia toxicoldgica,

atuando principalmente no SNC. E formado a partir da descarboxilacdo néo
enzimatica do 4cido tetrahidrocanabindlico (A9-THCA), gue tem origem a partir

da atuacdo da enzima oxidociclase AY-THCA sintase (Ag-THCAS) sobre o
acido canabigerdlico (CBGA), conforme representado na Figura 2 (BORILLE,
2016). Como produto da oxida¢do do THC tem-se o CBN (BALBINO, 2014).
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Figura 2. Esquema basico da biossintese vegetal dos principais canabinoides
C21 presentes na Cannabis sativa L.

Fonte: BORILLE, 2016. GOT: geranil pirofosfato-olivetolato geranil transferase;
CBGA: acido canabigerdlico; CBG: canabigerol; A9-THCA: acido A9-
tetrahidrocanabindélico;, CBDA: acido canabididlico, CBCA: acido
canabicroménico; A9-THCAS: acido A9-tetrahidrocanabindlica sintase; CBDAS:
acido canabididlica sintase; CBCAS: acido canabicroménica sintase; A9-THC:
A9- tetrahidrocanabinol; CBD: canabidiol; CBC: canabicromeno.

3.2 Particularidades do THC

A molécula de THC é altamente lipofilica e essencialmente insoltvel em
agua. Além disso, é termolabil e fotolabil (HUESTIS, 2007). As propriedades

fisico-quimicas do THC desempenham papel fundamental nos seus mecanismos
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de absorcéo e distribuicdo, além de refletirem cuidados necessarios a serem
tomados nas etapas analiticas, a fim de reduzir a perda de teor de THC por

degradacgéo.

3.3 Farmacocinética

A principal via de administracéo utilizada para a canabis é a inalatoria.
Esta via permite a rapida e eficiente passagem da droga dos pulmdes para o
SNC, contribuindo para o seu potencial de abuso (HUESTIS, 2007). E possivel
detectar o THC no plasma e no FO segundos apés o inicio do consumo da
droga por via inalatéria, atingindo o pico de concentracdo plasmatica apos
cerca de 3 a 10 minutos (HUESTIS, 2007; ARMENTANO, 2013; MOREAU,
2014).

A concentragdo maxima de THC em FO ocorre durante ou
imediatamente apds o consumo da canabis, independente da via utilizada,
devido a contaminacdo da cavidade bucal e a rapida absorcao por difusdo
passiva (SWORTWOOD, 2016). A concentracdo maxima de THC em FO
demonstrou-se semelhante em usuérios crénicos e eventuais. Entretanto, a
concentracdo maxima de THC em sangue de usuarios frequentes foi maior
(média: 17,7 ng/ml) se comparada a usuarios eventuais (média: 8,2 ng/ml)
(NEWMEYER, 2017).

A via oral também pode ser utilizada através da ingestdo da droga
incorporada a alimentos, sendo a absorgéo por esta via mais lenta, de forma
gue o pico plasmatico de THC é atingido de cerca de 60 a 120 minutos apés o
consumo (HUESTIS, 2007; ARMENTANO, 2013). Essa via apresenta uma
biodisponibilidade de THC mais baixa se comparada a via inalatéria entre 10
e 35% (GROTENHERMEN, 2003) e 2 a 56% (HUESTIS, 2007).
Consequentemente, é necessario um maior tempo para inicio dos efeitos
fisiologicos decorrentes do consumo da droga (HUESTIS, 2007; WOLFF,
2013), sendo cerca de 30 a 60 minutos (MOREAU, 2014) ou até 2 horas, tendo
efeito mais prolongado devido a vagarosa absorgéo que continua a ocorrer no
intestino (ASHTON, 2001).



31

A biodisponibilidade sistémica do THC para a via inalatoria varia e €
influenciada pelo nimero e duracdo das tragadas, volume inalado, tempo
entre as tragadas, tempo de retencdo da fumaca no pulméo
(GROTENHERMEN, 2003; HUESTIS, 2007; MOREAU, 2014) e também
pela topografia da droga, o que influencia no grau de exposicéo aos ativos.
Para a via oral, a biodisponibilidade reduzida esta relacionada a degradacao
do THC em pH &cido e isomerizacao deste, e ao extenso metabolismo de
primeira passagem no figado, com biotransforma¢éo do THC antes da sua
ligacdo nos sitios de acdo (Tabela 1) (HUESTIS, 2007).

Tabela 1. Diferencas na velocidade de absorcao, biodisponibilidade e no tempo
de efeito subjetivo entre as vias oral e pulmonar apés utilizacdo de canabis.

Inicio Efeito Duragéo

Via de Velocidade de Biodisponibilidade

b . dos subjetivo dos
o x absorcéo o . L .
administracao sistémica efeitos maximo efeitos

Lentae 30-60 2,5-3,5 4-6
. - o)
Oral irregular 4-12% minutos  horas horas
Muito _ 8-15 1-3
Pulmonar o 8-24% minutos ]
rapida minutos horas

Autor: Bruna Tassi Borille (2016). Adaptado de MOREAU, 2014.

Apesar da alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (97 a 99%)
(MOREAU, 2014), a distribuicio do THC e dos seus produtos de
biotransformacéo parecem depender apenas das suas propriedades fisico-
guimicas (lipofilia), ndo estando associada a nenhum transporte especifico
(GROTENHERMEN, 2003). A concentracdo plasmatica de THC diminui
rapidamente apés o término do consumo da droga pela via inalatéria devido
a sua rapida distribuicAo para os tecidos altamente vascularizados
(HUESTIS, 2007; MOREAU, 2014) e a biotransformacdo hepatica
(HUESTIS, 2007). Uma vez no cérebro, os canabinoides se distribuem neste
orgdo, atingindo altas concentragbes nas &reas neocortical, limbica,
sensorial e motora (ASHTON, 2001). Ocorre também a redistribuicdo do
THC e dos seus produtos de biotransformacgéo, que se acumulam no tecido
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adiposo e em tecido menos vascularizados, podendo atingir concentracdes
cerca de 1000 vezes maior nestes tecidos que no plasma, conforme ilustrado
na Figura 3 (MOREAU, 2014).
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Figura 3. Distribuicdo de THC em diferentes tecidos do corpo humano em fungéo
do tempo decorrido.

Autor: Bruna Tassi Borille (2016). Adaptado de ASHTON, 2001.
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Figura 4. Biotransformacéo do tetrahidrocanabinol (THC).
Fonte: MOREAU, 2014.
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Conforme Figura 4, a biotransformacdo do THC envolve,
primeiramente, sua hidroxilacdo a THC-OH, oxidacdo a 11-oxo-THC e,
posteriormente, a THC-COOH, sendo o0s dois Uultimos produtos de
biotransformagé&o inativos (HUESTIS, 2007). O THC-OH é um metabdlito
psicoativo e é considerado pelo menos equipotente ao THC. Seu pico de
concentracdo sanguinea ocorre de 20 a 30 minutos apds consumo de canabis
via inalatéria, e € detectado por um curto periodo de tempo (ARMENTANO,
2013).

A eliminacdo dos produtos de biotransformagdo ocorre
majoritariamente  através das fezes para a forma hidroxilada
(aproximadamente 65%), e através urina (20%) para a forma carboxilada
(THC-COOH), que sofre glicuronidacao no grupamento carboxilico (HUESTIS,
2007), podendo ser detectado nesta matriz até cerca de 4 dias apds 0 uso de
um unico cigarro de canabis ou até 4 semanas em usuarios frequentes
(MAURER, 2006). No sangue, é possivel detectar THC-COOH em até 8
minutos apos comecar a fumar. Ja no fluido oral, o THC pode ser detectado
em baixas concentra¢des por imunoensaio em até 24 horas apds 0 consumo
da droga (HUESTIS, 2007), sendo que 0 seu pico de concentracdo nesta
matriz ocorre nos primeiros 15 minutos apods o inicio do consumo de canabis
pela via oral (LEE, 2012).

Os niveis de THC em sangue aumentam rapidamente apds 0 consumo
via inalatoria, atingindo pico de concentragdo maxima no sangue antes de
terminar de fumar, que rapidamente se dissipa. O pico de concentracédo de
THC-OH ocorre logo ap6s o término do consumo da droga via inalatéria e
atinge niveis bem inferiores ao THC. O THC-COOH tem sua concentragdo
aumentada vagarosamente, mas atinge um platé por um extenso periodo,
podendo ser detectado por um maior intervalo de tempo (MAURER, 2006),
motivo pelo qual a deteccdo de THC-COOH né&o serve para prever ha quanto
tempo a canabis foi consumida nem para sugerir alguma relagdo entre a
concentragdo de THC-COOH e o desempenho psicomotor (Figura 5)
(ARMENTANO, 2013).
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Figura 5. Média das concentracdes plasméaticas de THC, 11-THC-OH e THC-
COOH durante e ap0s uso oral de um cigarro de canabis contendo 34 mg de
THC por 6 individuos.

Adaptado de: GROTENHERMEN, 2003.

A Figura 6 demonstra a abundéancia relativa dos canabinoides e dos seus
produtos de biotransformacdo nas matrizes sangue, saliva, suor e cabelo,
evidenciando a necessidade de adequacdo de metodologia analitica a ser

empregada na andlise destas matrizes face ao diferente perfil de distribuicéo
de substancias nas mesmas.
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Figura 6. Abundancia relativa dos canabindides em matrizes bioldgicas.
Adaptado de: Staub, 1999.

3.4 Farmacodinamica

Os canabinoides exercem seus efeitos devido a sua interagao
especifica com os receptores endocanabinoides (ASHTON, 2001). O sistema
endocanabinoide € composto por trés elementos principais: (1) enzimas que
sintetizam o0s agonistas endocanabinoides; (2) receptores nos quais 0s
agonistas se ligam e desencadeiam a cascata de sinalizacao intracelular; e (3)
enzimas e transportadores cuja funcédo é remover os endocanabinoides dos
receptores (VOLKOW, 2017).

