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RESUMO

A Cannabis sativa L. (canabis) contém centenas de substancias quimicas em
diferentes classes, contudo, a classe dos canabinoides € encontrada unicamente
nesta espécie. Popularmente conhecida como maconha, a canabis é a droga ilicita
mais consumida no mundo, sendo o A°-tetrahidrocanabinol (A°-THC), o principal
canabinoide de interesse toxicoldgico, por ser o responsavel pela maioria dos efeitos
psicotomiméticos ocasionados e estar associado ao uso abusivo da planta. De outro
modo, ha alguns anos, vem crescendo significativamente o interesse em pesquisas
cientificas com a canabis, devido aos importantes efeitos terapéuticos que alguns
canabinoides tém apresentado. O canabidiol (CBD), por exemplo, € um canabinoide
que além de modular os efeitos euféricos do A°-THC, tem apresentado importantes
atividades farmacolégicas. Embora haja um crescente aumento nas toneladas de
apreensdes de canabis realizadas no Brasil, ndo existem dados que caracterizem o
perfil quimico e a poténcia da droga que é utilizada ilegalmente no pais. Outro aspecto
singular com relacdo as apreensfes de canabis refere-se a nova forma de tréfico
internacional de drogas, que vem crescendo significativamente no pais. Trata-se da
remessa de sementes de canabis em pequenas quantidades através de empresas de
transporte. Desta forma, este estudo foi realizado a partir de sementes de canabis
apreendidas pela Superintendéncia de Policia Federal no Rio Grande do Sul. As
sementes foram germinadas e as plantulas foram cultivadas, secas e analizadas,
sendo todos os passos em condicBes controladas. As metodologias analiticas
utilizadas foram: espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS), espectrometria de
massas por ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR
MS) e cromatografia a gas com detector de massas (CG/EM). O elevado numero de
compostos presente nas plantas torna os dados obtidos muito complexos, onde
pequenas diferencas entre amostras podem ser negligenciadas. Por isso, foram
utilizadas as seguintes ferramentas quimiométricas: HCA, PCA, PLS-DA e SVM-DA.
As diferentes metodologias de analise utilizadas neste trabalho, permitiram a analise

de um total de 73 amostras de canabis que forneceram dados sob quimicos, bem



como aspectos distintos e relevantes em toxicologia. As informagdes obtidas por NIRS
associadas as ferramentas quimiométricas HCA e PCA possibilitaram agrupar 29
amostras de canabis em diferentes periodos de crescimento; e as ferramentas
quimiométricas PLS-DA e SVM-DA permitiram classificar 29 amostras de canabis em
diferentes periodos de crescimento com 100% de acerto. O altissimo poder de
resolucdo da FT-ICR MS possibilitou a identificacdo 123 compostos canabinoides e
metabalitos a partir das andlises realizadas em 73 amostras de canabis, o que resultou
na compilagdo de um abrangente perfil quimico de canabinoides, até entdo néo obtido.
A eficiéncia de separacao da CG acoplada a identificacdo dos compostos utilizando
EM tornou possivel a diferenciacdo de 73 amostras de candbis em tipo fibra ou tipo
droga, além da caracterizacdo do perfil quimico de canabinoides e terpenoides
presentes nas amostras, obtido pela analise em CG/EM. Desta forma, os dados
gerados com o desenvolvimento desta tese possibilitaram a identificagdo e o
conhecimento do perfil quimico de amostras de canabis apreendidas no Brasil,
apresentando informacdes até entdo desconhecidas pela policia brasileira, bem como
pelos profissionais da saude, comunidade cientifica, 6rgdos governamentais e

politicos do pais e também para a populagdo em geral.

Palavras-chave: Cannabis sativa, caracterizagdo quimica, canabinoides,

terpenoides, periodos de crescimento, quimiometria.



ABSTRACT

Cannabis sativa L. (cannabis) contains hundreds of different classes of chemicals,
however, the class of cannabinoids is found only in this plant. Popularly known
marijuana, cannabis is the most used illicit drug worldwide, and the A®-
tetrahydrocannabinol (A°-THC), the main cannabinoid regarding toxicological interest,
being responsible by the majority of psychotomimetic effects and it is associated with
the abuse of the plant. Otherwise, for a few years has grown significantly the interest
and scientific research with cannabis due to significant therapeutic effects that certain
cannabinoids have shown. The cannabidiol (CBD), for example, is a cannabinoid
which in addition to modulate the euphoric effects of A%-THC, it has shown significant
pharmacological activity. Although there is a growing increase in tons of cannabis
seizures conducted in Brazil, there are no data which characterize the chemical profile
and potency of the drug that is illegally used in the country. Another unique aspect
regarding cannabis seizures refers to the new form of international drug trafficking that
has grown significantly in the country. This is the shipment of cannabis seeds in small
quantities by transportation companies. Thus, this study was based on samples from
cannabis seeds seized by the Superintendence of the Federal Police in Rio Grande do
Sul. The seeds were germinated and the seedlings were grown, dried and analyzed,
all of the steps under controlled conditions. The analytical methods used were: near
infrared spectroscopy (NIRS), Fourier transform ion cyclotron resonance mass
spectrometry (FT-ICR MS) and gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS). The high number of compounds presente in plants renders them very
complex data set, where small differences between samples may be wasted.
Therefore, the following chemometric tools were used: HCA, PCA, PLS-DA and DA-
SVM. The different methods of analysis used in this study allowed the analysis of a
total of 73 samples of cannabis that provided data on chemical and distinct and
relevant aspects in toxicology. Information obtained by NIRS chemometric tools
associated with HCA and PCA group allowed 29 samples of cannabis in different
periods of growth; and chemometric tools PLS-DA and SVM-DA can be classified 29



samples of cannabis in different periods of growth with 100% accuracy. The very high
resolution power of FT-ICR MS possible to identify 123 compounds cannabinoids and
metabolites from the analyzes carried out on 73 samples of cannabis, which resulted
in the compilation of a comprehensive chemical profile of cannabinoids, has not been
surpassed. The GC separation efficiency coupled with the identification of compounds
using MS made it possible to differentiate 73 cannabis samples in type or fiber type
drug, besides the characterization of the chemical profile of cannabinoids and
terpenoids present in the samples obtained through the analysis on GC/MS. Thus, the
data generated with the development of this thesis allowed the identification and
knowledge of the chemical profile of cannabis samples seized in Brazil, presenting
information previously unknown to Brazilian police as well as by health professionals,
the scientific community, government agencies and politicians of the country and also

to the general population.

Keywords: Cannabis sativa, chemical characterization, cannabinoids, terpenoids,
period of growth, chemometrics.
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Cannabis sativa L. (canabis) € um género monotipico pertencente a familia
Cannabaceae, tendo apenas uma unica espécie reconhecida, com suas variedades e
subespécies (Small e Cronquist, 1976; UNODC, 2009; Small, 2015). Popularmente
conhecida como maconha a canabis € uma das plantas mais antigas de que o homem
tem conhecimento, com relatos de uso de mais de 12.000 anos na Asia Central (Small
e Marcus, 2002; Pain, 2015) e posteriormente na China, onde foi mencionada na
Farmacopeia Chinesa em torno de 2.700 a.C. (Zuardi et al., 2006; Pain, 2015). Da
China, ela se espalhou para o oeste da Asia até o Egito e logo em seguida chegou a
Europa Ocidental. Na América, a planta foi introduzida juntamente com a vinda dos
colonizadores espanhéis (Zuardi, 2006; Small e Marcus, 2002; Pain, 2015), estando
difundida em todos os continentes do mundo. A canabis provavelmente é a planta
mais conhecida e controversa mundialmente, pois embora apresente propriedades
terapéuticas (Small, 2015), € considerada historicamente a droga ilicita, sob controle
internacional, mais consumida no mundo (UNODC, 2016; WHO, 2016).

Devido a sua associacao com o crime, durante o século XX praticamente todas
as pesquisas e desenvolvimento envolvendo a planta, relacionados aos seus aspectos
narcéticos e ndo narcéticos, foram suprimidos (Small, 2015). Atualmente, o extrato da
canabis e/ou 0s canabinoides presentes na planta vem sendo amplamente estudados
e utilizados para o tratamento das mais diversas doencas como HIV/AIDS, dor cronica,
glaucoma, asma, esclerose multipla e no manejo de tratamentos quimioterapicos,
exercendo funcdes paliativas reduzindo nasea, vomito e dor e estimulando o apetite
(Hazekamp et al., 2006; Romano e Hazekamp, 2013; Aizpurua-Olaizola et al., 2014,
Radwan et al., 2015), muitas vezes sem respaldo cientifico ou com formas e padrdes
de uso questionaveis. Estudos cientificos fornecem dados de que o uso regular da
canabis, principalmente em pacientes jovens com idade inferior aos 20 anos, pode
resultar em déficits cognitivos além de estar fortemente relacionado a desordens
psiquiatricas e aumento significativo da probabilidade de vir a desenvolver problemas
com o uso da droga, uma vez que 0 sistema neurolégico ainda se encontra em
formacdao, tendo seu centro de prazer (Nucleo accumbens e area tegumentar ventral)
altamente desenvolvido e a regido de juizo critico (cortex pré-frontal) ainda em
desenvolvimento e maturagcéao. Além disso, apesar dos efeitos neurocognitivos devido
ao uso prolongado da canabis em adultos ainda serem inconsistentes, sabe-se que
em pacientes com desordens psicéticas estabelecidas, os canabinoides podem
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exacerbar os sintomas e apresentar consequéncias negativas no curso da doenca.
Quanto mais precoce a idade de contato com a canabis, em quaisquer de suas
apresentacdes, maior € a probabilidade de desenvolvimento de dependéncia,
problemas reprodutivos, neurolégicos, imunolégicos, entre outros danos irreversiveis
que perduram na vida adulta, podendo levar a prejuizos funcionais limitantes,
principalmente do ponto de vista produtivo, social e familiar (Aizpurua-Olaizola et al.,
2014; Bally et al., 2014; Lisdahl et al., 2014; Radhakrishnan et al., 2014).

O Escritorio das Nacgdes Unidas sobre Drogras e Crime (UNODC) estima que,
globalmente, em 2014 cerca de 183 milhdes de pessoas com idade entre 15-64 anos
fizeram uso da planta para fins ndo médicos (UNODC, 2016; WHO, 2016).
Concomitante ao crescente namero de usuarios, ha também uma crescente e
preocupante demanda por tratamento de transtornos e problemas de saude
relacionados com o uso de candbis em paises de alta e média renda, além do aumento
da atencdo em didlogos politicos internacionais sobre os impactos na saude publica
relacionados ao consumo de canabis e transtornos relacionados (WHO, 2016). Ao
longo da década de 2000, a Austrdlia, um dos paises com uma das mais altas taxas
de uso de canabis, apresentou aumento na ocorréncia de indicadores populacionais
de danos relacionados a canabis, incluindo internacées hospitalares por psicose
induzida pel utilizacdo da planta e problemas relacionados com a dependéncia (Swift
et al., 2013).

Um fator importante a ser considerado € que nas ultimas décadas o aumento
da poténcia da canabis foi observado em diferentes estudos realizados no Reino
Unido, Europa, Estados Unidos, Nova Zelandia e Austrélia (Mehmedic et al., 2010;
Cascini, Aiello e Di Tanna, 2012; De Backer et al., 2012; Swift et al., 2013; UNODC,
2016; WHO, 2016). Em se tratando da América do Sul, embora o relatério da UNODC
(2016) apresente dados de aumento de apreensdes de canabis, devido a importantes
apreensoes realizadas no Paraguai, Coldmbia e Brasil (UNODC, 2015), atualmente
ndo h& dados na literatura cientifica com relacdo ao perfil quimico e a poténcia da
canabis apreendida nesta area. Além disso, € importante ressaltar que, embora o
Brasil tenha realizado operacgfes para erradicar a planta no Paraguai e no Nordeste
do proéprio pais, em 2013 cerca de 222 toneladas de canabis foram apreendidas em
territério nacional (UNODC, 2015).
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Embora haja um crescente aumento nas toneladas de apreensdes de canébis
realizadas no Brasil, anteriormente a realizacdo deste trabalho havia completa falta
de conhecimento com relagcdo aos constituintes quimicos presentes nessa droga
ilicita, que é extensiva e ainda incontroladamente utilizada no pais. Outro aspecto
singular com relagdo as apreensdes de candbis refere-se a nova forma de tréfico de
drogas, que vem crescendo significativamente no Brasil. Trata-se da remessa de
sementes da planta em pequenas quantidades através de empresas de transporte. A
circulacao ilegal das sementes de canabis €& considerada trafico internacional de
drogas, segundo a Policia Federal (PF) e o Ministério Publico Federal (MPF). Dados
fornecidos pela PF relacionados as de apreensdes de sementes de canabis sao
apresentados na Figura 1. A compilacdo do banco de dados foi obtida através de
busca textual de laudos, no Sistema de Criminalistica do Departamento de Policia
Federal (INC/DPF), com o termo “sementes de maconha”, emitidos pelos setores de
criminalistica da PF no Brasil. Em 2009 foram emitidos 36 relatorios forenses, também
denominados laudos de pericia criminal federal, relativos a apreensées de sementes
de candbis pela Policia Federal (PF) enquanto que em seis meses do ano de 2014, o
namero de relatérios aumentou para 1922, representando um aumento de 6.088,9%
nas apreensdes de sementes de canabis em cinco anos (Policia Federal, 2014). Por
ISS0, para produzir as informagdes contidas neste estudo, foram utilizadas sementes

de canabis apreendidas pela PF.

