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Objetivos

O presente projeto tem como principal objetivo
o desenvolvimento de uma metodologia para a
deteccdo de 11 canabinoides sintéticos em
amostras de plasma, utilizando a técnica de
microextragao liquido-liquido dispersiva
(DLLME), seguida pela cromatografia liquida
de alta-performance acoplada ao detector por
espectrometria de massas triplo quadrupolo
(LC-MS/MS).

Métodos e Procedimentos

O método foi desenvolvido utilizando
cromatografo liquido de alta pressédo (LC/MS),
acoplado a um espectrdmetro de massa de
quadrupolo ftriplo modelo LC-MS/MS 8045,
ambos da Shimadzu. Como fase movel A,
utilizou-se formiato de aménio 1 mM e acido
formico (999:1, v/v), e para fase moével B,
metanol e acido férmico (999:1, v/v). O tempo
total de separagdo cromatografica foi de 8,5
min. Para a preparagdo da amostra,
inicialmente um pool de analitos e o padrao
interno foram adicionados a um tubo de vidro
(1,5 mL) nas concentracdes desejadas. Em
seguida, 200 yL de amostra foram adicionados
ao tubo. A solugéo foi entdo homogeneizada
com o auxilio do vértex e realizou-se o
processo de precipitagdo de proteinas a partir
da adigao de 200 pL de acetonitrila, seguindo a
propor¢ao 1:1. Essa solugdo foi novamente
homogeneizada em voértex e, para a extragao

dos analitos, 200 pL de acetato de etila (agente
extrator) foram inseridos, formando uma
solucéo turva. O tubo foi, por fim, centrifugado
a 3.000 rpm durante 5 minutos para
sedimentagdo das goticulas finas de fase
extratora e a fase organica contendo os
analitos foi retirada com o auxilio de uma
ponteira de eletroforese e transferida para um
vial de 2 mL. O extrato foi entdo evaporado em
fluxo de N,, ressuspendido em 50 pL de fase
movel B e transferido para um insert, do qual
10 yL foram injetados no LC/MS-MS para
andlise (Figura 1).
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Figura 1. Resumo das etapas da DLLME realizadas no
presente projeto. CS: canabinoides sintéticos; PI:
padréo-interno.

Resultados

A partir do método cromatografico definido, foi
possivel obter o seguinte cromatograma:
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Figura 2. Cromatograma obtido apés microextragao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) e detecgao por
cromatografia liquida-espectrometria de massas triplo
quadrupolo (LC-MS/MS) de canabinoides sintéticos em
amostras de plasma.

Tendo em vista o cromatograma obtido (Figura
2), verifica-se que as condicdes
espectrométricas e cromatograficas
estabelecidas promoveram a identificagdo dos
analitos, conforme pretendido, e observou-se
que a utilizagdo do modo MRM (Monitoramento
de Reagdes Multiplas) proporcionou uma
sensibilidade ampliada para os analitos em
questdo. Na etapa de otimizagado, a partir da
analise dos graficos de pareto gerados pelo
software Minitab®, foi possivel observar que o
volume de acetonitrila apresentou relevancia
estatistica (p < 0,05) (Figura 3), isto é,
mostrou-se significativo no desenvolvimento da
técnica. Uma vez identificado o fator relevante
a técnica, buscou-se definir os volumes de
amostra, de acetonitrila e de acetato de etila
mais adequados para a extragdo, os quais, a
partir da analise do grafico de contorno (Figura
4), foram definidos como 200 uL, uma vez que,
para a maioria dos analitos, estes valores
permitram uma extragdo e detecgdo dos
canabinoides sintéticos em plasma.
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Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta ¢ MDMB-4en-Pinaca; @ = 0,05)
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Figura 3. Grafico de Pareto da MDMB-4en-Pinaca
obtido na etapa de otimizagao da técnica DLLME.

Grafico de Contorno de ADB - 4en-Pinaca versus AE; ACN
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Figura 4. Grafico de Contorno da ADB-4en-Pinaca
referente a otimizagao dos parametros da DLLME.

Conclusoes

O método cromatografico, em conjunto com as
informagdes de m/z de cada analito, foram
estabelecidos e a técnica de extracao foi
definida e otimizada com sucesso. A técnica de
DLLME tem se mostrado uma alternativa
rapida, barata e pratica para a analise de
canabinoides sintéticos em plasma. Como
préximos passos, planeja-se realizar a
validacdo do método e analises de amostras
reais.
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