Embora haja indicativo da existéncia de outros subtipos de receptores
canabinoides (GROTENHERMEN, 2003), sdo conhecidos dois receptores
canabinoides (CB1 e CB2), ambos acoplados a proteina G, com sete dominios
transmembrana, apresentando diferente funcdo e distribuicdo nos tecidos
(VOLKOW, 2017), ligados a inibicdo da adenilatociclase (MOREAU, 2014;
RANG e DALE, 2016) e exercendo efeito inibitdrio sobre a liberacdo de
transmissor (RANG e DALE, 2016).

Os receptores canabinoides cerebrais CB1 — ou receptores neuronais
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sdo pré-sinapticos e podem ser encontrados em abundancia no hipocampo
(prejuizo da memaria), cerebelo e substancia nigra (distirbio motor), nas vias
dopaminérgicas mesolimbicas (recompensa) e cortex (ASHTON, 2001;
HUESTIS, 2007; VOLKOW, 2017), e estdo relacionados com os efeitos
psiquicos do THC (HUESTIS, 2007), relacionados a cognicéo e a coordenacao
motora, sendo de grande importancia no desempenho de dirigir
(ARMENTANO, 2013).

O CB2 - receptor canabinoide periférico — ocorre principalmente nas
células imunes (ASHTON, 2001; RANG e DALE, 2016; VOLKOW, 2017) e tem
sido alvo de pesquisa para uso terapéutico dos canabinoides (HUESTIS,
2007). Estes receptores apresentam diferente especificidade farmacoldgica
(RANG e DALE, 2016; VOLKOW, 2017).

Enquanto os dados farmacocinéticos dos canabinoides nao
demonstram diferenca entre os géneros feminino e masculino ou conforme
frequéncia de uso da droga pelos consumidores (HUESTIS, 2007), a
manifestacdo dos efeitos farmacologicos varia de individuo para individuo e
depende do padréo de uso, que esta relacionado com a dose absorvida, a via

de administracao utilizada e a experiéncia do usuario (MOREAU, 2014).

Os principais efeitos farmacoldgicos centrais da candébis incluem
prejuizo da memoaria a curto prazo e de tarefas de aprendizagem simples,
prejuizo da coordenacdo motora, catalepsia, analgesia, acdo antiemética e
aumento do apetite (GROTENHERMEN, 2003; HUESTIS, 2007; RANG e
DALE, 2016). Os efeitos sdo dose-dependentes e incluem euforia, disforia,
sedacdo e alteracdo de percepcao, bem como alteracdo do tempo de reacéao,
atencao e coordenacao motora, reduzindo consideravelmente a habilidade de
dirigir (HUESTIS, 2007; HARTMAN, 2013).

Como principais efeitos periféricos tem-se a taquicardia, vasodilatacéo,
reducdo da presséo intraocular e broncodilatacdo (GROTENHERMEN, 2003;
RANG e DALE, 2016). Como manifestacdo destes efeitos periféricos, os
individuos que consumiram canabis podem apresentar vermelhiddo da
conjuntiva ocular, dificuldade de caminhar e fala arrastada, que configuram os

sinais notérios do consumo de canabis, podendo ser utilizados pelos agentes
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de transito como suspeita do uso de canabis (FIERRO, 2014).

3.5 Fisiologia do sangue

O sangue é o fluido corporal que circula pelos vasos do sistema
circulatério. A média de volume sanguineo corporal é de 8% do peso para
adultos, o que representa cerca de 5 litros de sangue para individuos de 70 Kg
(GUYTON, 2015). Este liquido viscoso de coloracdo avermelhada possui
células em suspensado e moléculas e ions dissolvidos em agua, apresentando
propriedades de solucfes coloidais. Uma importante caracteristica do sangue
€ a pequena variacdo da sua composicdo quimica e das suas propriedades
fisicas (pH de aproximadamente 7,4), 0 que proporciona meio adequado para
funcionamento das células (GANONG, 1998). O sangue € responsavel pela
mediacdo das interacdes metabdlicas entre todos os tecidos, como o
transporte de oxigénio, gas carbdénico e de nutrientes (NELSON, 2011). Esta
matriz € constituida de duas fracdes, sendo elas a celular, que representa
cerca de 40% do volume de sangue total, e a plasmatica (60%), que constitui
o fluido extracelular (GUYTON, 2015).

A fracdo celular é composta por trés tipos de células - os elementos
figurados, sendo eles os globulos vermelhos (ou também hemacias ou
eritrécitos), os globulos brancos (ou leucécitos) e as plaquetas (ou
trombdcitos). A fracdo plasmética é acelular, sendo composta majoritariamente
por agua (aproximadamente 90%), que é o veiculo para as células, eletrélitos,
moléculas e ions, e também para enzimas, horménios, proteinas, lipidios e
outros constituintes organicos (8%) (NELSON, 2011). As principais proteinas
presentes no plasma séo a albumina, cuja funcéo esta relacionada a pressao
osmotica coloidal, a globulina (relacionadas as fun¢gbes enziméticas no
plasma) e o fibrinogénio (relacionado a coagulacdo sanguinea) (GUYTON,
2015).

Os derivados sanguineos soro e plasma podem ser obtidos a partir da
centrifugacdo de amostras de sangue sem anticoagulante e com

anticoagulante, respectivamente, de forma que o fibrinogénio esta presente
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apenas no plasma. Assim, pode-se dizer que 0 soro é o0 plasma sem
fibrinogénio (GUYTON, 2015).

Do ponto de vista toxicologico, € recomendada a utilizacdo de sangue
total como padrdo-ouro (SOFT/AAFS, 2006; WALSH, 2008), visto que a
deteccdo de xenobidticos nesta matriz € a que melhor se correlaciona com
efeitos dessas substancias no organismo (MOREAU, 2014) e, por ndo passar
por etapa de coagulacéo e precipitacdo, que pode levar a perda de analito,
esta € a matriz de escolha para interpretacdo dos efeitos das drogas (WALSH
et al., 2008). Recomenda-se que seja realizada a coleta de 10 mL de sangue
total em tubo estéril tipo vacutainer, contendo anticoagulante e fluoreto como
conservante, sendo que as amostras devem ser refrigeradas o mais breve
possivel, devendo-se ter o registro do horéario da coleta (WALSH et al., 2008).
Apesar de ndo haver equivaléncia entre as matrizes sangue total, soro e
plasma, estas podem ser utilizadas em analises toxicolégicas, devendo,
entretanto, a interpretacdo dos resultados considerar a matriz que foi
analisada. A vantagem da utilizacdo de soro frente ao plasma, € que o0 soro
mantém a composicdo da amostra inalterada, uma vez que para a sua

obtencado ndo ha acréscimo de aditivo na amostra (MOREAU, 2014).

3.6 Fisiologia do fluido oral

O FO é constituido principalmente por saliva, fluido gengival crevicular,
transudatos bucais e mucosos, detritos celulares, bactérias e residuos de
alimentos (CONE, 2007; UNODC, 2014). A saliva é uma secrecdo muco-
serosa clara, composta por 98% de &agua, 0,7% de proteinas e 0,26% de
glicoproteinas e eletrélitos. E produzida a partir da secrecéo de trés pares de
glandulas salivares principais: a parétida, a submandibular e a sublingual
(HUMPHREY, 2001), além de inumeras outras glandulas salivares menores,
localizadas no labio inferior, lingua, palato, bochechas e faringe (CHIAPPIN,
2007).

As glandulas salivares contribuem de formas distintas para a producéo
de saliva. Para um fluxo basal, 20% da saliva & produzida pelas glandulas
paroétidas, 65% pelas submandibulares, 7% a 8% pelas sublinguais e menos
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de 10% por inmeras glandulas menores. A ocorréncia de algum estimulo para
producéo de saliva altera drasticamente as contribui¢cdes percentuais de cada
uma destas glandulas, com a paroétida contribuindo para mais de 50% das
secrecoes salivares totais (HUMPHREY, 2001).

Cada tipo de glandula produz e secreta um tipo caracteristico de saliva,
com diferente composicdo proteica, salina e i6nica. A secrecdo pode ser
classificada como serosa, mucosa ou mista. Secrecdes serosas Sao
produzidas principalmente a partir das glandulas parétidas (HUMPHREY,
2001). A producéo salivar e sua composicao dependem do sistema nervoso
autbnomo, que opera através de sistemas de transducéo de sinal que acoplam
a estimulacao do receptor ao transporte de ions e aos mecanismos secretores
de proteinas. O sistema simpético é responsavel pela producdo da parte
serosa da saliva enquanto a parte mucosa depende de ambos os sistemas
simpatico e parassimpatico (CHIAPPIN, 2007).

A producéo de saliva em adultos saudaveis varia de 500 a 1500 mL por
dia, a uma taxa de aproximadamente 0,6 mL/min, podendo aumentar até uma
média de 2 mL/min (UNODC, 2014). Diversas condicbes fisiologicas e
patolégicas podem modificar a qualidade e quantidade de saliva produzida,
como, por exemplo, cheiro e estimulacdo através do paladar, mastigacéo,
estado psicolégico e hormonal, drogas, idade, influéncias hereditarias, higiene
oral e exercicios fisicos (CHIAPPIN, 2007).

A saliva € composta por eletrélitos, como sdédio, potassio, calcio,
magnésio, bicarbonato e fosfatos; imunoglobulinas, proteinas, enzimas,
mucinas, ureia e amoOnia. Estas substancias estdo relacionadas com
funcionalidades especificas na saliva: (a) bicarbonatos, fosfatos e ureia:
regulacdo do pH e da capacidade tamponante da saliva; (b) proteinas e
mucinas: limpeza ou agregacao de microrganismos orais que contribuem para
0 metabolismo da placa dentaria; (c) calcio, fosfato e proteinas: agentes
antisolubilidade e fator/modulador da desmineralizacdo e remineralizacéo; e
(d) imunoglobulinas, proteinas e enzimas: acao antibacteriana (HUMPHREY,
2001).