Figura 1 Numero de Laudos de “semente de maconha” emitidos anualmente pelos
setores de criminalistica da Policia Federal.
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O Brasil é 0 maior pais da América do Sul, tendo mais de 15.000 km de
fronteiras continentais e sua fronteira terrestre representando cerca de 68% de toda a
extensdo dos limites territoriais brasileiros. A extensa area de fronteira terresntre
coloca o Brasil em contato com dez outras nacfes sul-americanas. Com excec¢ao do
Chile e do Equador, todos os paises da América do Sul fazem fronteira com o Brasil,
sendo eles: Ao norte: Suriname, Guiana, Venezuela e um territorio pertencente a
Franca, a Guiana Francesa; A noroeste: Coldmbia; A oeste: Peru e Bolivia;, A
sudoeste: Paraguai e Argentina; e ao sul: Uruguai (Decicino, 2013).

Além do Paraguai ser um dos maiores produtores de canabis da América
Latina, e vender a maior parte do que produz a traficantes brasileiros (Policia Federal,
2014), atualmente, outra questdo muito importante a ser considerada trata-se da
legalizacdo da utilizacdo da canabis para qualquer finalidade no Uruguai, sem ser
especificado nem mesmo a quantidade ou limite de uso pessoal. A nova legislacéo
uruguaia determina apenas que os compradores devam ter 18 anos de idade ou mais,
serem residentes do do pais, e que devam se registrar com as autoridades nacionais
(Daily News, 2014; Wikipedia, 2016). Sendo assim, considerando o facil acesso da
canabis no pais, as possiveis fragilidades no controle da compra e venda da mesma
para extrangeiros, e que este pais faz fronteira seca com o Brasil, mais
especificamente, com o estado do Rio Grande do Sul, configura-se a maior facilidade
de entrada da droga no Brasil via fronteira com o Uruguai.

As varias portas de entrada presentes no Brasil tornam o combate ao trafico de
drogas no pais uma tarefa ardua, na qual a inteligéncia forense busca cada vez mais
ferramentas que auxiliem a identificacdo de rotas de tréafico, vinculos entre o perfil da
droga e as regides nas quais estas foram apreendidas além da identificacdo da origem
da droga.

Perfil quimico trata-se de um perfil caracteristico, o qual representa uma
amostra quimicamente, onde a caracterizacdo das amostras ndo é encontrada
somente nos compostos principais, mas também nos compostos de baixa
concentracdo (Alaerts et al.,, 2014). Desde entdo, métodos cromatogréficos sao
recomendados para o desenvolvimento do perfil quimico de plantas e suas
preparacdes em todo o mundo (Zhang et al., 2005; Tang, 2010; Alaerts et al., 2014).
Em investigacbes forenses, o perfil quimico apresenta-se como uma poderosa
ferramenta para identificacdo de autenticidade, diferenciacdo de origem e avaliagcéo
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da qualidade das plantas e em relagdo aos seus produtos acabados (Zhang et al.,
2005; Deng e Yang, 2013).

As técnicas analiticas utilizadas para analise do perfil quimico devem ser de
preferéncia de alto rendimento/produtividade, referindo-se a métodos rapidos, gerais
e adequados para determinar diferencas e possibilitar a classificacdo das amostras.
Assim, devido a impresséao digital quimica envolver um nimero muito maior de analitos
em relac&o ao perfil quimico (Halket et al., 2005; Deng e Yang, 2013) alguns aspectos
relevantes que os métodos devem possuir sdo: a capacidade de fornecer o maximo
de informacdes em nivel molecular; a capacidade de fornecer monitoramento rapido,
auséncia de contaminacdes cruzadas e efeito residual; e alta sensibilidade e
seletividade para a deteccdo de vestigios de componentes em matrizes complexas
(Deng e Yang, 2013).

Devido a complexidade dos dados de extratos de plantas (Kong et al., 2009;
Alaerts et al., 2014), atualmente métodos quimiométricos sdo ferramentas que
possibilitam tratar e interpretar conjuntos de dados quimicos (Alaerts et al., 2014;
Galea, Mangelings e Heyden, 2015). No Brasil estas ferramentas de analise
exploratéria de dados, apesar de ainda serem recentes na area farmacéutica e
forense, ja vém sendo utilizadas em casos de apreensdes de cocaina (Zacca et al.,
2013; Anzanello et al., 2015; Marcelo et al., 2015) e falsificagcdo de medicamentos
(Ortiz, 2013).

Neste contexto, este estudo objetivou a realizacdo de um estudo de
caracterizacdo quimica da planta Cannabis sativa L. As amostras foram obtidas a
partir de sementes apreendidas no estado do Rio Grande do Sul, pelo Departamento
da Policia Federal do estado. As sementes patrticipantes do estudo foram germinadas,
cultivadas e anlisadas em condi¢cfes controladas tanto de cultivo como de analises.
Para a realizacdo das analises quimicas do estudo, as seguintes metodologias
analificas foram utilizadas: espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS),
espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier (FT-ICR MS) e cromatografia a gas com detector de massas (CG/EM).
Adicionalmente, a fim de explorar métodos empregados para classificacao,
identificacdo de autenticidade e diferenciacdo da origem das amostras, aos dados
obtidos por NIRS foram aplicadas as ferramentas quimiométricas: analise por
agrupamentos hierarquicos (HCA), analise por componentes principais (PCA), analise
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discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e analise discriminante por
maquina de vetores de suporte (SVM-DA); e, aos dados obtidos por FT-ICR MS foram
aplicadas as ferramentas quimiomeétricas: PCA, PLS-DA e importancia da variancia

na projecao (VIP).
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2.0BJETIVOS







2.1 Objetivo geral

Analisar amostras de Cannabis sativa L. (canabis) a partir de sementes
apreendidas pela Superintendéncia de Policia Federal no Rio Grande do Sul, por

diferentes técnicas analiticas e quimiométricas.

2.2 Objetivos especificos

& Revisar metodologias disponiveis (2010 — agosto de 2016) na literatura
cientifica para analise de canabis;

& Classificar amostras de canabis em diferentes periodos de crescimento
utilizando NIRS e HCA, PCA, PLS-DA e SVM-DA,;

& Determinar o perfil quimico de canabinoides e terpenoides em amostras de
canabis utilizando CG/EM,;

« Classificar amostras de canabis em tipo droga ou tipo fibra utilizando CG/EM,;
& Determinar o perfil quimico de canabinoides em amostras de canabis utilizando
FT-ICR MS;

& Classificar amostras de canabis em diferentes periodos de crescimento
utilizando FT-ICR MS e PCA e PLS-DA.
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3.1 Historico

Os primeiros registros de histérico do uso de canabis como fonte de fibras e
graos datam de cerca de 12000 anos atras, na Asia Central (Small e Marcus, 2002;
Pain, 2015). Posteriormente os chineses descobriram e desenvolveram inimeras
formas de uso da planta, na fabricacdo de cordas, artefatos de decoracéo, producéo
de papéis bem como na alimentacao e uso recreacional (Zuardi, 2006; Balbino, 2014).
O primeiro uso reportado da canabis como medicamento, atribuido ao imperador
chinés Shen Nung, ocorreu em torno de 2700 a.C. Seus ensinamentos foram
transmitidos de boca em boca até serem registrados por escrito no primeiro livro de
agricultura e plantas medicinais do mundo, Shen Nung Pen-Ts'ao Ching (Zuardi et al.,
2011; Pain, 2015).

Por volta de 500 d.C. a planta foi introduzida no oeste da Asia, no Egito e logo
em seguida na Europa Ocidental, onde seu cultivo tornou-se generalizado, sendo
utilizada naquela época, na Europa, exclusivamente para producao de fibras (Zuardi,
2006; Small e Marcus, 2002; Pain, 2015). Em 1545 colonizadores espanhois
introduziram a candbis na América do Sul, no Chile, inicialmente para o cultivo de
fiboras. Na América do Norte a planta foi levada pelos colonos ingleses em 1606,
tornando-se um importante tipo de cultivo na regido (Zuardi, 2006; Small e Marcus,
2002; Pain, 2015).

Acredita-se que no Brasil a canabis tenha sido introduzida simultaneamente
com a descoberta do pais, trazida pelas caravelas portuguesas e navios que
transportavam os escravos africanos durante a fase colonial. Com o passar dos anos
0 uso recreativo da planta disseminou-se entre 0s escravos negros, avancando ao
uso também pelos indios, que posteriormente iniciaram o cultivo da canébis no pais
(Carlini, 2006; Balbino, 2014).

Devido ao seu interesse pela medicina moderna, em 1839 o médico irlandés
William Brooke O’Shaughnessy investigou o uso da canabis na india, onde observou
seu uso como narcotico e também com finalidade medicinal (Mecholaum et al., 2014,
Pain, 2015). Apoés realizar testes em animais e humanos, doutor O’'Shaughnessy
iniciou tratamento de doencas como célera, convulsdes infantis e tétano a partir de
tintura de candbis (Figura 2) (Zuardi, 2006; Pain, 2015). A propagacéo da planta ndo
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apenas no Brasil, mas mundialmente, ocorreu inicialmente por meio das suas
indicacOes terapéuticas, sendo um dos trés medicamentos de maior prescricdo ao
longo do século XIX (Figura 2) (Carlini, 2006; Balbino, 2014).

Figura 2 Imagens de propagandas e de frasco de tintura de canabis comercializada
antigamente na América do Norte.

FLUID EXTRACT

(apnabs . Amencana

AS ACTIVE AS INDIAN CANNABIS
in the MORNING

_J Yo are able uid extmct of Ceanakis

b Sativa from A 1as been tocagily
i Jd Full,

1‘: :';‘::::':'rssn “hNNABls 8 h n '( the | : b cal:i;.

) s

SYMPTOMS ONE P et 1

y spe
PLEASANT BOTTLE| Mo suoriers e s T ik g oo [ e iy
CURE % | market it at a orice considerably ower than that asksd for
Auid extarr Cannahin Indica

Srweked i picd o sdat ard 5 pirt boites.

covars| [ || ovo'sromees, »
2 At PHARMACISTS INC. =
e : I B | PARKE, DAVIS & COMPANY

Gout ity | i | e HOME SPFICES AND LASORATORILE, DETROTT MICH,
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Anos mais tarde, em 1899, quimicos Britanicos isolaram o canabidiol, sendo
este o primeiro canabinoide identificado da planta. Com o decorrer dos avanc¢os na
area de quimica, tornou-se possivel sintetizar e isolar substancias ativas de plantas
medicinais (Mecholaum et al., 2014; Pain, 2015). No inicio do século XX (1924) a
enciclopédia Sajous’s Analytic Cyclopedia of Practical Medicine apresentava
indicagbes médicas para utilizacdo da canabis para varias enfermidades de trés
diferentes areas: sedativo ou hipnético; analgésico; ou, outros usos nas mais diversas
doencas, por exemplo, diarreia, diabetes, palpitacdo cardiaca e vertigem (Zuardi,
2006). Nos anos seguintes, entre 1932 a 1963, o canabidiol foi novamente isolado,
sua estrutura foi elucidada e pesquisas farmacologicas foram iniciadas (Mecholaum
et al., 2014, Pain, 2015).

Por outro lado, no mesmo periodo iniciou-se também a implantacdo de uma
série de restricbes legais com relagdo ao uso médico e experimental da canbis em
varios paises (Carlini, 2006; Zuardi, 2006). Na década de 1930 medidas de represséo
com relagdo ao uso da planta foram intensificadas no Brasil. Possivelmente essas
medidas surgiram no pais, pelo menos em parte, devido ao posicionamento do
delegado brasileiro Pedro Pernambuco Filho na Il Conferéncia Internacional do Opio,

realizada em 1924, em Genebra, pela antiga Liga das Nac¢des. Foi no ano de 1938,
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através do Decreto-Lei n? 891 do Governo Federal, que ocorreu a proibi¢édo total do
plantio, cultura, colheita e exploracao por particulares da planta em territorio nacional
(Carlini, 2006; Balbino, 2014).

Com a aplicagao da “Lei do Imposto de Marihuana” aprovada em 1937, a partir
de 1938, acabou a producao de canabis nos Estados Unidos (Small e Marcus, 2002;
Balbino, 2014). Segundo esta lei, qualquer pessoa que quisesse fazer uso da planta,
tanto para fins medicinais como para outras formas de uso, eram obrigadas a pagar
taxas, sob a pena de multas e/ou priséo caso néo fosse feito o pagamento do imposto
(Zuardi, 2006). Ainda, um filme de propaganda estadunidense chamado Reefer
Madness, originalmente nomeado Tell Your Children e também intitulado The Burning
Question, Dope Addict, Doped Youth, ou Love Madness (Figura 3), foi produzido e
divulgado entre os anos 1936 a 1939, apresentando a canabis como uma “droga” e
relacionando o seu uso com loucura incontrolavel, podendo levar a rea¢cBes extremas
como homicidio, suicidio e tentativa de estupro (Hill, 2015; IMDb, 2015). Da mesma
forma, em 1938 o cultivo de candbis tornou-se ilegal no Canada sob a Lei do Opio e

Narcéticos (Small e Marcus, 2002).

Figura 3 Imagens de propagandas de divulgacdo do filme estadunidense Reefer
Madness, divulgado nos Estados Unidos entre os anos 1936 a 1939.

Fonte: Adaptado de https://www.google.com.br/search?q=Reefer+Madness&sduréeglhms&tbm=isch
&sa=X&ved=0ahUKEwjEidq48bnOAhXDC5AKHYfgA88Q_AUICSgC&biw=1366&bih=643 (2016).
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Durante a segunda metade do século XX a canabis teve grande importancia
social devido a exploragdo do seu consumo para fins hedonistas, ou seja, com a
tendéncia a considerar que o prazer individual e imediato é a finalidade da vida. Na
Europa, grupos de intelectuais se reuniam para fazer uso da planta, sendo descri¢coes
da sua utilizagdo encontradas em romances de escritores franceses deste periodo.
Nas Américas, em paises como Brasil e México, os principais grupos que faziam a
utiizacdo da planta eram negros e grupos de pessoas com baixo poder
socioeconémico. Ainda, foi através dos imigrantes mexicanos que a utilizacdo da
canabis chegou aos Estados Unidos para fins recreativos, sendo o consumo restrito
aos bairros de negros e imigrantes hispanicos até a década de 1950 (Zuardi, 2006).

Desde a década de 1960, o uso recreativo da canabis espalhou-se rapidamente
entre a populacdo de faixa etaria mais jovem em todo o mundo ocidental (Zuardi,
2006) e desde entédo o seu uso tem aumentado gradativamente, sendo atualmente a
substancia ilicita mais utilizada no mundo (UNODC, 2016), com uma prevaléncia de
uso cerca de cinco vezes maior em relacdo as outras drogas (Umcdda, 2015).

No ano de 1964 na The Hebrew University of Jerusalem, o quimico israelense
Raphael Mecholaum isolou e elucidou a estrutura do canabinoide A°-
tetrahidrocanabinol (A°-THC) (Gaoni e Mecholaum, 1964; Mecholaum et al., 2014;
Pain, 2015). A partir desta data ocorreu uma proliferacdo de pesquisas cientificas em
torno dos componentes ativos presentes na canabis, além da exploracdo dos seus
efeitos farmacologicos e fisioldgicos (Zuardi, 2006; Mecholaum et al., 2014) até em
torno de 1970, quando comecaram a diminuir os estudos com a planta durante as
duas décadas seguintes (Zuardi, 2006).

Um enorme interesse em realizar pesquisas com a canabis surgiu novamente
no inicio de 1990 por consequéncia de estudos neuroldgicas que estavam sendo
realizadas, os quais resultaram na descri¢do e clonagem de um novo tipo de receptor
no cérebro. Em virtude de serem receptores especificos para canabinoides foram
nomeados receptores CB1, sendo através destes receptores, por exemplo, que o A°-
THC exerce seus efeitos psicoativos (Zuardi, 2006; Pertwee et al., 2010; Mecholaum
et al., 2014). Em sequéncia, novas descobertas ocorreram nos anos seguintes: em
1992 a molécula N-araquidonil-etanolamina foi isolada e classificada como um
canabinoide enddgeno, a qual foi nomeada anandamida (AEA) (Devane et al., 1992;
Mecholaum et al., 2014). No ano seguinte, 1993, identificou-se um segundo tipo de
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receptores de canabinoides, localizados em regides periféricas, sendo estes
nomeados receptores CB2 (Pertwee et al., 2010; Mecholaum et al., 2014, Pain, 2015).
Com as mesmas técnicas que foram utilizadas para isolar e elucidar a estrutura da
AEA, em 1995 foi possivel isolar e elucidar a estrutura de outro canabinoide enddgeno,
o éster do &cido araquiddnico, denominado 2-araquidonil-glicerol (2-AG) (Mecholaum
et al., 1995; Mecholaum et al., 2014).

Nos anos seguintes até os dias atuais, devido ao amplo interesse e a vasta
pesquisa realizada em torno da canabis, seus derivados e preparacdes, a comunidade
cientifica obteve muito progresso e compreensdo de aspectos quimicos,
farmacoldgicos e toxicologicos relacionados aos canabinoides presentes na planta,
prospectando um arcabouco de informacfes cientificas que permitiram o melhor
entendimento dos seus efeitos terapéuticos e ndo terapéuticos no corpo humano
(Zuardi, 2006; Mecholaum et al., 2014). Substancias agonistas sintéticas (Nuchiyama
et al., 2010; Alves e Spaniol; Linden, 2012; Gunderson et al., 2014; Khan et al., 2016)
e antagonistas sintéticas (Rinaldi-Carmona et al., 1994; Rinaldi-Carmona et al., 1998;
Russo, 2008; Pamplona, 2014) vém sendo descobertas para 0s receptores
canabinoides, possibilitando assim extensiva pesquisa farmacolégica, neurobiolégica
e toxicologica, além da descoberta de moduladores alostéricos de receptores CB1
(Barann et al., 2002; Baur, Gertsch e Sigel, 2011; Console-Bram, Marcu e Abood,
2012; Khajehali et al., 2015) e sinalizacéo retrograda (Di Marzo e De Petrocellis, 2012,
Mecholaum et al., 2014; Orellana-Serradell et al., 2015; Speed et al., 2015).

3.2 Cannabis sativa L.

3.2.1 Botanica

Embora haja constante discussdo em referéncia a classificagdo botanica da
canabis (Small e Cronquist, 1976; Van Bakel et al., 2011; Gloss, 2015; Small, 2015;
Sawler et al., 2015) desde que ela foi classificada pela primeira vez em 1753, pelo
botanico sueco Carolus Linnaeus (Carl Von Linné), o “Manual para uso dos
laboratérios nacionais de andlises de drogas” do Escritério das Nagdes Unidas sobre

Drogas e Crime considera que a planta apresenta apenas uma espécie reconhecida,
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sendo ela a Cannabis sativa L. (Linnaeus) (Small e Cronquist, 1976; UNODC, 2009;
Small, 2015). Outras espécies relatadas para o género, como (C. sativa subsp. sativa,
C. sativa subsp. indica, C. sativa subsp. ruderalis, C. sativa subsp. spontanea, C.
sativa subsp. kafiristanca) atualmente sdo reconhecidas como subespécies da C.
sativa L. (Small, Cronquist, 1976; UNODC, 2009; Small, 2015; Sawler et al., 2015;
Usda, 2016).

Ainda, devido a dificuldade de distinguir as subespécies da planta tanto quimica
como morfologicamente, uma vez que a canabis apresenta continuas modificacdes
conforme o ambiente em que foi plantada, a denominacéo C. sativa é considerada
adequada para todas as plantas encontradas deste género (UNODC, 2009; Van Bakel
etal., 2011; Sawler et al., 2015). A seguir a classificacao botanica da canébis segundo

o United States Departament of Agriculture (2016):

NOME DA ESPECIE: Cannabis sativa L.
TAXONOMIA:
Reino: Plantae (planta)
Subreino: Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisdo: Spermatophyta (planta com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (planta com flores)
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonea)
Subclasse: Hamamelididae
Ordem: Urticales
Familia: Cannabaceae
Género: Cannabis L.
Espécie: Cannabis sativa L.

Subespécies: sativa, indica, ruderalis, spontanea

A canabis € uma planta anual dicotiledénea angiosperma, geralmente dioica,
apresentando flores macho e fémea em plantas separadas, porém, também pode ser
monoica, compreendendo flores de ambos os sexos em uma uUnica planta. Os
estames (sexo masculino) sdo geralmente mais altos, mas menos robustos do que os
pistilos (sexo feminino). Antes do inicio da floracdo o sexo da planta € indistinguivel,

mas, com o tempo o desenvolvimento da planta masculina e feminina varia muito se
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tornando bem evidente a diferenca entre os sexos (Figura 4, item A e B). As hastes
séo eretas e podem variar de 0,2-6 metros, no entanto, a maioria das plantas atingem
alturas entre 1-3 metros. Tanto o grau de ramificacdo, como a altura das plantas,
depende de fatores hereditarios e ambientais, além da forma de cultivo (UNODC,
2009; Amaducci et al., 2015; Gloss, 2015).

Figura 4 Aspectos morfologicos da Cannabis sativa L.

9 10

Fonte: UNODC (2009). A - florescimento da planta do sexo masculino; B - florescimento da planta do
sexo feminino; 1 - conjunto de flor da planta do sexo masculino (detalhe ampliado); 2 - flor da planta do
sexo masculino: estame (antera e filamento curto); 3 - folha da planta do sexo feminino coberta por
tricomas (detalhe ampliado); 4 — desenho ilustrativo de um tricoma; 5 - flor da planta do sexo feminino:
pistilo com bractea; 6 - flor da planta do sexo feminino: pistilo sem bractea; 7 - flor da planta do sexo
feminino: pistilo mostrando ovério (seccdo longitudinal); 8 - semente (aquénio: semente Gnica com
bractea); 9 - semente sem bractea; 10 - semente, vista lateral; 11 - semente, sec¢éo transversal; 12 -
semente, secdo longitudinal; 13 - semente sem pericarpo (descascada); 14 - estilos.
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Os frutos da canabis (Figura 4, item 8 a 14), comumente referidos como
sementes, sdo pequenas nozes secas, botanicamente denominados aquénio. O fruto
contém semente Unica constituida por dois cotilédones sendo que grande parte da
sua massa € rica em substancias de reserva. A massa dos aquénios € muito variavel,
entre 2 a 70 gramas a cada 1.000 sementes. Normalmente as sementes (Figura 5)
em variedades monoicas sdao menores do que nas variedades dioicas (Amaducci et
al., 2015). A planta se propaga a partir destas sementes, que crescem vigorosamente
em ambientes ensolarados, com solos neutros a alcalinos, apresentando necessidade
de nutrientes e 4gua em abundancia. Os grdos de polen produzidos pelas flores
masculinas requerem correntes de ar para leva-los até as flores femininas, resultando
em fertilizacdo e consequente producao das sementes (UNODC, 2009; Amaducci et
al., 2015).

Figura 5 Sementes de Cannabis sativa L. apreendidas pela Policia Federal no Estado
do Rio Grande do Sul.

Fonte: Policia Federal (2014).
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O ciclo de crescimento da canabis pode ser dividido em quatro fases:
germinacdo e emergéncia; fase vegetativa (Figura 6); floracdo e formacdo de
sementes; e senescéncia. A fase vegetativa por sua vez, ainda pode ser novamente
dividida em trés fases: fase juvenil; fase fotossensivel; e fase de desenvolvimento da
flor (Amaducci et al., 2015; Salentijn et al., 2015). As plantas masculinas cessam a
disseminacgéo apds produzir milhdes de polens e em seguida morrem (UNODC, 2009;
Amaducci et al., 2015).

Figura 6 Plantula de Cannabis sativa L. em fase vegetativa do cliclo de crescimento,
com 30 dias de crescimento, proveniente de semente apreendida pela Policia Federal
no Estado do Rio Grande do Sul.

Fonte: Policia Federal (2014).

De acordo com a maneira como o fotoperiodismo afeta a floracdo de uma
plantas, ela pode ser classificadas em trés tipos principais: i) plantas de dia curto
(PDC) (Figura 7), aquelas que precisam ficar expostas a iluminagcdo por um tempo
inferior ao seu fotoperiodo critico para que ocorra a floracéo; ii) plantas de dia longo

(PDL), aquelas que dependem de iluminacdo por tempo superior ao seu fotoperiodo
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critico; e iii) plantas neutras (PN), florescem independentemente do periodo de luz ou
escuro ao qual sdo expostas (Hamner e Bonne, 1938; Monaco et al., 1978).

Figura 7 Fotoperiodismo de uma planta de dia curto que apresenta fotoperiodo critico
de 15 horas.

Fotoperiodo critico 15 horas

10 horas 12 horas 14 horas 16 horas 18 horas 20 horas
| J \ J
[ [
Plantas que recebem luz abaixo Plantas que recebem luz acima do valor
do valor critico florescem critico permanecem no estado vegetativo

Fonte: Adaptado de http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Morfofisiologia_vegetal/morfovegetal
34.php643 (2016).

Quando avaliados os fotoperiodos em situac¢des distintas de luz/escuro (Figura
8) é possivel concluir que a fase decisiva para determinar se havera floracdo das
plantas ndo é o periodo de luminosidade continua, mas sim o periodo de escuridao.
A importancia da duracdo do periodo de escuro na floracdo é determinada
interrompendo-se uma noite longa, a qual foi submetida uma PDL com um breve
periodo de luz, permitindo que ocorra a floracdo. J& um periodo de escuriddo durante
um periodo longo de luz n&o fara florescer uma PDC (Hamner e Bonne, 1938; Monaco
et al., 1978).