O pH do FO é levemente mais acido que o do sangue. Contudo, o
aumento do fluxo de saliva através de estimulo no momento da coleta pode

fazer com que o pH varie de 5,5 a 7,9. Como consequéncia da alteracdo do
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pH do FO, a exemplo do que ocorre com a utilizac&o de acido citrico em alguns
dispositivos de coleta, a particdo das drogas entre o FO e o plasma pode ser
afetada (UNODC, 2014).

Devido a elevada perfusdo das glandulas salivares, ocorre a rapida
transferéncia dos farmacos presentes no sangue para as glandulas salivares.
Apoés a administracdo parenteral de drogas e medicamentos, as substancias
podem aparecer no FO em questdo de minutos na sua forma inalterada. O
mecanismo de transferéncia de drogas e metabdlitos do sangue para a saliva
ocorre, principalmente, por difusdo passiva e € dependente de inumeros
fatores, tais quais: propriedades quimicas da droga, pH da saliva,
concentracdo de droga na forma nao-ionizada, fracdo de droga ligada a
proteinas e caracteristicas da membrana (CONE, 2007), bem como pelo tipo
de coleta, contaminacdo da cavidade bucal e velocidade de eliminacdo da
droga (GJERDE, 2015).

Considerando o monitoramento do uso de SPA por condutores, o FO
tem sido utilizado como matriz bioldgica alternativa ao sangue, oferecendo
informacédo toxicolégica complementar aquela obtida na anéalise de matrizes
tradicionais como sangue e urina, apresentando janela de deteccao
semelhante ao sangue (de algumas horas a 1-2 dias). O aumento do emprego
de FO como matriz para monitoramento do abuso de drogas se deve as
melhorias das técnicas analiticas, que cada vez apresentam menores limites
de deteccdo e quantificacdo, fornecendo melhor entendimento da relacao de
droga em FO e sangue (UNODC, 2014). Aliado a isso, as vantagens das
condicdes de coleta sdo inquestionaveis, pois estas ocorrem de forma
minimamente invasiva, sendo precisas, sensiveis e confiaveis no teste de
drogas (BAKER, 2013) e podem ser realizadas por agentes de transito
devidamente qualificados, mas sem a necessidade de formacdo médica,
podendo ser aplicada no monitoramento do consumo de drogas no transito no
local da abordagem (UNODC, 2014). Recomenda-se a coleta de 1 mL de FO,
preferencialmente com dispositivo que permita a visualizagdo da quantidade

de amostra coletada e sem a adi¢ao de estimulantes (WALSH et al., 2008).
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3.7 Canabis e transito

A utilizagdo de SPA por condutores de veiculo automotor vem sendo
amplamente discutida nos ultimos anos. Dirigir sobre efeito de drogas € um
problema crescente em paises industrializados devido ao risco e causa de
acidentes (MOELLER, 2002). A canabis é a droga ilicita mais utilizada no
mundo (UNODC, 2016) e a mais detectada em sangue e FO de condutores no
periodo noturno (WOLFF, 2013), bem como a mais prevalente em amostras
de sangue no projeto DUID (Driving Under the Influence of Drugs) na Unido
Européia (MOELLER, 2002), Estados Unidos e Austrélia, ficando atras apenas
do etanol, droga licita mais consumida no mundo.

Ha muitas evidéncias epidemioldgicas do efeito prejudicial da canébis
na habilidade de dirigir. O aumento do risco de acidentes por consumo de
canabis é dose-dependente, de forma que quanto maior a concentracdo de
THC, maior o prejuizo da capacidade de dirigir e, consequentemente, menos
seguro é o transito, podendo dobrar (HUESTIS, 2015), e até triplicar os riscos
de gravidade/fatalidade (WOLF, 2013). Este risco € maior até 2 horas ap0s o
consumo de canabis, sendo mais critico na primeira hora (ARMENTANO,
2012; WOLF, 2013), e parece estar relacionado a situacdes que envolvam
inesperada alteracdo na direcdo, exigindo resposta psicomotora complexa
(ARMENTANO, 2012).

Estudos demonstram que o risco de acidentes se torna ainda maior
guando h& o consumo concomitante de candbis e etanol, devido ao efeito
sinérgico destas drogas sobre o desempenho de dirigir, principalmente no
periodo noturno (DOWNEY, 2013; WOLF, 2013; HUESTIS, 2015).

A intoxicagdo aguda pelo consumo de candbis pode ser avaliada tanto
através do prejuizo das fungbes psicomotoras e cognitivas quanto pela
determinacao da concentracdo de THC em fluidos bioldgicos, tendo em vista
gue esta associada ao comprometimento destas fun¢gdes (GJERDE, 2016).

Devido a legalizacdo do consumo de canabis em alguns estados
americanos e em alguns paises (em especial o Uruguai, considerando a
proximidade com o Brasil) tem-se tentado estabelecer, sem nenhum consenso
até o presente momento, um limite a partir do qual os condutores nao poderiam

dirigir. Aparentemente, uma concentracdo sanguinea de 3,7 ng/mL de THC
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equivale aos mesmos prejuizos motores apresentados quando a concentracao
de alcool no sangue é de 5 dg/L. Entretanto, os condutores ja apresentam risco
com concentragdes sanguineas de 2,5 ng/mL e, a partir de 5,0 ng/mL o risco
de acidente de transito se torna critico (WOLF, 2013). No Brasil, onde a
canabis € proscrita, ndo ha limites legais previstos, sendo qualquer nivel
detectado através de andlise qualitativa confirmatoria suficiente para a
tipificacéo de crime de transito (CTB, 2012).

Brubacher e colaboradores (2015) analisaram amostras de sangue
coletadas de condutores até 6 horas ap0s a ocorréncia de acidente de transito
no Canada, entre 2010 e 2012. A canabis foi a segunda droga recreacional
mais utilizada, ficando atras apenas do alcool (BRUBACHER, 2015),
contrastando com os resultados encontrados por Asbridge e colaboradores
(2014), em gue o etanol estava presente em menos condutores que a canabis,
em estudo realizado no periodo de abril de 2009 a julho de 2011 também no
Canada.

Senna e colaboradores (2010) avaliaram os resultados de andlises de
DUID realizadas por laboratorios autorizados na Suica e verificaram que pelo
menos uma substancia psicoativa havia sido detectada em 89% das amostras
analisadas. Os canabinoides foram o grupo de substancia mais encontrado,
representando 48% do numero total de casos avaliados (SENNA, 2010).

Em estudo que avaliou a presenca de drogas no FO de motoristas de
caminh&o no Brasil, 0 THC foi a substancia mais encontrada entre motoristas
gue percorreram distancias de até 500 Km, tendo sido a terceira droga mais
consumida depois dos estimulantes anfetaminicos e de cocaina nos motoristas
gue percorreram maiores distancias. O consumo de SPA por este grupo de
motoristas reforca a necessidade de implementacdo de medidas preventivas
do consumo de drogas por caminhoneiros no Brasil (BOMBANA, 2017).

Zancanaro e colaboradores (2012) avaliaram a utilizacdo de 32
substancias psicoativas ilicitas e de uso medicinal por condutores no Brasil,
entre 2008 e 2009, e identificaram que cerca de 10% dos condutores haviam
consumido pelo menos uma das substancias pesquisadas, das quais 1,1%
positivou para THC ou CBN, indicando o uso de canabis.

Apesar das especificacdes de penalidades administrativas e criminais

relativas ao consumo de SPA por condutores, definidas no CTB desde 1997
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(alterado pela Lein® 11.705 / 2008 e posteriormente pela Lei n° 12.760 / 2012)
(BRASIL, 1998; BRASIL, 2008; BRASIL, 2012), estudos nacionais tém
evidenciado consumo de SPA no transito (LEYTON, ZANCANARO, 2012;
BOMBANA, 2017), refletindo a necessidade de monitoramento do consumo de
outras substancias psicoativas por condutores (além do etanol) de forma mais
rigorosa. Entretanto, até o presente momento, ndo esta estabelecido nem
implementado no pais um programa de monitoramento de SPA por

condutores.

3.8 Metodologias analiticas para deteccédo e quantificacdo de THC e
THC- COOH em matrizes bioldgicas

A guia internacional da SOFT/AAFS (2006) estabelece diretrizes a
serem seguidas nas andlises forenses. Entre elas, esta prevista a realizacédo
das andlises toxicologicas em pelo menos duas etapas, sendo uma de triagem
e outra confirmatoria. A analise confirmatodria deve ser realizada utilizando-se
uma técnica analitica de diferente principio quimico da triagem, podendo-se
utilizar triagem por imunoensaio e confirmagéo por CG/EM e/ou CL-EM, ou,
por exemplo, na auséncia de imunoensaio, proceder a analise em CG/EM ou
CL-EM no modo fullscan como triagem, e no SIM (selected ion monitoring)
como confirmacao. A identificagcdo do analito deve ser feita em diferente extrato
da amostra ou em uma segunda matriz (SOFT/AAFS, 2006).

A Figura 7 ilustra o fluxograma de analise das amostras, indicando que
amostras positivas na triagem devem ser confirmadas. Além destas, deve-se
selecionar 5% das amostras negativas para realizar analise confirmatoria.
Neste ultimo caso, assim como naqueles que apresentaram um resultado
divergente do inicial, deve-se proceder a uma terceira analise da amostra para
obtencdo do resultado final (SOFT/AAFS, 2006), de preferéncia por

metodologia analitica distinta das etapas anteriores.
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ETAPA 1 AMOSTRA-TESTE

Teste de triagem

Negativo Positivo
Etapa de Confirmacgéo
RESULTADO (22 ensaio)
ETAPA 2
Teste Confirmatério
Negativo Positivo
Desempate
ETAPA 3 (3° ensaio) RESULTADO
Desempate
Negativo Positivo
RESULTADO RESULTADO

Figura 7. Fluxograma analitico recomendado para analises forenses.

Diversas metodologias analiticas e técnicas de extracdo tém sido
utilizadas nas analises toxicologicas de amostras bioldgicas para pesquisa de
canabinoides. A Tabela 2 apresenta uma relacdo das técnicas utilizadas para
determinacdo de THC- COOH e/ou THC em matrizes biolégicas, bem como os
reagentes utilizados na derivatizacdo das amostras, imprescindivel para a
analise de THC-COOH por CG/EM, juntamente com os limites de deteccao
(LD) e de quantificagdo (LQ). A pesquisa de metodologias realizada foi
direcionada para aquelas que empregam a CG/EM, uma vez que esta técnica

esta disponivel na maioria das instituicbes forenses no Brasil. Além disso,
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optou-se por utilizar extracdo liquido-liquido (ELL) miniaturizada devido ao
baixo custo associado a esta técnica, principalmente se comparado a extracao
em fase sélida (SPE) e microextracdo em fase sélida (SPME), e também, a
compatibilidade de emprego na rotina laboratorial forense.

A escolha do método analitico a ser utlizado deve ser feita
considerando as propriedades fisico-quimicas do analito de interesse, bem
como as limitac6es do método (limites de detecgdo e quantificacao, robustez,
tempo e demanda analitica) e os recursos disponiveis em cada laboratério.
Devido a polaridade da molécula de THC-COOH, se faz necessaria uma etapa
de derivatizacdo das amostras para analise por CG/EM, visto sua baixa
volatilidade.

Conforme pode-se observar na Tabela 2, os limites de detec¢cdo mais
baixos sdo aqueles obtidos com o emprego de SPE e SPME como técnica de
preparo de amostras e/ou com a derivatizacdo do analito, técnicas mais caras e
com maior numero de etapas, cabendo ao analista a selecdo do método de
melhor custo-beneficio de acordo com a realidade e necessidade do seu

laboratorio.
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Tabela 2. Relacdo de métodos para determinacdo de THC e THC-COOH em analise toxicologica de matrizes biologicas por

CG/EM.

Matriz

Método

Extracéo

Analito

LD/LQ
(ng/mL)

Derivatizante

Referéncia

FO
FO

FO

FO

Plasma

Plasma

Plasma ou ST

Soro

Soro

ST
ST

Urina

CG/EM
CG/EM
CG/EM

CG/EM

2D-CG/EM

CG/EM

CG/EM

CG/EM

CG/EM

Fast CG/EM
CG/EM
CG/EM

SPME
SPE

SPE

ELL

SPE

SPE

SPE

ELL

SPE

ELL
ELL
LPME

THC
THC

THC

THC

THC
THC-COOH

THC
THC-COOH

THC/THC-COOH

THC/THC-COOH
THC
THC-COOH

THC/THC-COOH
THC
THC-COOH

0,5/0,5
NI*
0,5/0,5

1,0/1,0
0,25/0,25
0,125/0,25

0,24 /0,80
0,26 /0,88

0,7

0,3
0,52/0,62
0,65/3,35

05/25

0,5

15/2

ACN/MTBSTFA
BSTFA/TMCS

IODO METANO

BSTFA/TMCS

BSTFA
IODO METANO

MSTFA
TBAH/DMSO/IODO
METANO

TFAA/HFIP
PFP/PFAA
BSTFA/TMCS

ANZILLOTTI et al,
UNODC, 2014
MOORE et al, 2007

CIRIMELE et al,
2006

KARSCHNER et al,

2010
NADULSKY et al,

2005
TESKE et al, 2002
PURSCHKE et al,
2016
STEINMEYER et
al, 2002
THOMAS et al, 2007
CHICHU et al, 2002
ELLER et al, 2014
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Legenda: FO: fluido oral; ST: sangue total; ELL: extracdo liquido-liquido; SPE: extracdo em fase sélida; SPME: microextracdo em fase
solida; CG/EM: cromatografia gasosa com detector de massas; 2D-CG/EM: cromatografia bidimensional com detector de massas; HF-
LPME: microextragdo em fase liquida; MSTFA: metil-silil-trifluoracetamida; BSTFA + 1% TMCS: N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
com 1% trimetilclorosilano; TFAA: anidrido trifluoracético; HFIP: hexafluorisopropanol; PFP + PFAA: 2,2,3,3,3-pentafluor-1-propanol e
anidrido pentafluorpropidénico; TBAH+DMSO: hidréxido de amonio e tetrabutila e dimetilsulféxido, NI*: ndo informado.
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3.8.1 Cromatografia gasosa com detector de massas (CG/EM)

A guia da SOFT/AAFS (2006) recomenda o emprego de duas técnicas com
diferentes principios fisicos e/ou quimicos para a identificacdo inequivoca de
substancias. Essa identificacdo pode ser realizada através da extracao de matrizes
biologicas, seguida da analise do extrato por CG/EM (SOFT/AAFS, 2006).

A CG é uma técnica de separacao e quantificacdo de compostos volateis
presentes em amostras. O detector de massas emprega o espectrometro de
massas, através do uso de energia de ionizacdo para fragmentacdo das moléculas
e 0 campo elétrico e/ou magnético para separacao dos fragmentos formados. O
acoplamento dessas duas técnicas permite identificar um grande numero de
substancias, cuja identificacdo € realizada através da comparacdo do tempo de
retencdo das amostras contra um padrao analitico e, também, pela comparacéo do

padrdo de fragmentacéo das moléculas.

3.8.2 Derivatizacéo

A derivatizacdo € um processo de sintese organica que envolve a protecéo
de grupos polares de determinadas moléculas com o objetivo de torna-la mais
volatil, mais estavel e de melhorar sua detectabilidade e, consequentemente, seu
perfil cromatogréfico, sua especificidade e a sensibilidade do método analitico
utilizado (LANCAS, 2015).

Vérios agentes de derivatizacdo podem ser empregados para o THC e THC-
COOH, sendo o N,O-Bis(trimetilsililtrifluoracetamida com 1% trimetilclorosilano
(BSTFA + 1% TMCS) muito utilizado nas rotinas forenses. Na determinagéo de THC
e THC-COOH com BSTFA + 1% TMCS, ocorre a ligacao do grupamento trimetilsilil
do agente derivatizante a hidroxila fenolica das moléculas de THC e THC-COOH) e
a hidroxila do grupamento acido da molécula de THC-COOH, sendo a propor¢ao
estequiométrica da reacdo de uma molécula de THC para uma molécula de BSTFA

+ TMCS 1%, ao passo que para o THC-COOH a proporcéo é 2:1.
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A Figura 8 demonstra o mecanismo de reacao de derivatizacdo de amostras

contendo o grupamento —OH utilizando-se o BSTFA com 1% TMCS como agente

derivatizante.
CHy CH
CHy o 3)( . CHy
) | o d |
Amosta —0: + CH,=gi—X — [Amosta—0—Si—X] —> Amosta=0—Si—CH + HX
I | || |
S CH3 - CH3 CH3
Para BSTFA,

X= CFs_C - N_S|(CH3)3

0

Figura 8. Mecanismo de reacdo da derivatizacdo com BSTFA.
Adaptado de: Supelco, 1999.

3.8.3 Extracdo liquido-liquido (ELL)

A ELL é a técnica de preparo de amostra mais frequentemente utilizada para
andlise por CG/EM, cujo o objetivo é isolar e concentrar os analitos de interesse de
determinada matriz (MOFFAT, 2011). Baseada no coeficiente de particdo do analito
em duas fases imisciveis (organica e aquosa), sua eficiéncia depende da afinidade
do soluto pelo solvente extrator, da proporcao das fases e do nimero de extracdes.
A recuperacédo do analito também depende do ajuste do pH (importante para garantir
gue os analitos estejam na forma ndo-ionizada) e da escolha do solvente organico
(LANCAS, 2015).

E uma técnica simples e de custo relativamente baixo se comparada a
técnicas mais modernas como SPE, e sua miniaturizagdo envolve pequenas
guantidades de solvente, o que é interessante do ponto de vista ambiental e

econdmico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes solventes: metanol (grau HPLC) (Sigma-
Aldrich), metanol PA (Nuclear), diclorometano - grau HPLC (J.T. Baker),
diclorometano P.A. (Vetec), acido cloridrico P.A. (Synth), acido acético glacial P.A.
(Vetec), hexano P.A. (Chemis), acetato de etila P.A. (Synth) e cloreto de sddio
(Neon). Foram também utilizados o fenantreno (Sigma Aldrich) e o agente
derivatizante o N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1% trimetilclorosilano
(BSTFA-1% TMCS - Supelco).

4.1.2 Padrdes analiticos

Foram preparadas soluc¢des de trabalho de THC, THC-COOH e d3-THC- COOH
nas concentracdes de 1 pug/mL e 10 pg/mL, em hexano e em metanol, a partir de
solucbes metandlicas dos padrdes analiticos de (-)-11-nor-9-carboxy-delta9-THC 1
mg/mL e (£)-11-nor-9-carboxy-delta9-THC D3 1mg/mL (Cerriliant, USA) e delta-9-
THC 5 mg/mL em hexano (Lipomed). As solugdes foram mantidas sob refrigeracéo a
4°C.

4.1.3 Amostras

Foram obtidas amostras de fluido oral e de sangue total de voluntarios declarados
ndo usuérios de canabis. As amostras foram mantidas congeladas até a realizacdo
das andlises. Para a execucdo dos testes realizados foi realizado um pool das

amostras de ST e das amostras de FO.
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Foram coletados 3 frascos para coleta de sangue a vacuo, contendo anti-
coagulante e conservante, com capacidade para 5 mL, de amostras de ST de dez

voluntéarios.

As amostras de FO foram coletadas ap6s um periodo minimo de 30 minutos apos
o0 consumo de alimentos e/ou bebidas (exceto agua), tendo-se obtido amostra de 10

voluntarios por cuspe em frascos de coleta estéreis.