Por ser uma planta de dia curto, o fotoperiodo critico da canabis é a duracéo
do dia em que a semente € induzida a flor no momento em que a fase juvenil esteja
pronta, correspondendo ha aproximadamente 14 horas (Amaducci et al., 2015;
Salentijn et al., 2015). A floracdo da planta inicia geralmente quando a escuridao
exceder 11 horas por dia sendo que este ciclo de floracdo pode durar entre 4 e 12
semanas, dependendo da cepa e das condicdes ambientais (Elsohly, 2007;
Hazekamp, 2007; UNODC, 2009; Salentijn et al., 2015). Dias mais curtos (noites mais
longas) induzem o inicio da floragéo e consequentemente a planta a completar o seu

ciclo de vida. Assim, a canébis comeca a floracdo quando exposta a dias curtos de 12
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a 14 horas (noites de 10 a 12 horas ou mais). No entanto, uma Unica noite de escuriddo
interrompida pode atrapalhar e atrasar a maturacao da floragéo. Por outro lado, um
ou dois dias de duracéo do dia curto pode induzir a floragdo, que pode ser irreversivel
em variedades de maturacéo precoce (Elsohly, 2007; Hazekamp, 2007; Salentijn et
al., 2015).

Figura 8 Floracao da planta de dia curto, planta de dia longo e planta neutra, conforme
trés situacdes de fotoperiodismo distintos.

Planta de Planta de Planta
dia curto dia longo neutra
Lu Escuro )
_ N o %?"
0 WV 7"
Escuro uz
Lu Escuro com flash de luz
0 24 i g v i“ ;I

Fonte: Adaptado de http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Morfofisiologia_vegetal/morfovegetal
34.php643 (2016).

Aposs 0 amadurecimento das sementes estas podem ser colhidas, comidas por
aves ou roedores, ou cair no chdo, onde poderdo germinar na primavera seguinte
(UNODC, 2009). A planta fémea produz vérios cachos de flores individuais, sendo um
cacho grande na parte superior do tronco e varios pequenos em cada ramo. Em vez
de fixar as sementes nas primeiras flores, as plantas femininas continuam a produzir
flores adicionais e estas ficam recobertas por glandulas denominadas tricomas
contendo uma resina rica em canabinoides e terpenos (Figura 9) (Elsohly, 2007,
Hazekamp, 2007; Gloss, 2015).

Embora a genética da planta determine que ela se torne macho ou fémea,
fatores ambientais incluindo o ciclo de luz diurno, podem alterar o sexo da planta
(hermafroditas). Hermafroditas naturais com ambos 0s sexos geralmente sao estéreis,
mas hermafroditas induzidas artificialmente podem ter 6rgaos reprodutores totalmente
funcionais. Sementes feminilizadas de canabis sdo obtidas a partir de fémeas
artificialmente hermafroditas que nédo possuem o cromossomo masculino ou pelo

tratamento das sementes com horménios ou tiossulfato de prata. Assim, a producéo
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de pistilos (fémeas) também pode ser obtida pelas sementes (UNODC, 2009;
Amaducci et al., 2015; Salentijn et al., 2015).

Figura 9 Inflorescéncia de planta feminina (Al e A2) e inflorescéncia de planta
masculina (B1 e B2) de Cannabis sativa L., proveniente de semente apreendida pela
Policia Federal no Estado do Rio Grande do Sul.

Fonte: Policia Federal (2014). Al e B1: aumento de 10 vezes; A2 e B2: aumento de 28 vezes.

O termo sinsemilla (“sem semente”) refere-se a uma diferente técnica de cultivo
da planta, ndo ao cultivo de uma linhagem genética. Nesta técnica sdo cultivadas
separadamente apenas plantas do sexo feminino, garantindo assim que elas nao
sejam expostas ao polen. Uma vez que estas plantas ndo foram fertilizadas,
consequentemente ndo apresentardo sementes, possibilitando a propagacédo de
mudas apenas de plantas femininas, as quais apresentam maior acumulo de
metabdlitos secundarios vegetais, entre eles, os canabinoides (Elsohly, 2007;
UNODC, 2009).

O cultivo da canabis ainda pode ser realizado ao ar livre (outdoor) e estas

plantas geralmente s&o cultivadas a partir de sementes. A producao sinsemilla em
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ambiente externo é realizada por meio da identificacdo e eliminacdo das plantas
masculinas antes que ocorra a polinizagcdo ou também pela utilizacdo de plantas
fémeas hermafroditas induzidas artificialmente (Elsohly, 2007; UNODC, 2009).

O cultivo em estufa (indoor) da canabis é facilmente realizado por clonagem,
evitando assim que ocorra o crescimento das plantas masculinas indesejadas. A
producao indoor pode ser realizada em grandes pordes ou fabricas fechadas assim
como em um quarto de residéncia podendo ainda estar aliada ao cultivo da técnica
hidropbnica, ou seja, plantas que crescem em soluc¢des nutritivas em vez de solo.
Quando cultivadas em solo, o pH étimo para a planta é de 6,5 a 7,0, j& em crescimento
hidropdnico, a solugao nutritiva deve estar com pH de 5,2 a 5,8, tornando o cultivo
hidropdnico da canabis bem adequado para a producédo em estufa, uma vez que nessa
faixa de pH o0 ambiente torna-se hostil para a maioria das bactérias e fungos (Elsohly,
2007; UNODC, 2009). Além disso, produtores de canabis in door (em ambiente
fechado) podem manipular a resposta de floracdo da planta e obter cultivares com
maior poténcia de droga, devido ao maior acumulo de ativos. Geralmente, o
crescimento da planta inicia-se em um dia de comprimento longo, entre 18 e 24 horas
de luz por dia. No momento seguinte, com a finalidade de induzir e manter a floragéo
altera-se a duracéo do dia para um fotoperiodo de 12 horas claras e 12 horas escuras
(Potter, 2013).

3.2.2 Constituintes quimicos

Ao longo dos anos uma enorme variedade de constituintes quimicos que
compdem as mais diversas classes de produtos naturais, foram sendo identificados
na C. sativa (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al., 2015). Atualmente, mais de 750
constituintes quimicos foram identificados na planta (Radwan et al., 2015). Dentre
estes, encontram-se produtos naturais da classe dos monoterpenos, sesquiterpenos,
flavonoides, esteroides, compostos nitrogenados, além dos canabinoides, classe de
metabolitos com importancia toxicologica (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al.,
2015). Do total de compostos identificados até o momento, mais de 100 sé&o
classificados como canabinoides (Radwan et al., 2015), encontrados unicamente em

plantas do género Cannabis (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al., 2015).
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Os terpenos sdo 0s compostos quimicos constitutivos do 6leo essencial das
plantas e, portanto, os responséveis pelo aroma tipico da candbis. Unidades de
isopreno (CsHg) formam os monoterpenoides (Ci0), sesquiterpenoides (Cuis),
diterpenoides (Czo), e triterpenoides (Cso) e assim sucessivamente (Elsohly, 2007;
Russo, 2011; Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Os mono- e sesquiterpenoides s&o 0s
principais responsaveis pelas caracteristicas organolépticas das variedades de
canabis (Hillig, 2004), sendo os sesquiterpenos, em especial o 6xido de cariofileno,
frequentemente associados ao odor caracteristico da planta. Outros exemplos de
terpenoides encontrados, tanto em plantas jovens como nas adultas, foram o B-
mirceno, limoneno, B-cariofileno, a- e B-pineno, trans-ocimeno, a-terpinoleno e o a-
humuleno, apresentando alta variabilidade tanto na composicdo como ha
concentracdo destes compostos (Elsohly, 2007; Fischedick et al., 2010; Russo, 2011;
Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Outros terpenoides encontrados apenas em niveis de
tracos s&o: sabineno, a-terpineno, 1,8-cineol (eucaliptol), pulegona, y-terpineno,
terpin-4-ol, acetato de bornila, a-copaeno, alloaromadendreno, viridiflorene, -
bisaboleno, y-cadineno, trans-B-farneseno, trans-nerolidol e o B-bisabolol (Elsohly,
2007; Fischedick et al., 2010; Russo, 2011).

O termo "canabinoides" refere-se a um grupo de compostos terpenofendlicos
com C21 ou Cz2, incluindo seus analogos e metabdlitos, encontrados até 0 momento
exclusivamente na C. sativa (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al., 2015). Ao longo
dos anos, com a ocorréncia do desenvolvimento e sintese de canabinoides em
laboratério, chamados “canabinoides sintéticos” (Rinaldi-Carmona et al., 1994;
Rinaldi-Carmona et al., 1998; Russo, 2008; Nuchiyama et al., 2010; Alves, Spaniol e
Linden, 2012; Gunderson et al., 2014; Pamplona, 2014; Khan et al., 2016); com a
descoberta de compostos que se ligam aos receptores canabinoides e séo
sintetizados no proprio organismo humano, chamados “canabinoides enddgenos”
(Devane et al., 1992; Mecholaum et al., 1995; Mecholaum et al., 2014), o termo
"fitocanabinoides" foi proposto para os canabinoides particulares da planta canabis
(Elsohly e Slade, 2005), porém comum e habitualmente ainda chamados apenas de

canabinoides.
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3.2.3 Biossintese dos canabinoides

Os fitocanabinoides, classe de metabdlitos secundarios terpenofendlicos com
carater predominantemente apolar e, portanto, com baixa solubilidade em agua, estao
guimicamente relacionados com os compostos terpenoides. Ambas as classes destes
compostos sdo sintetizadas na canabis, em células secretoras que se encontram no
interior de tricomas glandulares (Figura 10) (Russo, 2011; Van Bakel et al., 2011,
Happyana et al., 2013; Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015; Small e Naraine, 2016).
Estas estruturas, por sua vez, estdo presentes em maior propor¢do nas flores e
inflorescéncias (buds) femininas néo fertilizadas antes da senescéncia (Russo, 2011,
Van Bakel et al., 2011; Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015) e presente em menor
namero em folhas, peciolos e hastes, e ausente em raizes e também nas sementes,
devido as sementes da candabis serem protegidas por bracteas, formando estruturas
chamadas aquénios. Como consequéncia, estes ultimos 6rgaos da planta ndo contém
canabinoides (Happyana et al., 2013; Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015; Small e
Naraine, 2016).

Figura 10 Tricomas glandulares presentes nas inflorescéncias de planta feminina de
Cannabis sativa L., proveniente de semente apreendida pela Policia Federal no
Estado do Rio Grande do Sul.

Fonte: Policia Federal (2014). Aumento de 81 vezes.
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Existem diferentes tipos de tricomas presentes na canabis (Happyana et al.,
2013; Gloss, 2015; Small e Naraine, 2016) divididos em 3 classes: capitado haste
longa, capitado haste curta, e sem haste ("sésseis"). Estes tricomas glandulares sao
distribuidos nas partes verdes (fotossintéticas) da planta e a presencga e quantidade
de cada classe variam dependendo de fatores como a idade e a subespécie da planta
(Small e Naraine, 2016). Embora ndo se saiba por completo qual o papel destas
estruturas na planta, ja € sabido que os tricomas atuam como protetores da planta
contra herbivoros e patégenos (Happyana et al., 2013; Gloss, 2015; Small e Naraine,
2016). As substancias sintetizadas nos tricomas séo frequentemente e imensamente
Uteis para os seres humanos como pesticidas naturais, aditivos alimentares, em
fragrancias e produtos farmacéuticos (Small e Naraine, 2016).

A via de biossintese vegetal dos canabinoides (Figura 11 e 12) tem sido
extensivamente estudada nas Ultimas décadas, sendo consenso na comunidade
cientifica atual a participacdo de vias alternativas de formacdo dos canabinoides,
tendo como origem biossintética as vias dos terpenoides (De Meijer et al., 2003;
Russo, 2011; Gagne etal., 2012; Hill et al., 2012; Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015).
O componente geranil pirofosfato é formado como um precursor na canabis, sendo
este o composto comum de origem tanto para os canabinoides como para 0sS
terpenoides (De Meijer et al., 2003; Elsohly, 2007; Russo, 2011; Hill et al., 2012).
Seguindo a via de formacdo dos terpenoides o geranil pirofosfato pode formar
monoterpenoides nas células secretoras, ou se acoplar no citoplasma das células com
o isopentenil pirofosfato para formar o farnesil pirofosfato, composto de origem para
os sesquiterpenoides (Russo, 2011).