4.1.4 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos na realizacao deste trabalho:

a) Cromatografo em fase gasosa modelo 6890 GC acoplado ao
espectrometro de massas modelo 5973 (Agilent Technologies,
Melbourne, Australia), operado no modo de impacto de elétrons,
utilizando liner Agilent (PN 5183-4711) coluna cromatografica de silica
fundida com 5% de fenil-dimetilpolisiloxano DB-5 MS 30 m x 25 mm x 0,25
pm (Agilent Technologies);

b) Centrifuga Eppendorf Mini SpinPlus;

c) Concentrador Pierce Reacti-Therm Heating Module, acoplado a

unidade evaporadora Pierce Reacti-Vap Modelo18780;

d) Agitador Vortex Biomixer VTX2500;
e) Homogeneizador rotatério Siel modelo 026.

4.2 Métodos

Este trabalho utilizou como técnica de preparo de amostras a ELL, seguida de
uma etapa de derivatizagdo, quando necessério, para analise dos analitos de

interesse por CG/EM.

4.2.1 Preparo de amostras
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4.2.1.1 Derivatizacao

Uma vez que a andlise de THC-COOH por CG/EM envolve uma etapa de
derivatizacao, inicialmente foi necessario estabelecer este procedimento para que
fosse possivel avaliar qual o melhor processo extrativo tanto para o THC-COOH
quanto para o THC. Com base nos métodos descritos na literatura (Tabela 2) e nas
recomendacdes da UNODC (1995), optou-se por utilizar como agente derivatizante o
BSTFA - 1% TMCS (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1% trimetilclorosilano),
uma vez que este reagente € amplamente utilizado nos laboratérios forenses e estava
disponivel no LABTOXICO. Como solventes, foram testados o hexano, o acetato de

etila e o diclorometano.

4.2.1.2 Extracéao liquido-liquido

4.2.1.2.1 Sangue

Para a extracdo de THC e THC-COOH (pKa 4,21) de ST foram testados como
agente acidificante o &cido acético 10% e o é&cido cloridrico 1 M. Como solucdo

extratora foi testado o hexano:acetato de etila nas proporcdes 2:1 e 9:1.

4.2.1.2.2 Fluido oral

A extracdo de THC de FO foi testada com e sem a adicdo de &cido cloridrico 1 M.
Como solucao extratora foram testados o hexano, o diclorometano e o hexano:acetato

de etila na proporcéo 9:1.

4.2.2 Meétodo cromatografico
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4.2.2.1 Anélise de THC e THC-COOH em sangue

As andlises de ST foram realizadas em CG/EM, modelo 7890A GC e MS
5975C, respectivamente (Agilent Technologies, CA, USA), localizado no Laboratorio
de Producdo de Padrdes Secundarios da Faculdade de Farméacia da UFRGS
(LAPPS). Foi utilizada coluna cromatografica DB-5MS (Agilent Technologies, CA,
USA) de dimensdes 30m x 0,250mm x 0,25 pum e hélio 5.0 como géas de arraste, com

fluxo de ImL/min.

A ionizacgdo foi realizada por impacto de elétrons com energia de ionizacédo
de 70 eV. Inicialmente, o detector foi configurado para operar no modo fullscan (70-
500 m/z) e, posteriormente foi alterado para operar simultaneamente nos modos
fullscan e SIM (selected ion monitoring), com monitoramento dos fragmentos 303,
371 e 386 (correspondentes ao THC-TMS) até 9,00 minutos e 371, 374, 473, 476,
488 e 491 (correspondentes ao THC-COOH- 2TMS e d3-THC-COOH- 2TMS) apés
esse tempo. Foram injetados 4 pL de amostra utilizando o amostrador automatico
CTC (Agilent Tecnologies, CA, USA), no modo splitless pulsed até 1 min, com
presséao de 40 psi. As temperaturas do injetor, do detector, do quadrupolo e da fonte
de ions foram 280°C, 300°C, 150°C e 230°C, respectivamente. A temperatura inicial
do forno foi mantida por 1 minuto a 60°C, com taxa de aguecimento de 40°C por
minuto até 300°C, mantendo esta temperatura por 7 minutos, totalizando 14 minutos

de analise cromatografica.

42.2.2 Andlise de THC em fluido oral

As analises de FO foram realizadas em CG/EM, modelo 7890A GC e MS
5975C, respectivamente (Agilent Technologies, CA, USA), localizado no Laboratério
de Producdo de Padrdes Secundarios da Faculdade de Farmacia da UFRGS
(LAPPS). Foi utilizada coluna cromatografica DB-5MS (Agilent Technologies, CA,
USA) de dimensfes 30m x 0,250mm x 0,25 um e como gas de arraste foi utilizado

hélio 5.0, com fluxo de 1 mL/min.

A ionizacgéo foi realizada por impacto de elétrons com energia de ionizagédo

de 70 elétrons volt (eV). O detector foi configurado para operar simultaneamente
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nos modos fullscan (70-400 m/z) e SIM, com monitoramento dos fragmentos 152,
176 e 178 (correspondentes ao fenantreno) até 6,5 minutos e 231, 271, 299 e 314
(correspondentes ao THC) ap0s esse tempo. Foram injetados 4 pL de amostra
utilizando o amostrador automatico CTC (Agilent Tecnologies, CA, USA), no modo
splitless-pulsed até 1 minuto, com pressao de 40 psi. As temperaturas do injetor, do
detector, do quadrupolo e da fonte de ions foram 280°C, 300°C, 150°C e 230°C,
respectivamente. A temperatura inicial do forno foi 120°C, com taxa de aguecimento
de 30°C por minuto a partir de 1 minuto, até atingir 300°C, mantendo esta

temperatura por 3 minutos, totalizando 10 minutos de analise cromatogréfica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo de amostra

5.1.1 Pesquisade THC e THC-COOH em sangue

5.1.1.1 Derivatizacao

Para determinacdo das melhores condicbes de derivatizacdo, foram
utilizadas soluc¢des de THC, THC-COOH e d3-THC-COOH 10 pg/mL. Em vial de
vidro de 2 mL, foram pipetados 100 pL de cada uma dessas solucdes e o solvente
foi evaporado a 48°C com fluxo de nitrogénio. Ao extrato seco, foram adicionados
derivatizante/solvente, conforme descrito na tabela 3, e ap6s homogeneizacdo em
vortex por 1 minuto os vials foram incubados nas suas respectivas temperaturas,
pelo tempo especificado na Tabela 3.

Tabela 3. Testes de derivatizagdo de THC, THC-COOH e d3-THC-COOH realizados
com BSTFA 1% TMCS.

Volume de _ .
T (°C) t (min) Referéncia
reagente (uL)
25 90 15 Eller, 2014*
25 70 30 Karschner, 2010
20 25 30 Nadulski, 2005
50 60 10 ONU, 1995

*Também foram adicionados 25 pL de acetato de etila antes da incubagéo.

Apés incubacdo das solucdes pelo tempo determinado, aguardou-se o
resfriamento dos vials e adicionou-se quantidade de solvente necessaria para

completar 1 mL e procedeu-se a analise cromatografica.

As andlises foram realizadas em triplicata e para cada condicdo avaliada
houve bastante variagdo de rendimento da reacdo, ndo tendo havido
repetibilidade das analises realizadas sob as mesmas condi¢des. A condicéo que

apresentou menor variacdo foi a proposta por Nadulski (2005), entretanto o



58

rendimento da reacdo de derivatizacdo foi muito baixo, motivo pelo qual a

temperatura ambiente foi excluida dos testes seguintes.

Com o objetivo de determinar quais as melhores condicdes de
derivatizacdo de THC e THC-COOH, foram realizados o0s experimentos
planejados através da técnica Box-Behnken Design (BBD). Para tanto, foram
consideradas trés niveis de trés parametros diferentes: temperatura (60°C, 75°C
e 90°C), volume de derivatizante (10, 25 e 40 pL) e tempo de
incubacgao/derivatizagao (10, 25 e 40 minutos), cujos testes foram realizados em
dois blocos em dias distintos, em replicata e de forma randomizada. Entretanto,
os resultados obtidos com o desenho experimental indicaram que 0s parametros
avaliados ndo foram adequados a determinacdo da melhor condicdo de
derivatizacao, as quais foram posteriormente definidas a partir das condi¢cdes dos

testes preliminarmente realizados.

Dessa forma, foram testadas as temperaturas de 70, 80 e 90°C, tempo de
incubagao de 15 e 30 minutos e 25 pL de derivatizante, com e sem acetato de
etila. A Tabela 4 indica as condicdes com quais pode-se observar maior
rendimento de reacdo, com maior formacao de produtos de derivatizacdo de THC
e THC-COOH (THC-TMS e THC-COOH-2TMS, respectivamente), cromatograma

mais limpo e maior repetibilidade dos resultados.

Tabela 4. Condicdes de derivatizagao.

Volume
Temperatura Tempo

BSTFA+1%TMCS Acetato de etila

25 L 50 uL 90°C 30 min

O processo de derivatizacéo foi realizado a partir da adicdo de 25 pL do
agente derivatizante (BSTFA+1%TMCS) e 50 uL de acetato de etila ao extrato seco.
O vial foi fechado, agitado por 30 segundos em vortex e incubado por 30 minutos a
90°C. Concluida esta etapa, ao extrato derivatizado foi adicionada quantidade de
solvente necesséria para preparar solugdo de 1 pg/mL, a qual foi submetida a
analise cromatografica. Neste processo, ocorre a substituicdo nucleofilica de um
atomo de hidrogénio pelo grupamento trimetilsilii nas posi¢bes ocupadas pela
carboxila (THC-COOH) e pela hidroxila (THC e THC-COOH), conforme



59

representado na Figura 9.

0 THC-COOH o OTHCCOOH 2TMS

‘ (oH) T™CS
T Fo

Figura 9. Estruturas do THC e THC-COOH e de seus derivados-TMS.

Dos solventes testados, o que apresentou melhor resposta cromatogréafica foi
o diclorometano, mas devido a sua elevada volatilidade optou-se por utilizar o
hexano, que, além de ser menos volatil, € menos denso que a agua, permanecendo
na fase superior, mais facil e com menos chances de perda de analito na

transferéncia da fase organica.

Uma vez definidas as condi¢des de derivatizacédo, foi realizada uma curva
de calibracéo dos padrdes de THC-TMS e THC-COOH-2TMS com o objetivo de

verificar o LD do método e a linearidade da faixa de concentracéo pretendida.

Foram construidas curvas de calibracdo para os padrdes de THC-TMS,
contemplando os pontos 15, 30, 40, 50, 75, 100 e 200 ng/mL, e de THC-COOH -
2TMS, contemplando os pontos 1, 5, 10, 20, 50 e 100 ng/mL, sendo que o ponto de
15 ng/mL n&o foi detectado e 1 ng/mL de THC-COOH — 2TMS foi detectado somente
em uma das andlises da triplicata deste ponto, motivo pelo qual os mesmos foram
descartados. As representacdes graficas das Figuras 10 e 11 ilustram as curvas de
calibragcdo do THC-TMS e do THC-COOH — 2TMS, respectivamente, tendo sido
obtida maior linearidade para o THC-COOH - 2TMS, bem como menor limite de
deteccéo, sendo de 5 ng/mL o LD para o THC-COOH- 2 TMS e de 30 ng/mL para o
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THC - TMS.
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Figura 10. Curva padrdo de calibracdo obtida através da média das triplicatas
realizadas com padrdo de THC-TMS.
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Figura 11. Curva padréo de calibracdo obtida atravées da média das triplicatas
realizadas com padréao de THC-COOH - 2TMS.

A derivatizacdo possibilita a identificacdo de substancias pouco volateis por
cromatografia em fase gasosa, servindo também para aumentar a especificidade e

sensibilidade do método empregado (LANCAS, 2015). Contudo, esta técnica
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constitui uma etapa a mais no processo, aumentando o tempo e custo de analise.
Outra limitagdo importante desta técnica, € que a presenca de umidade pode reduzir
o rendimento da reacgdo por hidrélise do derivatizante e que solventes com sitios

ativos podem comprometer o rendimento da reagao por competir pelo derivatizante.

A derivatizacdo se fez necessaria para analisar o THC-COOH devido a sua
baixa volatilidade, entretanto, como no processo extrativo seriam extraidos o THC
e THC-COOH, ambos sofrem derivatizacdo. Apesar de o THC nao necessitar deste
recurso para ser analisado, com ele foi possivel reduzir o limite de deteccao do

método analitico.

5.1.1.2 Extracdo de THC e THC-COOH de amostras de sangue

Amostras de ST de voluntérios declarados ndo usuérios de canabis foram
utilizadas para desenvolvimento da metodologia. Tais amostras foram unificadas e
homogeneizadas em agitador rotatorio por 10 minutos, antes e apds fortificacéo.
Para os testes iniciais, as amostras foram preparadas de forma a apresentarem

concentragéo de 1 pg/mL.

Com base na literatura disponivel, foram realizados testes de ELL de
amostras de sangue fortificadas com padrdo analitico de THC e THC-COOH.
Foram realizados experimentos para extragdo de THC e THC-COOH das
amostras de sangue a fim de definir um método que fosse capaz de extrair ambas
as substancias (PURSCHKE, 2016). Para tanto, foram testados como solvente
extrator hexano:acetato de etila nas proporcdes 2:1 e 9:1, bem como diferentes
volumes de acido (acido acético 10% e acido cloridrico 1 M), conforme consta na
Tabela 5.
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Tabela 5. Testes de extracdo de THC e THC-COOH em sangue (volumes em
microlitros)

Sangue 1|Hexano: [Hexano: :CHS3- Hexano : | Hexano :
Amostra | ppm THC e | Acetato Acetato COOH HCI Acetato | Acetato
THC-COOH | Etila2:1 | Etila9:1 10% M Etila 2:1 | Etila 9:1
1A 1000 50 850
1B 1000 50 850
1C 1000 50 850
2A 1000 75 850
2B 1000 75 850
2C 1000 75 850
3A 1000 100 850
3B 1000 100 850
3C 1000 100 850
4A 1000 50 850
4B 1000 50 850
4C 1000 50 850
5A 1000 75 850
5B >00 1000 75 850
5C 1000 75 850
6A 1000 100 850
6B 1000 100 850
6C 1000 100 850
12 extracao 22 extracao

A extracdo de THC e THC-COOH foi baseada no método descrito por
Purschke e colaboradores, sendo esta, realizada em duas etapas como descrito a
seguir (PURSCHKE, 2016).

Na primeira etapa, foram testados como solventes extratores do THC o
hexano: acetato de etila nas proporcdes 2:1 e 9:1. A adicdo de solvente extrator ao
eppendorf contendo amostra fortificada foi seguida da agitacdo em vortex por 1
minuto e centrifugacdo a 14500 rpm por 2 minutos. A fase orgéanica (extrato
contendo THC) foi transferida para vial de vidro de 2,0 mL e o extrato foi seco com

fluxo de nitrogénio a 48°C.

A fase aquosa remanescente no eppendorf foi acidificada para extrair o THC-
COOH presente na amostra (22 etapa). Posteriormente, adicionou-se 0 solvente ao
eppendorf e procedeu-se a agitacéo e centrifugacdo da mesma forma que na etapa

anterior. O segundo extrato (contendo THC-COOH) foi transferido para o mesmo



63

vial da primeira fracdo, ao qual também foi adicionado o padréo interno (ds-THC-
COOH), e foi seco com fluxo de nitrogénio (48°C), para que entdo se procedesse a
derivatizacdo. Ao extrato derivatizado adicionou-se hexano em quantidade
suficiente para completar 500 uL, o qual foi injetado no cromatégrafo.

As extracbes foram realizadas em replicatas, entretanto, ndo houve
repetibilidade dos resultados, de forma que nao foi realizada curva de calibragéo
em sangue, o que inviabilizou as analises quantitativas e qualitativas nesta matriz,
tendo em vista que foram encontradas dificuldades na repetibilidade do método.

Como possiveis razbes que possam ter interferido na repetibilidade dos
resultados, € possivel que o volume de solucao derivatizante e de acetato de etila
utilizados na derivatizacéo ndo tenham sido suficientes para remover o extrato das
paredes do vial, que chega proximo a marca de 1 mL, de forma que tenha ficado
analito aderido as paredes do vial. Outra questdo importante a ser considerada é
a secagem das amostras, uma vez que a presenca de umidade ou de solvente
prético diminui a disponibilidade do derivatizante, podendo comprometer a
repetibilidade dos testes realizados. Cabe ainda considerar a perda de analito por
adsorcédo no plastico dos eppendorfs utilizados no processo extrativo (MOLNAR,
2012).

Dos métodos analiticos pesquisados, poucos deles realizam ELL, e os que
utilizam esta técnica empregavam um grande volume de amostra e de solvente,
maior que os 500 pL de amostra utilizados nos testes realizados. A tentativa de
realizar extracdo com este volume era para que este método pudesse ser
empregado na rotina de andlises de laboratérios forenses do pais, a partir do mesmo
tubo de coleta de sangue que se utiliza para realizar a analise de alcoolemia, sem
gue o volume de amostra (geralmente de 1 a 4 mL) fosse fator limitante para
realizacdo da andlise. Além disso, miniaturizando a ELL tem-se reduc¢do dos custos
de anélise e, consequentemente, dos residuos gerados, sendo ambientalmente mais

adequado.

Como alternativa para aumentar a sensibilidade do método e reduzir seu limite
de deteccéo pode-se empregar as técnicas de preparo de amostra SPE e SPME,
conforme apresentado na tabela 2, porém, estas técnicas possuem implicacdes

como o aumento do custo e do tempo de analise.
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5.1.2 Pesquisa de THC em fluido oral

Foram utilizadas amostras de FO de voluntérios declarados ndo usuarios de
canabis para desenvolvimento da metodologia. Devido as dificuldades analiticas
encontradas para analisar THC-COOH por CG/EM, a andlise de FO se restringiu a
pesquisa de THC. Dos testes realizados, a acidificacdo do meio com HCI 1 M e a
utiizagdo de hexano como solvente extrator apresentaram maior eficiéncia

extrativa, tendo-se definido o protocolo de extracao a seguir.

As amostras de FO foram descongeladas a temperatura ambiente, e em
seguida fortificadas com padrdo analitico de THC e padrao interno (Pl), ambas
diluidas em hexano. Foram adicionados 10 pL de solu¢éo padrao de THC 10 pg/mL
e 10 pL de solucédo de fenantreno 10 pg/mL (PIl) a um eppendorf contendo 180 pL
de FO. Apds adicdo de 200 pL de acido cloridrico 1 M acrescentou-se 400 pL de
hexano e procedeu-se a homogeneizacdo do conteudo e a extracdo do THC em
vortex por 30 segundos, seguido de centrifugacdo a 10000 rpm por 5 minutos.
Devido a formacdo de emulsdo, foram adicionados aproximadamente 40 mg de
cloreto de sédio e procedeu-se a homogeneizacdo e centrifugacdo novamente. A
fase orgéanica (extrato contendo THC) foi transferida para vial-traco de vidro e o
extrato foi seco com fluxo de nitrogénio a 48°C. O extrato de THC foi reconstituido
em 200 pL de hexano e injetado no CG/EM.

5.2 Andlises em amostras de sangue

5.2.1 Desenvolvimento do método cromatografico

O desenvolvimento do método cromatografico teve como base o método
descrito por Cirimele e colaboradores (2006). O método cromatografico foi
desenvolvido primeiramente para analise de THC - TMS e THC-COOH — 2TMS
em amostras de sangue. Posteriormente, na analise de THC em FO, considerando
a possibilidade de utilizagdo do método na rotina forense, com grande demanda
de pericias, e o fato do aumento da temperatura inicial da rampa néo afetar a

analise de THC, esta foi aumentada para 120°C com o objetivo de reduzir o tempo
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de analise, que de 14 minutos passou para 10 minutos.