Em relacdo a via de biossintese dos canabinoides, o terpenoide geranil
pirofosfato pode se acoplar com fragBes fendlicas com cadeias laterais pentil (4cido
olivetdlico), formando os canabinoides C21 (Figura 11), sendo estes 0s compostos
mais abundantes e possivelmente por este motivo sdo também os canabinoides mais
estudados até o0 momento. Uma série homadloga de compostos com cadeias laterais
propil (acido divarinico), formando canabinoides Cis (Figura 12), pode ocorrer
dependendo da subespécie da planta (De Meijer et al., 2003; Hillig e Mahlberg, 2004;
Russo, 2011; Hill et al., 2012; Rock et al., 2013; McPartland et al., 2015; Onofri, De
Meijer e Mandolino, 2015).
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Figura 11 Esquema basico da biossintese vegetal dos principais canabinoides C21
presentes na Cannabis sativa L.
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Fonte: Adaptado de Salentijin et al. (2015). GOT: geranil pirofosfato-olivetolato geranil transferase;
CBGA: acido canabigerdlico; CBG: canabigerol; A°-THCA: acido A°-tetrahidrocanabindlico; CBDA:
acido canabididlico; CBCA: &acido canabicroménico; A°S-THCAS: acido A°-tetrahidrocanabindlica

sintase; CBDAS: acido canabididlica sintase; CBCAS: acido canabicroménica sintase; A%-THC: AS-
tetrahidrocanabinol; CBD: canabidiol; CBC: canabicromeno.
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Figura 12 Esquema basico da biossintese vegetal dos principais canabinoides C19
presentes na Cannabis sativa L.
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Fonte: Adaptado de Salentijin et al. (2015). GOT: geranil pirofosfato-olivetolato geranil transferase;
CBGVA: acido canabigerovarinico; CBGV: canabigerovarino; A°-THCVA: acido A°-
tetrahidrocanabivarinico; CBDVA: acido canabidivarinico; CBCVA: acido canabivaricroménico; A°-
THCAS: acido A°-tetrahidrocanabivarinica sintase; CBDAS: acido canabidivarinica sintase; CBCAS:
acido canabivaricroménica sintase; A°-THCV: A°-tetrahidrocanabivarino; CBDV: canabidivarino; CBCV:
canabivaricromeno.
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Uma vez que os precursores geranil pirofosfato e &cido olivetdlico séo
condensados através de catdlise pela enzima geranil pirofosfato-olivetolato geranil
transferase (GOT) ocorrera a formacao do acido canabigerolico (CBGA) (Fellermeier
e Zenk, 1998; De Meijer et al., 2003; Gagne et al., 2012; Hill et al., 2012; Happyana et
al., 2013; Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015; Salentijin et al., 2015).

Subsequentemente apos a formacdo do CBGA, este é convertido a acido
tetrahidrocanabindlico  (A°-THCA), &acido canabididlico (CBDA) e é&cido
canabicroménico (CBCA) através das respectivas enzimas oxidociclases A°-THCA
sintase (A°-THCAS), CBDA sintase (CBDAS), e CBCA sintase (CBCAS),
respectivamente (Gagne et al., 2012; Hill et al., 2012; Happyana et al., 2013; Onofri,
De Meijer e Mandolino, 2015; Salentijin et al., 2015). Finalmente, a partir das suas
formas acidas, os canabinoides neutros A°-THC, CBD e canabicromeno (CBC) séo
formados por descarboxilagdo ndo enzimatica, podendo ocorrer durante o
armazenamento da planta ou através da interagdo da mesma com o calor e a luz
(Russo, 2011; Gagne et al., 2012; Hill et al., 2012; Happyana et al., 2013; Onofri, De
Meijer e Mandolino, 2015; Salentijin et al., 2015).

Como pode ser observado na Figura 13, cinco sistemas de numeracao distintos
tém sido utilizados para os canabindides. Sao elas: (a) Dibenzopirano, (b) Numeracéao
utilizada por Todd, (c) Difenil, (d) Monoterpeno com base em p-cimeno e (e)

Numeracdo monoterpeno (Elsohly e Slade, 2005).

Figura 13 Diferentes sistemas de numeragao dos canabinoides.

Fonte: Adaptado de Elsohly e Slade (2005). (a) Dibenzopirano, (b) Numeracao utilizada por Todd, (c)
Difenil, (d) Monoterpeno com base em p-cimeno e (e) Numeragdo monoterpeno.
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3.2.4 Classes dos canabinoides

Segundo Elsohly e Slade (2005) os canabinoides podem ser separados em
diferentes classes sendo elas: canabigerol (CBG), canabicromeno (CBC), canabidiol
(CBD), A°-tetrahidrocanabinol (A°-THC), A8-tetrahidrocanabinol (A8-THC), canabiciclol
(CBL), canabielsoin (CBE), canabinol (CBN), canabinodiol (CBND), canabitriol (CBT)
e finalmente, um grupo de canabinoides diversos (Tabela 1). Com excesséo do grupo
de canabinoides diversos, os compostos de uma mesma classe geralmente diferem
guanto ao numero de carbonos da cadeia lateral, podendo variar de 1 a 5 carbonos,
mas também podem diferir na posicado dos radicais presentes na estrutura basica da
classe. Na Tabela 2 podem ser observadas as estruturas basicas de cada classe e 0s
radicais presentes na molécula representados por R1, R2, R3, R4 e R5, conforme o
namero de radicais existentes. Os canabinoides pertencentes a cada classe estao
descritos na Tabela 2, conforme sua razdo massa/carga (m/z), formula empirica,
identificacdo dos grupos quimicos nos radicais (R1, R2, R3, R4 e R5) e isomeria

cis/trans, quando houver.

Tabela 1 Classes e estrutura basica dos canabindides de cada classe.

Classes Estrutura basica dos canabinoides
R} OH
Canabigerol N »
(CBG)
R0 R?

Canabicromeno
(CBC)

% = l Configuracéo (R)

Configuragéo (S)
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Canabidiol
(CDB)

A°-tetrahidrocanabinol
(A%-THC)

A8-tetrahidrocanabinol
(A8-THC)

Canabiciclol
(CBL)

Canabielsoin
(CBE)

Canabinol
(CBN)

55



Canabinodiol

(CBND)
Canabitriol
(CBT)
Estruturas incomuns:
. com anel furano: desidrocanabifurano, canabifurano;
Diversos

com funcéo carbonila: canabicromanona,
10-ox0-6-6a-tetra-hidrocanabinol;

com tetra substituicdo: canabiripsol.

Fonte: Adaptado de Elsohly e Slade (2005).
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Tabela 2 Descricdo dos canabinoides pertencentes as diferentes classes de canabinoides conforme seu nome, raz8o massa/carga
(m/z), formula empirica, isomeria cis/trans (quando houver) e identificacdo dos grupos quimicos nos radicais (R1, R2, R3, R4 e R5).

Formula | cis ou Radical
Nome P.M.* .
empirica | trans
R1 R2 R3 R4 R5
CBG
Acido canabigerdlico A . B
[(E)-CBGA-Cs Al 344 | Cz2H3203 cis COOH N-CsH11 H (CH2)2CH=C(CH3): CHs
Acido canabigerolico A
monometil éter 358 C23H3403 cis COOH Nn-CsHai1 CHs (CH2)2CH=C(CHz3)2 CHs
[(E)-CBGAM-Cs A]
Canabigerol ) ~
[(E)-CBG-C4] 316 C21H3202 cis H n-CsH11 H (CH2)2CH=C(CHz3)2 CHs
Canabigerol monometil éter . _
[(E)-CBGM-C] 314 C22H340 cis H Nn-CsH11 CHa (CH2)2CH=C(CH5): CHs
Acido Canabigerovarinico A . _
[(E)-CBGVA-Cs A] 330 | C21H3003 cis COOH n-CsH- H (CH2)2CH=C(CH5): CHs
Canabigerovarino . _
[(E)-CBGV-C3] cis H n-CsHz7 H (CH2)2CH=C(CH?3)2 CHs
Acido canabigerdlico A 344 | CaHz0: | trans | COOH n-CsH H CH (CH2)2CH=C(CH?3)
[(Z)-CBGA-C5 A] 2211132U3 5M11 3 2)2 - 3)2
CBC
(+)-Acido canabicroménico _
(CBCA-Cs A) 358 | C22H3004 COOH n-CsH11 CH2CH=C(CHs3)2
(x)-Canabicromeno _
(CBC-Cs) 314 | C21H300:2 H n-CsHi1 CH2CH=C(CHs3)2
(+)-Acido canabicromevarino 330 | CooHocO ] COOH N-CaH CHACH=C(CHs) ] ]
(CBCVA-C3 A) 201264 3Mm7 2 - 3)2
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(x)-Canabivaricromeno i _
(CBCV-C3/CBCV-Cy) 286 | Ci9H2602 H n/i-CsHz CH2CH=C(CHs3)2
(+)-Canabicromevarino
- - H =
(CBCV-Cy) 286 | Ci9H2602 H n-CsH7 CH2CH=C(CHs)2
CBD
Acido canabididlico
- -CsH
(CBDA-Cs) 258 C22H3004 COOH n-CsH11 H
(-)-Canabidiol
- -CsH
(CBD-Cs) 314 C21H3002 H Nn-CsHu1 H
Canabidiol monometil éter
(CBDM-Cs) 328 C22H3202 - H n-CsH11 CHs
Canabidiol-Ca4
(CBD-Cy) 300 C20H2802 - H n-CsHo H
Acido canabidivarinico
(CBDVA-C3) 330 C20H2604 - COOH n-CsHz7 H
(-)-Canabidivarino
- -CsH
(CBDV-Ca) 286 C19H2602 H n-CszH7 H
Canabidiorcol
(CBD-Cy) 258 C17H2202 - H CHs H
A°-THC
Acido A%-tetrahidrocanabinélico A
(AS-THCA-Cs A) 358 C22H3004 - COOH n-CsH11 H
Acido A%tetrahidrocanabinélico B
(A°-THCA-Cs B) 358 C22H3004 - H Nn-CsHu11 COOH
A%-trans-Tetrahidrocanabinol
(AS-THC-Cs) 314 C21H3002 trans H Nn-CsH11 H
(-)-A%-(6aS,10aR-cis)-
Tetrahidrocanabinol 314 C21H3002 cis H Nn-CsHi1 H
[(-)-cis-AS-THC-Cs]
Acido tetrahidrocanabindlico-Ca H ou
- -CsH
(A°-THCA-Ca A elou B) 344 C21H2804 COOH n-CsHg H ou COOH
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Tetrahidrocanabinol-Ca
(AS-THC-Cy)

300

C20H2802

n-CsHo

Acido tetrahidrocanabivarinico A
(A°-THCVA-Cs A)

COOCH

n-CzHy7

Tetrahidrocanabivarino
(A°-THCV-Cs)

286

C19H2602

n-CzHy7

Acido tetrahidrocanabiorcélico
(AS-THCOA-C1 A e/ou B)

302

Ci18H2204

H ou
COOH

CHs

H ou COOH

Tetrahidrocanabiorcol
(AS-THCO-Cy)

258

C17H2202

CHs

H

AS-THC

(-)-A8-trans-(6aR,10aR)-Acido
tetrahidrocanabindlico A
(A8-THCA-Cs A)

358

C22H3004

trans

COOH

(-)-As-trans-(6aR,10aR)-
Tetrahidrocanabinol
(A8-THC-Cs)

314

C21H3002

trans

(¥)-(1aS,3aR,8bR,8cR)-Acido
Cannabiciclélico
(CBLA-Cs A)

358

C22H3004

COOCH

Nn-CsHai1

(¥)-(1aS,3aR,8bR,8cR)-
Canabiciclol
(CBL-Cs)

314

C21H3002

Nn-CsHai1

(3)-(1aS,3aR,8bR,8cR)-
Canabiciclovarino
(CBLV-Ca)

285

C19H2502

n-CsHyz

(5aS,6S,9R,9aR)-Acido
canabielséico A
(CBEA-Cs A)

346

C21H3004

COOCH

Nn-CsHi1

59




(5aS,6S,9R,9aR)- Acido
canabielsdéico B 346 C21H3004 H COOH Nn-CsHai1
(CBEA-Cs B)
(5aS,6S,9R,9aR)-Cs- Acido
canabielséico B 330 C20H2604 H COOH n-CsHz
(CBEA-C3 B)
(5aS,6S,9R,9aR)-Cannabielsoin
(CBE-Cs) 314 | Ca1H300:2 H H n-CsHu1
(5aS,6S,9R,9aR)-Cs-
Canabielsoino 286 C19H2602 H H n-CsH7
(CBE-C»)
CBN
Acido canabindlico A
(CBNA-Cs A) 354 | C22H2604 H COOH -
Canabinol
(CBN-Cs) 310 | C21H2602 H H -
Canabinol metil éter
(CBNM-Cs) 324 | Cz2H2s02 CHs H -
Canabinol-C4
(CBN-Ca) 296 | C20H2402 H H -
Canabivarino
(CBN-Cx) 282 C19H2202 H H -
Canabinol-C2
(CBN-C2) 268 C18H2002 H H -
Canabiorcol-C1
(CBN-C2) 254 Ci17H1802 H H -
CBND
Canabinodiol
(CBND-Cs) 310 | C21H2602 n-CsH11 - -
Canabinodivarino
-CsH - -
(CBVD-C3) 282 C19H2202 n-CsHz
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CBT

(-)-trans-Canabitriol
[(-)-trans-CBT-Cs] 346 | C21Hs004 | trans H H OH n-CsHa1
(+)-trans-Cannabitriol
[(+)-trans-CBT-Cs] 346 | Ca1Hs004 | trans H H OH n-CsHa1
(x)-cis-Cannabitriol .
i -CsH
[(£)-cis-CBT-Ce] 346 C21H3004 cis H H OH n-CsH11
(x)-trans-Cannabitriol-Cs [(£)-
trans-CBT-C3] 318 Ci19H2804 | trans H H OH n-CsHz
CBT-Cs-homdl
e OTO 0go . 318 | Ci9H2804 - H H OH CsHz7
(estereoquimica ndo conhecida)
(-)-trans-10-Etéxi-9-hidroxi-A%a0a)-
tetrahidrocanabinol [(-)-trans- 374 | C22Hs604 | trans H H OC:zHs n-CsHa1
CBT-OEt-Cs]
trans-10-Etoxi-9-hidroxi-A5a(10a)-
tetrahidrocanabivarino-Cs [trans- 346 C21H3204 | trans H H OC:2Hs n-CsHz
CBT-OEt-C3]
8,9-Dihidroxi-A5a(10a).
tetrahidrocanabinol [8,9-Di-OH- 346 C21H3204 - OH H H n-CsHia
CBT-Cs]
Acido canabididlico
tetrahidrocanabitriol éster (CBDA- | 702 - H CBDA-Cs éster OH n-CsHi1
Cs 9-OH-CBT-Cs éster)
DIVERSOS
Dehidrocanabifurano
308 | Cz1H240 - - - - -
(DCBF-CS) 21112402
Canabifurano
1 H - - - - -
(CBF-Cs) 310 C21H2602
Canabicromanono
2 H - -CsH - - -
(CBCN-Cs) 33 C20H2804 n-CsH11
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Canabicromanono-Cs