Para aumentar a sensibilidade analitica do método o detector foi
configurado para operar em ambos os modos fullscan e SIM (selected ion
monitoring) e, de acordo com a capacidade volumétrica do liner utilizado e com o
volume de expansado do solvente, o volume de injecéo foi aumentado para 4 pL.
Tais recursos foram necessarios para que fosse possivel trabalhar com
concentragdes préximas aos limites de detecgdo preconizados pela guia de Walsh,
conforme Tabela 6 (WALSH, 2008).

Tabela 6. Cut-off de THC e THC-COOH recomendados pela guia de Walsh (2008).

THC (ng/mL) THC-COOH (ng/mL)
Fluido Oral 2 -
Sangue 1 5

A escolha dos ions qualificadores e quantificadores a serem monitorados é
fundamental para a correta identificacdo das substancias e para que o método
mostre repetibilidade e reprodutibilidade (SOFT/AAFS, 2006). A Tabela 7 mostra
0s ions monitorados no modo SIM para quantificacdo de THC, THC- COOH e d3-
THC-COOH derivatizados, dentre eles, os ions moleculares e 0s picos-base,
conforme espectros representados nas figuras 12, 13 e 14 para o THC-TMS, THC-
COOH — 2TMS e d3-THC-COOH - 2TMS, respectivamente.

Tabela 7. Fragmentos e tempo de retencdo dos analitos pesquisados em sangue

total derivatizados.

Composto m/z Tempo de retencéo
THC-TMS 303, 371*%, 386 8,231
THC-COOH-2TMS 371%, 473, 488 9,744
d3- THC-COOH-2TMS 374*, 476, 491 9,744

*Fragmentos quantificadores marcados em cinza.
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As Figuras 12 e 13 apresentam, respectivamente, 0os cromatogramas e
espectros de massas de THC-TMS e THC-COOH - 2TMS, juntamente com a

proposta de fragmentacao das moléculas.
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Figura 12. Cromatograma, espectro de massas e proposta de fragmentacédo do THC
TMS.
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Figura 13. Cromatograma, espectro de massas e proposta de fragmentac¢ao do THC-
COOH - 2TMS.

A pequena diferenca de massa existente entre o padréo interno (ds-THC-
COOH) e o THC-COOH néo permite que essas substancias sejam separadas com
a coluna cromatografica utilizada, de forma que ha coeluicdo destes analitos. Como
forma de separar estas substancias, obteve-se o cromatograma por extracdo dos
fragmentos 371 (THC-COOH) e 374 (d3-THC-COOH). A figura 14 apresenta o

cromatograma e o espectro de massas do dz-THC-COOH - 2TMS.
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Figura 14. Cromatograma e espectro de massas do padréao de d3-THC-COOH-2TMS.

O d3-THC-COOH foi utilizado como padréo interno para controle de injecao,

tendo sido adicionado as amostras apds o0 processo extrativo, antes da derivatizacao.

5.3 Analises em amostras de fluido oral

As amostras de FO foram analisadas por CG/EM, com o detector de
massas configurado para operar no modo fullscan e SIM, simultaneamente. A
identificacdo das substancias foi realizada a partir dos picos cromatogréaficos
obtidos por extracdo dos fragmentos 178 (Pl) e 299 (THC), cujo espectro foi
comparado com a biblioteca de espectros da NIST. A Tabela 8 apresenta os
fragmentos monitorados na analise de THC em FO (os ions quantificadores estao
em destaque), bem como os tempos de retengao obtidos para o fenantreno (PI) e

para o THC.
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Tabela 8. Fragmentos e tempo de retencao dos analitos pesquisados em FO.

Composto m/z Tempo de retencéo
(min)

Fenantreno (PI) 152, 176, 178 5,678

THC 231, 271, 299, 314 7,954

A utilizacdo do fenantreno como padrdo interno baseou-se em trabalhos
realizados pelo grupo de pesquisa e se deve a sua semelhanca estrutural com o THC
que, por ser uma substancia exdgena, exclui a possibilidade de interferéncia com

outras substancias presentes na matriz.

A Figura 15 demonstra o cromatograma do fenantreno na concentracao de
0,5 pg/mL e do THC 2 pg/mL em hexano.
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Figura 15. Cromatograma de ions totais (1) Fenantreno e (2) THC por CG/EM.

Na Figura 16 sdo apresentadas as propostas de fragmentacdo para o
fenantreno e para o THC, juntamente com seus espectros de massas no modo SIM,

em (1) e (2), respectivamente.
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Figura 16. Estrutura e espectro de massas no modo SIM do Fenantreno (1) e do THC
(2), juntamente com o modelo de fragmentacéo proposto para as moléculas.

A seletividade do método foi testada frente a farmacos de carater neutro a

acido, que pudessem ser extraidos da matriz juntamente com o THC (MOFFAT,
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2011). A Tabela 9 relaciona os analitos testados, seus tempos de retencdo e os
principais fragmentos dos seus espectros de massas, mostrando que ndo ha

interferéncia destas substancias nas analises de THC e do PI.

Tabela 9. Seletividade do método cromatografico.

ANALITOS FRAGMENTOS Tempo de retengdo (min)
Ibuprofeno 91/119/161/ 206 4779
Paracetamol 109/135/151 5,123
Fenantreno 152 /158 /178* 5,550
Cafeina 109/165/194 5,737
Fenobarbital 117/161/204 /232 6,201
Carbamazepina 165/ 177/ 193/ 236 7,432
Fenitoina 104/ 180/ 223/ 252 7,454
THC 231/299*/ 314 7,855

*fragmentos quantificadores.

O limite de deteccdo do método cromatogréfico utilizado para a analise de
THC foi de 50 ng/mL, entretanto o limite de deteccéo apds extragcédo do FO fortificado
com THC conforme protocolo de extracdo adotado foi de 200 ng/mL. Considerando-
se o cut-off recomendado pela guia de Walsh de 2 ng/mL e o esgotamento do prazo
de conclusdo deste trabalho, decidiu-se néo realizar a validagdo do método em
concentracfes superiores as emanadas pelas guias internacionais, visto que o
mesmo ndo atenderia aos requisitos de limite de deteccdo e o gasto de materiais
(principalmente de padrdo analitico de THC). Entretanto, este grupo ja esta
trabalhando na deteccado de THC em FO utilizando SPME como técnica de preparo
de amostra. Cabe salientar a possibilidade de se trabalhar dentro de faixa de
concentracao divergente das especificadas na literatura, desde que se conheca as

limitac6es do método utilizado, bem como suas implicacoes.

Considerando-se a baixa concentracdo de THC no FO, assim como nos
demais fluidos biolégicos, e o limite de detec¢cdo do método empregado, percebe-
se a necessidade de adequacdo do método para que este possa ser empregado no
monitoramento do uso de canabis no transito. Aparentemente, uma concentracéo

plasmatica de 7 a 10 ng/mL de THC representa 0S mesmaos riscos no transito que
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agueles observados em individuos com concentragéo de etanol no sangue de 5 dg/L
(WOLF, 2013), sendo fundamental que os meétodos analiticos utilizados sejam

capazes de detectar essa faixa de concentragao.

Sendo assim, como alternativas de melhorar a sensibilidade do método e
atingir os limites adequados para o monitoramento do consumo recente de canabis
pelos condutores de veiculos, tém-se os recursos das técnicas de pré-concentracéo
de amostra, através de SPE ou SPME e a utilizacdo de técnicas analiticas mais
sensiveis, como cromatografia acoplada a detectores EM/EM (triplo quadrupolo). O
pequeno volume de FO disponivel dificulta a utilizagdo de volumes maiores de
amostra para reducdo do LD, entretanto, pode ser uma alternativa viavel quando se
utiliza métodos multianaliticos (UNODC, 2014).

De acordo com estudo realizado por Swortwood e colaboradores (2016) as
concentracfes maximas de THC em fluido oral apdos 10 minutos de consumo da
droga pela via inalatoria variam de 141 a 8503 ng/mL para usuarios frequentes e de
81,4 a 5914 ng/mL para usuarios ocasionais, com concentragcdo meédia de 2789
ng/mL e 837 ng/mL, respectivamente (SWORTWOOD, 2016). Frente a estes dados,
e considerando-se o limite de deteccdo para o THC em FO estabelecido pelo
método proposto neste trabalho (200 ng/mL), existe a possibilidade de emprego
deste na determinacdo qualitativa de THC em usuarios frequentes e ocasionais e
em casos de intoxicagdo aguda, frequentemente relacionados a acidentes de
transito fatais, associados a detec¢éo de elevadas dosagens de THC, embora a guia
de Walsh recomende um cut-off de THC em FO de 2 ng/mL (WALSH et al., 2008).

Considerando-se uma rotina de transito em que a triagem € realizada in loco
através de testes de imunoensaio, a metodologia proposta tem aplicabilidade na
analise confirmatéria qualitativa de THC em FO. Em caso de divergéncia de
resultado entre a triagem e analise confirmatdria, deve ser realizada outra etapa de
analise (desempate), preferencialmente por metodologia distinta das anteriormente
utilizadas (Figura 6). Cabe ressaltar, que diferente da analise em sangue, a
deteccdo de THC em FO estd associada ao consumo recente de canabis como
resultado da contaminacdo da cavidade bucal (ANDAS, 2014; SWORTWOOD,
2016), fato que pode ser corroborado pela deteccdo de canabindides secundarios
como A%-tetrahidrocanabivarina (THCV), CBD e canabigerol (CBG) em FO. E
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possivel detectar estas substancias até 26 h apds o consumo de maconha, sendo
estas potencialmente marcadoras do consumo recente de canabis (1 dia),
fornecendo informagBes importantes do ponto de vista clinico e forense quanto ao
uso desta droga (SWORTWOOD, 2016).