(CBCN-Cs) 304 C18H2404 - n-CsHy7
Canabicoumaronono-Cs
(CBCON-Cs) 328 C21H3003 - -
Canabicitrano
(CBT-Cs) 314 | C21H3002 - -
10-Oxo-/A\6a(10a).
Tetrahidrocannabinol (OTHC) 328 | CatH20s i i
Canabiglendol-Cs
(OH-is0-HHCV-Ca) 304 | Ci9H2803 - -
(-)-(6aR,9S,10S,10aR)-9,10-
Dihidroxihexahidrocanabinol 348 C21H3204 - -
[(-)-Canabiripsol-Cs]
(-)-6a,7,10a-Trihidroxi-A°®-
tetrahidrocanabinol 362 C21H300s - -
[(-)-Canabitetrol]
(£)-A’-cis-(1R,3R,6S)- .
Isotetrahldrocanabivarino-Cs 286 CioH2602 cs n-CsH7
AWNE N N
()-A'trans (1R?R'§R) 286 | CioH2602 | trans n-CsHy
Isotetrahldrocanabivarino-Cs
AWNE N N
(-)}-A'-trans-(1R,3R,6R) 314 C21H3002 | trans Nn-CsH11

Isotetrahldrocanabinol-Cs

Fonte: Adaptado de Elsohly e Slade (2005). * Peso molecular.
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3.3 Quimiotipos

Técnicas de cultivo, tais como densidade do plantio (nUmero de plantas por
unidade de area), adubacgéo nitrogenada e a época da colheita da planta sdo fatores
importantes que afetam caracteristicas fenotipicas da canabis (Amaducci et al., 2015;
Salentijn et al., 2015). No entanto, tanto as caracteristicas fisicas como o conteudo e
a composicao dos canabinoides presentes na planta sdo altamente variaveis entre as
diferentes subespécies de candabis existentes (Van Bakel et al., 2011; El-Deftar et al.,
2015).

Diante disso, trés quimiotipos principais sdo reconhecidos para a planta,
baseando-se na proporcdo dos dois principais canabinoides presentes na candbis, o
A%-THC e o CBD: (i) Tipo droga, quando ha predominio de AS-THC; (ii) Tipo
intermediario, quando h& quantidades semelhantes de ambos canabinoides; e (iii)
Tipo fibra, quando o CBD é prevalente (Van Bakel et al., 2011; Salentijn et al., 2015;
Sawler et al., 2015; Weiblen et al., 2015). Outro critério utilizado para diferenciar estes
trés quimiotipos é o seguinte: (i) Tipo fibra, contém menos de 0,3% de A°-THC e mais
CBBD; (ii) Tipo intermediario, quando a planta apresenta mais que 0,5% de A°-THC e
mais do que 0,5% de CBD; e (iii) Tipo droga, quando a concentragdo de A°-THC varia
de 2-8% (Trofin et al., 2012).

A genética por tras dos principais quimiotipos da canabis tem sido amplamente
investigada e com isso atualmente novos quimiotipos estdo sendo considerados. Dois
alelos co-dominantes presentes no lécus B (Bt e Bp) sdo 0s responsaveis pela
codificacdo das enzimas A%-THCS e CBDS, sendo que variacdes na sequéncia destes
I6cis sdo responsaveis pelas caracteristicas dos trés quimiotipos de canabis ja bem
estabelecidos (Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015; Salentijn et al., 2015). Esta
diferenca pode ocorrer em decorréncia de: (a) variacfes de sequéncia no l6ci Bt e/ou
Bb (isto é, a existéncia de uma série alélica, ou de sequéncias diferentes para uma ou
ambas as sintases), ou (b) polimorfismo de regulacdo de expressao de elementos em
cis ou trans para o l4ci estrutural (Onofri, De Meijer e Mandolino, 2015).

Um quarto e quinto quimiotipos sdo encontrados em menor frequéncia. No
quarto quimiotipo o canabigerol (CBG), precursor dos canabinoides A°-THC e CBD, é
o principal canabinoide encontrado. Este quimiotipo é mais susceptivel de ser

controlado pelo alelo Bo, uma forma mutante do l6cus Bp. O quinto quimiotipo tem
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quantidades indetectaveis de canabinoides sendo esta caracteristica controlada pelo
l6cus Unico (O) que opera sobre o lécus B. Este quinto quimiotipo provavelmente
ocorre devido a um bloqueio na via metabdlica que leva a producao de canabinoides
e ndo devido a uma alteracdo nos tricomas glandulares da planta. Um sexto quimiotipo
é encontrado em plantas com um fen6tipo morfolégico especifico, quimiotipo com
caracteristica juvenil prolongada, ou seja, produzem canabicromeno (CBC) em
plantas jovens e declina com a maturacdo da planta. Os fatores genéticos que
controlam essa caracteristica encontram-se no lécus denominado C (Bc) e é
independente do léci B que codifica as enzimas A%-THCS e CBDS (Salentijn et al.,
2015).

3.4 Nomenclaturas

Ao longo da historia, devido aos quimiotipos existentes e principalmente aos
distintos interesses de uso da canabis, diversas nomenclaturas tanto para a planta
como para diferentes tipos de preparo sao mundialmente conhecidas. As
terminologias adotadas sdo diferenciadas, especialmente, devido ao rendimento
relativo as concentragdes de A°-THC e CDB presentes na planta. Maconha/marijuana
€ 0 nome utilizado para se referir aos quimiotipos que contém alta poténcia, ou altas
concentragdes de A°-THC enquanto que os quimiotipos de baixa poténcia, ou seja,
plantas com baixas concentragdes de A°-THC sédo chamados de canhamo/hemp (Van
Bakel et al., 2011; Sawler et al., 2015; Weiblen et al., 2015).

O canhamo tem sido cultivado ao longo da histéria da humanidade e esta
envolvido na producdo de uma variada gama de produtos, utilizado principalmente
como fonte de fibras duraveis (Van Bakel et al., 2011; Sawler et al., 2015). Assim, tem
integrado importante papel em diversas areas agroindustriais como a agricultura, a
industria téxtil, na fabricacdo de papel, na indUstria automotiva e na construcao
(Salentijn et al., 2015). Na industria alimenticia o0 canhamo tem apresentado papel
importante na fabricagdo e desenvolvimento de alimentos funcionais e 0leos, uma vez
gue os aguénios ("sementes") sdo altamente nutritivos por serem ricos em acidos
graxos e proteinas (Van Bakel et al., 2011; Salentijn et al., 2015; Sawler et al., 2015).
Na induastria farmacéutica o canhamo tem apresentado a aplicabilidade em

cosmeticos, produtos para cuidados pessoais (Salentijn et al.,, 2015), e no
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desenvolvimento e producdo de novos farmacos, para tratamento de enfermidades
diversas (Van Bakel et al., 2011; Salentijn et al., 2015; Sawler et al., 2015). Além dos
usos ja consagrados, uma nova area de aplicacéo para o canhamo é a sua utilizacéao
como fonte de biocombustiveis. Devido ao elevado teor de celulose que o canhamo
apresenta nas paredes das ceélulas, juntamente com a relativa alta produtividade de
biomassa (fibra), esta linhagem da planta torna-se uma matéria-prima renovavel
interessante como fonte de producédo de energia, na producéo de biomassa, bioetanol
e biogas (Amaducci et al., 2015; Salentijn et al., 2015).

Assim como ocorre no cultivo de canhamo, o interesse pelo cultivo das
linhagens de canabis chamadas de maconha também tem relacdo com suas
propriedades medicinais, porém, principalmente pela importante atividade psicoativa
gue apresenta, sendo utilizada como droga recreativa (Van Bakel et al., 2011; Sawler
et al., 2015). Maconha também um dos nomes atribuidos a um tipo de preparo da
planta utilizada de forma ilicita, que se refere as folhas secas, flores, caules e
sementes da C. sativa (Nida, 2016) na forma fumada. Porém, além dos diversos tipos
de preparo, uma caracteristica interessante dedicada a canabis é a infindavel
variedade de nomes dados as suas preparacfes (maconha/marijuana, pot, erva
daninha/weed, kiff, bhang, entre outros) (Erkelens e Hazekamp, 2014).

Quando o cigarro de maconha é preparado apenas com partes da planta,
manualmente, enrolado junto as maos, chama-se também joint. A utilizacdo da
maconha em tubos ou canos contendo agua é popularmente conhecida por bong, em
razao de este ser o nome do aparelho purificador utilizado para fumar qualquer tipo
de erva (Nida, 2016). Charutos, em que o tabaco € parcialmente ou totalmente
substituido por maconha, sdo denominados blunt (Gloss, 2015; Nida, 2016).

No intuito de evitar a inalacdo de fumaca, uma opcéo disponivel
comercialmente séo os vaporizadores. Esses dispositivos tém por finalidade recolher
o vapor da maconha em uma unidade de armazenamento, para entdo o usuario inalar
apenas o vapor, ndo mais a fumaca ocasionada quando a maconha é fumada. A
maconha também pode ser utilizada na preparacao de chas - brew - e, particularmente
guando é vendida ou consumida para fins medicinais, € frequentemente misturada em
alimentos - edibles - como brownies, cookies ou doces (Nida, 2016).

Bhang trata-se de folhas frescas e flores de canabis moidas e maceradas até
formar uma pasta. Juntamente com outras especiarias a bhang € utilizada para fazer
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uma bebida chamada Bhagi Ki Thandai ou esta pasta € transformada em bolas
chamadas bhang golis. Utilizada na india, em Bangladesh, e em outros paises como
parte de festivais religiosos, também faz parte de um festival chamado Holi (Gloss,
2015).

A utilizacdo de resinas concentradas, contendo altas doses de A%-THC, esta
cada vez mais popular, tanto em usuarios recreativos, como em usuarios medicinais
(Raber, Elzinga e Kaplan, 2015; Nida, 2016). Esta resina concentrada extraida da
maconha pode apresentar diferentes formas de preparo (Nida, 2016), como
haxixe/hash, 6leo de haxixe/hash oil ou honey oil - liquido viscoso (Gloss, 2015; Nida,
2016). Quando a extragdo do A°-THC é realizada utilizando principalmente as flores
da planta e solvente organico, com carater altamente volatil como solvente extrator,
mais comumente o butano, a concentracdo desse canabinoide pode chegar até 90%
(Loflin e Earleywine, 2014, Bell et al., 2015; Daniulaityte et al., 2015). Especificamente
este tipo de concentrado, que esta apresentando cada vez mais popularidade, pode
ser chamado por wax ou budder - sélido cremoso, com a textura de balsamo labial,
shatter - s6lido duro com coloragdo ambar, butane hash oil (BHO) (Bell et al., 2015;
Daniulaityte et al., 2015; Nida, 2016), dabs (Bell et al., 2015; Raber, Elzinga e Kaplan,
2015), amber, glass e honey (Bell et al., 2015).

Dabbing ou coloquialmente falado “fazendo um dab”, trata-se de uma nova
pratica de uso dos concentrados de candbis (dabs) pela via inalatéria, na qual o
individuo aplica calor no concentrado de candbis inserido em cima de uma plataforma.
Uma vez que o dab encontra-se vaporizado, passa por um tubo contendo agua - bong
-, sendo subsequentemente inalado pelo usuario (Loflin e Earleywine, 2014;
Daniulaityte et al., 2015; Raber, Elzinga e Kaplan, 2015), utilizado em vaporizadores
ou fumado em cigarros eletrdnicos (Daniulaityte et al., 2015).

Pouco se sabe sobre os potenciais riscos associados ao (ab)uso do dab,
quando comparado aqueles associados ao uso da canabis tradicional. Da mesma
forma, a utilizagdo da via inalatoria pode resultar em uma administracdo mais rapida,
aumentando assim os riscos associados a dependéncia. O aumento da concentracéo
de A%-THC e os novos meios de administracdo também podem estar associados a
problemas relacionados ao aumento da tolerancia e abstinéncia (Loflin e Earleywine,
2014; Daniulaityte et al., 2015; Raber, Elzinga e Kaplan, 2015). Outro perigo inerente
ao dabbing esta diretamente relacionado ao seu proprio método de preparo e
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utilizagdo, uma vez que o butano tem sido amplamente utilizado nestes processos e
0 gés butano por sua vez, é altamente inflaméavel, volatil, permeia o ar e pode ser
facilmente inflamavel através da eletricidade estatica ou qualquer outra fonte de
chama (Loflin e Earleywine, 2014; Bell et al., 2015; Nida, 2016).

Em relacdo ao uso medicinal, como cada vez mais propriedades
farmacolégicas oriundas dos canabinoides presentes na candbis estdo sendo
pesquisadas e descobertas, o numero de paises que fornecem uma fonte oficial de
canabis para tratamento de diversas doencas também esta aumentando (Hazekamp
e Heerdink, 2013). Porém, quando se trata do uso da canabis para estes fins, o grande
desafio € encontrar uma forma de balancear seus usos terapéuticos benéficos com os
efeitos adversos, que sdo observaveis com o uso cronico, em doses altas (Pamplona,
2014).

3.5 Legislacao

3.5.1 Legislacéao internacional

Desde 1925, quando houve a Conferéncia Internacional do Opio, a posse de
canabis tornou-se ilegal na maioria dos paises. No entanto, com o passar dos anos, a
legalizacdo da planta tanto para uso medicinal e/ou como para 0 uso recreativo foi
aprovada em alguns paises. Ainda, em muitos paises tém ocorrido a
descriminalizacdo da posse de pequenas quantidades de canabis.

Paises que apresentam atualmente as leis mais rigorosas, sendo ilegal tanto a
posse como a venda, o transporte e o cultivo de canabis sdo: Afeganistdo, Albania,
Algéria, Angola, Ardbia Saudita, Arménia, Azerbaijdo, Bahrein, Bangladesh,
Bielorrusia, Benin, Butdo, Bosnia e Herzegovina, Bulgaria, Burkina Faso, Burundi,
Camardes, Catar, Chade, China, Comores, Cuba, Dinamarca, Djibouti, Dominica,
Egito, El Slvador, Emirados Arabes Unidos, Eritreia, Eslovaquia, Etiépia, Filipinas,
Franca, Gabdo, Geodrgia, Gana Guiné, Gronelandia, Guatemala, Guiana, Haiti,
Honduras, Hong Kong, Hungria, 1émen, Indonésia, Iraque, Irlanda, Islandia, Japéao,
Jordania, Cazaquistado, Quénia, Kuwait, Quirguistdo, Laos, Letbnia, Libano, Libéria,
Libia, Lituania, Luxemburgo, Macau, Madagascar, Malasia, Malawi, Mali, Mauritania,

Mongdlia, Montenegro, Marrocos, Mocambique, Myanmar, Namibia, Nepal, Nova
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Zelandia, Nicardgua, Niger, Nigéria, Marianas Setentrionais, Noruega, Oma4,
Paquistdo, Papua-Nova, Roménia, Ruanda, Senegal, Sérvia, Serra Leoa, Singapura,
Somalia, Africa do Sul, Coréia do Sul, Sri, Lanka, Sud&do, Suriname, Suazilandia,
Suécia, Siria, Taiwan, Tajiquistdo, Tanzania, Tailandia, Togo, Trindade e Tobago,
Tunisia, Turquia, Turquemenistdo, Uganda, Uzbequistdo, Venezuela, Vietnd, Zambia
e Zimbabwe (Wikipedia, 2016).

Paises que apresentam leis menos restritivas, sendo elas particulares e
diversificadas para cada pais sdo: Alemanha, Argentina, Australia, Austria, Bélgica,
Belize, Bolivia, Botswana, Brasil, Camboja, Canada, Chile, Coldmbia, Costa Rica,
Croacia, Chipre, Republica Checa, Equador, Estados Unidos, Estbénia, Finlandia,
Grécia, llhas Virgens Americanas, india, Ird, Israel, Italia, Jamaica, Macedénia, Malta,
México, Moldavia, Holanda, Paraguai, Peru, Pol6nia, Portuga, Porto Rico, Russia,
Eslovénia, Espanha, Suica, Ucrania, Reino Unido e Uruguai. Quanto a Coréia do
Norte, ndo ha conhecimento sobre as leis referentes a canébis (Wikipedia, 2016).

3.5 2 Legislacéao brasileira

Em 30 de marco de 1961 foi assinada em Nova York a Convencéo Unica sobre
Entorpecentes, e, no Brasil, esta Convencao foi promulgada através do Decreto n®
54.216 de 27 de agosto de 1964, pelo entdo Presidente da Republica Humberto de
Alencar Castelo Branco. Esta Convencédo foi uma tentativa de harmonizar as acoes
de diversos paises em relacdo aos entorpecentes, através dos seus 51 artigos, com
detalhes de fiscalizacdo, substancias a serem controladas, limites de fabricacdo de
substéancias, 6rgédos de controle, entre outras diretrizes (Todeschini, 2012). O Artigo 1
- Defini¢cdes desta Convencéo traz nos seus itens “c” e “d” as seguintes definigbes:

“(c) Planta de Cannabis ¢é toda planta do género Cannabis.
(d) Resina de Cannabis é a resina separada, em bruto ou purificada, obtida da planta de
Cannabis”.

Desta forma, observa-se que o texto da Convencao foi bastante amplo no

alcance da definicdo de Cannabis, abrangendo as plantas deste género, independente
de discussfes sobre espécies ou variedades. Nesta Convencgao foram criadas quatro
listas de substancias sujeitas a controle (Todeschini, 2012), e a maconha ficou incluida
nas Listas | e 1V, na seguinte forma:

“..Entorpecentes incluidos na Lista | — Cannabis (resina, extratos e tinturas)...
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Entorpecentes incluidos na Lista IV — Cannabis e sua resina;...”
Em 14 de Marco de 1977 foi promulgada a Convencédo sobre Substancias

Psicotropicas, em funcdo da aprovacdo pelo Congresso Nacional do texto da
Convencao sobre Substancias Psicotrépicas em Viena, no ano 1971. Esta Convencéo
contém 33 artigos que tratam de diretrizes para controle de fabricagdo, comércio,
medidas de fiscalizacdo, além de acdes para inibir o trafico de substancias
psicotropicas. Também séo elencadas 4 listas, sendo que na Lista | constou no item
10 a descricdo TETRAHIDROCANNABINOL e a denominagdo quimica 1-hidroxi-3-
pentil-6a-7,10,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-6H-dibenzo(b,d)pirano (Todeschini, 2012).

Assim sendo, nesta norma internacional € possivel observar a introducdo de
um dos canabinoides originados da Cannabis sativa L. como uma substancia
psicotrépica, capaz de causar dependéncia, e ndo a resina da planta, como constava
até entdo na Convencéo Unica sobre Entorpecentes, de 1961. Este refinamento, na
caracterizacao de substancias capazes de induzir dependéncia, foi fruto do avanco no
estudo da composicdo quimica da planta de Cannabis sativa L., com o isolamento de
canabinoides, sua elucidacdo estrutural e posteriores estudos fitoquimicos,
farmacoldgicos e toxicolégicos (Todeschini, 2012).

Em 1998 foi promulgada a Portaria n2 344 pela Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude, aprovando o Regulamento Técnico sobre
substancias e medicamentos sujeitos a controle especial. Esta Portaria foi um avanco
nesta area de psicotrépicos no Brasil, contendo 110 artigos, com capitulos dedicados
a Autorizacao, Comércio, Transporte, Prescricdo, além da criacdo de dezesseis Listas
contendo todas as substancias psicotrépicas e entorpecentes proscritas no pais, com
detalhes para o controle das mesmas. Esta Portaria revogou inimeros dispositivos
legais vigentes até entdo, unificando todo o controle numa s6 normatizagdo. Estas
Listas sofrem acréscimos ou supressdes ao longo do tempo, bem como mudancas de
classificacdo, mas a Portaria mantém-se igual desde sua promulgacao (Brasil, 1998).
A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n2 63, de 17 de outubro de 2014 (Brasil,
2014), € uma atualizacéo destas listas (Todeschini, 2012), onde na lista E (LISTA DE
PLANTAS PROSCRITAS QUE PODEM ORIGINAR SUBSTANCIAS
ENTORPECENTES E/OU PSICOTROPICAS) consta no item 1 “Cannabis sativa” e
nos adendos desta Lista:

‘ADENDO:
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1) ficam proibidas a importacao, a exportacéo, o comércio, a manipulagéo e o uso das
plantas enumeradas acima.

2) ficam também sob controle, todas as substancias obtidas a partir das plantas elencadas
acima, bem como os sais, isbmeros, ésteres e éteres destas substancias”.

A lista F2 desta RDC n° 63/2014 (LISTA F2 - SUBSTANCIAS
PSICOTROPICAS) traz no seu item 75 a substancia Tetrahidrocanabinol ou THC. Nos
adendos desta Lista:

‘ADENDO:
1) ficam também sob controle:
1.1.todos os sais e isbmeros das substancias enumeradas acima, sempre que seja possivel
a suaexisténcia.
1.2. os seguintes isbmeros e suas variantes estereoquimicas da substancia
TETRAHIDROCANNABINOL.:
7,8,9,10-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol
(9R,10aR)-8,9,10,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6 H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol
(6aR,9R,10aR)-6a,9,10,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol
(6aR,10aR)-6a,7,10,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol
6a,7,8,9-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol
(6aR,10aR)-6a,7,8,9,10,10a-hexahidro-6,6-dimetil-9-metileno-3-pentil-6H-
dibenzo[b,d]pirano-1-o/”

Em janeiro de 2015 foi publica a RDC n2 03 de 26 de janeiro de 2015 (Brasil,

2015a), a fim de estabelecer as seguintes modificagdes: na LISTA C1 (OUTRAS
SUBSTANCIAS SUJEITAS A CONTROLE ESPECIAL) consta no item 21 a substancia
Canabidiol ou CBD. Nos adendos desta Lista:

“ADENDO:
1) ficam também sob controle:
1.1. os sais, éteres, ésteres e isdbmeros das substancias enumeradas acima, sempre que
seja possivel a sua existéncia;
1.2. os sais de éteres, ésteres e isbmeros das substancias enumeradas acima, sempre que
seja possivel a sua existéncia.
1.3 o disposto nos itens 1.1 e 1.2 ndo se aplica a substancia canabidiol”,
No mesmo ano, apds meses e discussdes a respeito do uso terapéutico do

CBD no Brasil, foi publicada a RDC n¢ 17, de 6 de maio de 2015 (Brasil, 2015b), que
“Define os critérios e o0s procedimentos para a importacdo, em carater de
excepcionalidade, de produto a base de Canabidiol em associagcdo com outros
canabinoides, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescricéo de profissional
legalmente habilitado, para tratamento de saude” tornando viavel a importagao de
cinco produtos a base de canabidiol no pais para utilizagdo com finalidade

medicamentosa.
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A Ultima atualizagdo da Portaria n2 344 referente ao tema em questéo é de 18
de marco de 2016 e corresponde a RDC n2 66/2016 (Brasil, 2016) que, além de
atualizar as substancias proscritas, também faz um adendo em cumprimento da
deciséo judicial proposta pelo Ministério Publico Federal que permite a prescricdo
médica e a importacdo, por pessoa fisica, de produtos farmacéuticos que contenham
as substancias CBD e A°-THC em sua formulagéo, exclusivamente para uso préprio

e para tratamento de saude.

3.6 Métodos de analise quimica

3.6.1 Espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS)

Infravermelho préximo (NIR) € o nome dado a regido do espectro
eletromagnético imediatamente superior a regido visivel em termos de comprimento
de onda, ou seja, trata-se da regido do infravermelho mais proxima da regido visivel
(Pasquini, 2003; Lima e Bakker, 2011). Uma vez que a luz é uma forma de onda
eletromagnética, apresenta um campo elétrico e um campo magnético, que se
propaga em determinado espaco em forma de energia e que é produzida através da
aceleracdo de uma carga elétrica em um campo magnético. Por sua vez, a energia
transportada por uma onda depende unicamente da frequéncia ou do comprimento da
onda, visto que ambos estdo relacionados pela velocidade da luz e esta é uma
constante universal (Pasquini, 2003). A espectroscopia estuda a interacdo das
radiacdes eletromagnéticas com moléculas ou particulas, portanto, a NIRS consiste
na exposi¢cao de uma amostra ao espectro da regidao de comprimento de onda de 780
nm - 2.5 pym (12.800 — 4.000 cm™) e regido de frequéncia de 3,8 x 10'* Hz até
aproximadamente os 1,2 x 10 Hz (Pasquini, 2003; Lima e Bakker, 2011) com a
finalidade de obter informacdes qualitativas e quantitativas provenientes da interacéo
das ondas eletromagnéticas no NIR com os constituintes de uma amostra (Pasquini,
2003; De Muiiz et al., 2012).

A NIRS é uma técnica analitica que pode ser amplamente utilizada para
analisar qualquer amostra que apresente grupos funcionais organicos (C-H, N-H, S-H
e OH), além de outras vantagens, como o fato da necessidade de minimo preparo da
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amostra, analise rapida (1 min ou menos), analise ndo destrutiva da amostra e ndo
invasiva. Pode ser utilizada em procedimentos que necessitem analisar amostras nas
mais diversas areas como agricola, alimenticia, médica, téxtil, de cosméticos, de
polimeros, de tintas, ambiental, petroquimica, farmacéutica e florestal (Pasquini, 2003;
De Muiiz et al., 2012).