Como alternativas economicamente viaveis de emprego deste método, €
possivel, além de aumentar o volume de amostra utilizado na extracdo, utilizar o
recurso da derivatizacdo para reduzir os limites de deteccao e de quantificacdo do
meétodo, embora seja necessario ter maior controle das condicdes de reacdo. Tais
alteracdes, potencialmente poderiam viabilizar a analise quantitativa de THC em FO,
diminuindo o limite de detec¢cdo do método analitico. A partir da definicdo dos novos
limites, seria necessario testar a linearidade em outra faixa de concentracdo, para
gue o método quantitativo pudesse ser empregado na rotina laboratorial forense.

Estas etapas ja estdo sendo realizadas pelo nosso grupo de pesquisa.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver metodologia para monitorar o
consumo de canabis por condutores de veiculo automotor, atendendo as
recomendacdes das guias internacionais, como a guia da SOFT (2006) e de WALSH
(2008), bem como a legislac@o brasileira para validacdo de métodos analiticos,
através da RDC N° 899/2003, recentemente substituida pela RDC N° 166/2017.
Paralelo a isso, 0 objetivo foi miniaturizar a ELL para que a aplicacdo da metodologia
fosse compativel com a demanda da rotina laboratorial forense e com a limitagao

dos recursos disponiveis nas instituicdes forenses brasileiras.

5.4 Aplicabilidade das diferentes matrizes biolégicas no monitoramento do
consumo de SPA no transito

O sangue ¢é a matriz de escolha no monitoramento do uso de SPA no transito
(SOFT, 2006; WALSH, 2008), sendo a matriz que melhor se relaciona com o
desempenho na direcdo. Entretanto, as condi¢des de coleta de amostras de sangue
in loco sé&o de dificil padronizacdo, motivo pelo qual se tem considerado o screening
em fluido oral (WOLF, 2013). O THC ja pode ser detectado no sangue de 3 a 10
minutos apos fumado. Entretanto, uma vez que a farmacocinética do THC é néo-

convencional, o pico de THC no sangue nao corresponde ao nivel maximo de



74

prejuizo comportamental. Esse fendbmeno € definido como histerese no sentido anti-
horario, e significa que os efeitos psicoativos do THC ocorrem apds seu pico de
concentragcdo (ARMENTANO, 2013). Como consequéncia, usuarios frequentes de
canabis mantém pequenas concentracdes de THC em sangue por longos periodos,
muito além da duracéo do efeito da droga (ARMENTANO, 2013).

O interesse na utilizacdo do FO como uma matriz alternativa ao sangue tem
crescido devido ao fato de ser de facil obtencéo, a coleta ndo-invasiva, dificuldade
de adulteracéo, ao baixo custo de coleta e possibilidade de obtencdo desta matriz
in loco ou em curto intervalo de tempo e proOximo ao tempo em que se estava
dirigindo, além da perspectiva de se realizar teste preliminar on site, tendo-se
resultados disponiveis para avaliar a sobriedade do condutor (LOGAN, 2013).
Apesar de ndo haver relacdo confiavel entre as concentracdes de THC em sangue
e em fluido oral (LOGAN, WOLF, 2013), a detec¢do de THC em FO indica uso
recente (BAKER, 2013; ANDAS, 2014; SWORTWOOD, 2016), ao passo que a
deteccdo de THC apenas em sangue pode néo indicar uso recente da droga, visto
gue ndo ha correspondéncia entre o seu pico de concentracdo plasmatica e os
efeitos farmacodinamicos causados pelo uso desta droga, principalmente para
usuarios frequentes (WOLF, 2013), ndo havendo relacdo direta entre a
concentracdo de THC em sangue e prejuizo da habilidade de dirigir (HARTMAN,
2013).

Considerando a relevancia legal de determinar se os individuos estao
dirigindo sobre a influéncia de drogas, em especial a canabis, droga mundialmente
mais utilizada, € de fundamental importancia que o tempo para a coleta de amostra
seja 0 menor possivel uma vez que a concentracdo de THC pode ser subestimada
guanto maior seja este intervalo (WOLF, 2013). Neste sentido, a coleta de FO, que
pode ser realizada in loco, tende a revelar resultados de concentragcdo de THC mais
compativeis com aquelas concentragbes no momento do acidente/abordagem
policial, permitindo a caracterizacao do auto de flagrante e retirando os condutores
sob efeito de canabis do transito, reduzindo assim o risco e a probabilidade de

acidentes.

Em contrapartida, nas amostras de urina e cabelo é possivel detectar o THC-
COOH por periodos maiores, sem, entretanto, haver associacdo da sua

concentragao urinaria e no cabelo com estado clinico e risco de acidente de transito.
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Apoés 4 horas, os metabdlitos de THC ja aparecem na urina em concentracfes
suficientes para deteccdo por imunoensaio, enquanto no cabelo essa janela de
deteccdo varia de 3 dias a meses ou anos (UNODC, 2014). Porém, em ambos 0s
casos, sO indicam uso pretérito e ndo tempo do ultimo uso (WOLF, 2013), motivo
pelo qual a utilizacdo destas matrizes para analise toxicolégica deve ser realizada
de forma complementar a outros indicadores de consumo de droga (LOGAN, 2013).
Possivelmente, o acumulo de THC nos tecidos adiposos e a presenca de
metabdlitos ativos contribuam para a baixa correlagcéo entre os niveis plasméticos e
urinarios de canabinoides com a intoxicacdo por THC. Dessa forma, o cabelo e a
urina ndo séo consideradas matrizes de escolha para monitoramento do uso de THC

no transito (Tabela 10).

Tabela 10. Janela de deteccao para drogas em diferentes matrizes bioldgicas

Matriz Janela de deteccgéo

Sangue (soro) Algumas horas a 1-2 dias

Urina Algumas horas a 3 dias

Fluido Oral Algumas horas a 1-2 dias (ou mais para

drogas basicas)
Suor Semanas

Cabelo Meses/anos

Fonte: Adaptado de UNODC, 2014.

Parece ndo haver consenso entre os cientistas quanto a forma mais
adequada para determinar se o condutor esta sobre a influéncia de THC devido a
sua farmacocinética ndo-convencional, onde o pico de THC em sangue néao
corresponde com o momento de maximo prejuizo das habilidades psicomotoras
(HUESTIS, 2007; ARMENTANO, 2013). Nesse sentido, é importante considerar a
informacdo complementar obtida a partir da analise adicional de outra matriz, como
de FO, por exemplo, em que a presenca de droga inalterada, juntamente com o

resultado da analise em sangue, revela consumo recente de THC, indicando que o
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individuo esta sob efeito da droga.

Devido as limitagdes de cada matriz, no que se refere a canébis € importante
considerar a analise de mais de uma matriz, como sangue e FO, uma vez que seus
resultados sdo complementares e podem refletir numa melhor interpretacdo do
estado clinico dos condutores. A presenca de altas concentracdes de droga
inalterada se comparada aos metabdlitos e uma alta relacdo entre a concentracao
de droga no FO e no sangue sao indicativos de que houve consumo recente de

canabis.

Alguns autores consideram a possibilidade da deteccdo de THC em FO
dever-se a contaminacao da cavidade bucal, decorrente da via de administracédo da
droga (inalatéria ou oral), entretanto, de qualguer maneira, a Unica forma de haver
THC no FO é pelo consumo de canabis, seja pela passagem do THC do sangue

para o FO ou por contaminagéao.

Em estudo realizado recentemente foi demonstrado que o monitoramento do
consumo de canabis também pode ser realizado pela pesquisa de canabinoides
secundarios no FO, como THCV, CBD e CBG, marcadores do consumo recente de
canabis, restando ainda avaliar a necessidade de analisar mais de uma matriz
biol6gica (SWORTWOOD, 2016).
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6. CONCLUSOES

Os métodos cromatograficos desenvolvidos apresentaram limite de deteccao
préximo aos cut-offs recomendados pela guia de Walsh, e podem ser empregados
nos laboratorios forenses mediante pequenas alteracbes e a validacdo da
metodologia, mesmo apresentando limite de deteccdo superior aqueles
recomendados pela guia de Walsh.

Entretanto, a técnica de preparo de amostras utilizada ndo se mostrou
adequada para este propdésito, uma vez que a extragao liquido-liquido utilizada néao
demonstrou repetibilidade na recuperacdo dos analitos de interesse nas analises
realizadas em amostras de sangue e que o limite de deteccdo foi superior ao
desejado nas analises de FO, necessitando de ajustes para demonstrarem-se
compativeis com a aplicacdo na area forense.

Considerando-se as dificuldades analiticas encontradas nas técnicas de
preparo de amostras propostas, apesar de as mesmas terem potencial de
aplicabilidade na rotina forense, ainda necessitam de ajustes para tornarem-se
compativeis com esta rotina laboratorial, podendo servir de base para novos testes,
de forma que as modificacdes realizadas propiciem a reducdo dos limites de
deteccdo e de quantificacdo em matriz (FO e ST), atendendo assim aos limites
preconizados pelas guias internacionais.

Cabe ressaltar que as limitacbes encontradas devem-se as técnicas de
extracdo e de analise empregadas. Atualmente o mercado dispde de técnicas
extrativas mais eficientes e de equipamentos de maior sensibilidade, que requerem,
entretanto, maior investimento por parte dos laboratorios.

Devido a elevada lipofilia do THC e ao seu padréo de distribuicdo no organismo,
decorrente de mecanismos de cinética ndo-convencionais, 0 monitoramento mais
adequado do consumo de canabis por condutores de veiculo automotor parece
envolver a analise de ambas as matrizes ST e FO, visto a complementaridade de
informacgdes obtidas pela presenca de THC nestas matrizes, podendo ainda haver
monitoramento da presenca de canabindides secundarios no FO, uma vez que estes

também sdo marcadores do consumo recente de canabis.
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7. PERSPECTIVAS

Adequar o método de determinacdo de canabinoides em FO utilizando
técnicas pré-analiticas de preparo de amostra, como, por exemplo, a SPME de
forma que as recomendacbes de valores de corte das guias internacionais de
gualidade sejam atendidas e aplica-lo em amostras de FO coletadas junto a Balada

Segura, em parceria com o Detran-RS e EPTC
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