As determinacdes quantitativas somente s&o possiveis através de prévia
correlacéo entre os valores do parametro de interesse para um determinado grupo de
amostras e 0s espectros obtidos. Os espectros no infravermelho préximo apresentam
dificeis atribuicbes de picos e sao frequentemente largos e sobrepostos, sendo assim,
os dados espectrais séo tratados, atualmente, com o uso de técnicas multivariadas.
Portanto, para a caracterizacdo de uma amostra desconhecida por NIRS, além da
obtencdo de seu espectro ha necessidade de uso de um modelo estatistico
previamente construido para a predicdo ou classificacdo de suas propriedades (De
Mufiz et al., 2012).

3.6.2 Comatografia a gas (CG)

A CG é uma técnica utilizada para separacao e analise de misturas de gases
ou compostos volateis que sejam termicamente estaveis, por meio de um tubo
estreito. Conhecido como coluna, este tudo apresenta no seu interior um recheio
especifico denominada fase estacionéria. Os diferentes constituintes de uma amostra
sdo arrastados pela fase estacionaria através de um determinado fluxo continuo que
se da a partir de uma corrente de gas (gas condutor ou transportador, a fase mével).
Assim, dependendo das propriedades fisico-quimicas das substancias presentes na
amostra e suas interacdes com a fase estacionaria, ocorre a saida de cada analito da
coluna em um tempo diferente (tempo de retencdo). Além disso, outros parametros
gue podem ser usados para alterar a ordem ou tempo de reten¢éo sao a taxa de fluxo
do gas condutor e a temperatura. A utilizacdo de um detector é empregada para
monitorar o fluxo de saida da coluna, possibilitando detectar o momento em que cada
substéancia sai, além de quantificar os compostos presentes em determinada amostra
(Bonato, 2006).

O poder de resolugédo desta técnica torna possivel a analise de amostras

contendo inUmeras substancias. Outra vantagem da CG refere-se aos baixos limites
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de detecc¢do, considerada excelente técnica quantitativa, fornecendo resultados em
concentracbes que variam de picogramas a miligramas. Contudo, o principal
inconveniente da técnica é que a CG s6 pode ser empregada na analise de
substancias que sejam volateis e termicamente estaveis. Além disso, apesar da
andalise cromatografica ser relativamente rapida, para evitar que haja interferéncias
durante a andlise e contaminacgéo da coluna cromatogréfica, na maioria das vezes hi
a necessidade de preparacdo da amostra antes que ela possa ser analisada (Bonato,
2006).

3.6.3 Espectrometria de massas (EM)

A EM é uma técnica que tem por objetivo principal identificar um analito, em
especial na presenca de outros analitos, com base na medi¢cdo da massa do ion do
analito (Hoffmann e Stroobant, 2007; Romao, 2010; Banerjee e Mazumdar, 2012;
Nikolaev, Kostyukevich e Vladimirov, 2016). Trata-se de uma metodologia de andlise
em que as moléculas de interesse presentes em determinada amostra sao ionizadas
e sequencialmente os ions sao separados conforme suas diferentes razbes de
massa/carga (m/z). Sendo assim, a EM ndo analisa &tomos ou moléculas neutras,
apenas espécies ibnicas. Para que ocorra a separacao dos ions, primeiramente é
necessario gera-los, através da utilizacdo de um sistema de ionizacdo ou fonte de
ions. Portanto, uma vez que existem diferentes tipos de fonte de ionizacdo e
analisadores de massas, ambos sdo determinantes da aplicabilidade da EM
(Hoffmann e Stroobant, 2007; Romao, 2010; Banerjee e Mazumdar, 2012).

A variedadede de sistemas de ionizagao existente determina a versatilidade da
EM, uma vez que cada fonte de ions resulta em diferentes tipos de analitos. As
consideracdes mais importantes no processo de ionizacdo referem-se a energia
interna transferida durante o processo de ionizacao e as propriedades fisico-quimicas
da molécula a ser ionizada. Algumas técnicas de ionizacdo sdo muito enérgicas,
causando grande fragmentacdo da molécula, e outras, mais suaves produzem apenas
a ionizacdo da molécula (Hoffmann e Stroobant, 2007; Romé&o, 2010; Banerjee e
Mazumdar, 2012).

Diferentes analisadores de massas apresentam caracteristicas distintas,

principalmente com relagéo a resolugédo e exatiddo, conforme sua eletrbnica e o
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principio fisico utilizado para determinar as razfes m/z medidas nas amostras
analisadas. A diferenga entre um analisador de massa unitaria e um analisador de alta
resolucdo é que, enquanto o primeiro mede a massa nominal, o segundo mede a
massa exata de cada isétopo mais abundante, sendo possivel atribuir férmula
molecular para cada sinal resolvido. Portanto, a resolu¢cdo € definida como a
capacidade do analisador de medir a razdo m/z com a menor diferenca possivel da
m/z tedrica, possibilitando inferir uma formula molecular baseada nos defeitos de
massa. Defeito de massa € a diferenca entre a soma das massas dos néutrons e dos
protons que formam um atomo e a massa real deste &tomo. O defeito de massa € em
base associado a inércia da energia de ligacdo das particulas elementares no nacleo
(E=mc?) e seu valor é considerado como uma medida do grau de estabilidade do
nacleo. A exatidao, por sua vez, é medida pelo erro calculado em partes por milhdo
(ppm) do desvio da medida experimental em relagéo ao valor de massa teorico, ou
seja, ela indica o quao proximo o valor experimental esta do valor verdadeiro. Logo,
guanto menor for o erro, maior sera a probabilidade de a férmula molecular atribuida
ser a verdadeira (Hoffmann e Stroobant, 2007; Roméo, 2010; Banerjee e Mazumdar,
2012; Nikolaev, Kostyukevich e Vladimirov, 2016).

3.6.3.1 Espectrometro de massas por ressonancia ciclotrénica de ions
com transformada de Fourier (FT-ICR MS)

O FT-ICR MS até o momento é considerado um dos tipos mais complexos de
analisadores de massas fornecendo o maior poder de resolucéo e precisao de massa
(Hoffmann e Stroobant, 2007; Nikolaev, Kostyukevich e Vladimirov, 2016). Trata-se
de um analisador hibrido que apresenta na sua configuracdo um ion trap linear — linear
ion trap (LIT) e uma cela de ressonancia ciclotrénica de ions (ICR), unindo a alta
sensibilidade do LIT com a altissima resolucéo do ICR (Hoffmann e Stroobant, 2007).

O LIT corresponde a um analisador de massas que faz uso da estrutura basica
de um quadrupolo — arranjo de quatro cilindros metalicos, no entanto, em vez de filtrar
os ions de todas as razbes m/z ele é utilizado para capturar os ions e fazer uma ejecao
radial para o analisador ICR. Com relacéo ao ICR, este determina a razdo m/z dos

ions a partir da frequéncia ciclotrénica dos mesmos, na presenca de um campo
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magnético espacialmente uniforme, sendo esta frequéncia inversamente proporcional
a razdo m/z (Hoffmann e Stroobant, 2007).

Em geral, a cela de ICR localiza-se no centro de um magneto supercondutor
gue fornece um campo magnético homogéneo. A cela é constituida, basicamente, por
trés pares de pratos opostos responséaveis pelo aprisionamento, excitacdo e detec¢céo
dos ions. O campo magnético € orientado pelo eixo central da cela (eixo z), fazendo
com que 0s ions executem o movimento ciclotrdnico no plano centrado no eixo
cilindrico (Marshall e Schweikhard, 1992).

Os ions gerados em determinada fonte de ions sdo aprisionados na cela de
ICR, também denominada de penning trap, onde cada ion comeca a se movimentar
em uma determinada posi¢ao pela acdo do campo magnético uniforme. Contudo, o
sinal do campo magnético é detectavel apenas se 0s ions apresentarem um
movimento sincronizado (em fase). A fim de obter essa sincronicidade, um campo
elétrico espacialmente uniforme é aplicado com a mesma frequéncia ciclotronica,
tornando os movimentos dos ions detectaveis. Sendo assim, o sinal do ICR,
denominado dominio de tempo, € resultante da corrente oriunda da detec¢cdo de uma
imagem oscilante de uma carga ao se aproximar de dois eletrodos condutores opostos
paralelamente. O espectro em dominio de frequéncia € obtido pela transformada de
Fourier em um sinal de ICR digitalizado no dominio de tempo. Apds conversao
matematica este é transformado em dominio de massas ou, espectro de massas
(Hoffmann e Stroobant, 2007; Nikolaev, Kostyukevich e Vladimirov, 2016).

O controle do niamero de ions dentro da cela de ICR é essencial para a
obtencdo de valores 6timos de resolucdo, exatiddo e sinal/ruido. O efeito space
charge altera o movimento dos ions dentro da cela de ICR, podendo aumentar o
tamanho do pacote de ions dentro da cela, produzindo uma maior disperséao dos ions
e consequentemente, diminuindo a resolugdo. Do mesmo modo, a alta densidade de
carga na cela de ICR provova fendbmenos de coalescéncia que diminuem rapidamente
o sinal de transiente. A altissima resolugdo € obtida quando o sinal do transiente é
coletado por periodos relativamente longos, que precisam ser controlados a fim de
evitar perdas de resolucdo (Hoffmann e Stroobant, 2007; Nikolaev, Kostyukevich e
Vladimirov, 2016). A ultra-alta resolucédo é devida, portanto, a quantidade de voltas
que um determinado ion percorre ao ser excitado na presenca de um campo
magnético (Marshall e Schweikhard, 1992).
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O principal parametro a ser controlado na cela de ICR € a quantidade de ions
dentro deste analisador, mantendo um valor 6timo usualmente menor que 107 (para
celas de 1 cm de diametro). Isso assegura que as interacdes espaciais de cargas
sejam minimizadas, permitindo a esse analisador medir m/z com alto valor de
resolucdo e exatiddo (Hoffmann e Stroobant, 2007; Nikolaev, Kostyukevich e
Vladimirov, 2016).

3.6.4 lonizacéao por eletrospray (ESI)

A técnica de ESI (Figura 14) trata-se de um método de ionizacdo menos
agressivo, 0 que geralmente reduz a fragmentacdo de moléculas antes de serem
analisadas no analisador de massas (Kujawinski, 2002; Hangel e Facchini, 2008;
Banerjee e Mazumdar, 2012) sendo aplicado especificamente para ionizar moléculas

presentes em amostras em solucéo (Kujawinski, 2002).

Figura 14 Processo de ionizagao por ESI.
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Fonte: Adaptado de Banerjee e Mazumdar (2012).

Na ionizacdo por ESI, a amostra € misturada a uma grande quantidade de
algum solvente volatil e em meio basico ou acido, a fim de ocorrer a protona¢ao ou
desprotonacao das moléculas presentes na solucdo. A seguir, a mistura € conduzida
por um capilar metélico submetido a um alto potencial elétrico, resultando na formacéo

de uma dupla camada elétrica na interface capilar/solucédo. A aplicacéo direta de uma
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voltagem no capilar (2 — 5 kV) produz a nebulizagdo da amostra em goticulas
carregadas. Consequentemente, com a secagem do solvente, as goticulas
carregadas vao aumentando a densidade de cargas até o ponto em gque ocorre um
fendmeno chamado explosédo couldémbica, ou seja, a liberacdo dos ions a partir da
goticula. Assim, sdo formadas goticulas que, com a secagem, liberam os ions com
carga (Kujawinski, 2002; Hangel e Facchini, 2008; Banerjee e Mazumdar, 2012).

Existem dois modelos de mecanismos que propdem como os ions finalmente
sao transferidos para a fase gasosa. Um deles foi proposto por Dole em 1968,
denominado de CRM ou modelo de carga residual (Dole et al., 1968), o qual depende
da formacdo de gotas carregadas extremamente pequenas, geradas a partir de
sucessivas explosdes de Coulomb, que contenha somente um ion, sendo assim, com
a evaporacao do solvente, restara apenas um unico ion em fase gasosa. O outro
mecanismo, proposto por Thomson e Iribarne é o modelo de evaporagéo do ion (IEM
— lon Evaporation Model). A emissédo dos ions ocorre diretamente de gotas muito
pequenas e altamente carregadas, onde o0s ions sdo expulsos das gotas devido a
repulséo eletrostatica entre as moléculas de mesma carga (Kitson et al., 1996).

Durante a ionizacao por eletrospray, trés tipos de ions podem ser gerados: ions
moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions quasi-moleculares) e
moléculas cationizadas ou anionizadas. A extensdo com a qual cada um destes ions
é formado pode ser compreendida em termos do balanco entre trés processos
essencialmente distintos, que ocorrem no interior do capilar: reacdes redox
(oxidacao/reducao), que produzem ions moleculares (M*) ou (M™); reacbes
acido/base (protonacdo/desprotonacéo), que resultam na formacdo de moléculas
protonadas ([M+H]* ou desprotonadas[M-H]") e, na forma de adutos, por coordenacao
com cations (geralmente os da familia 1A) ou anions (principalmente cloretos), que
leva a formacao de moléculas cationizadas ([M+Na]*, [M+K]*, ou anionizadas [M+ClI]~
etc) (Kujawinski, 2002; Hangel e Facchini, 2008; Roméo, 2010; Banerjee e Mazumdar,
2012).

3.7 Métodos quimiométricos

Quimiometria refere-se ao uso de ferramentas computacionais que envolvem

as areas da matematica e estatistica que possibilitam maximizar informacdes
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extraidas de um conjunto de dados (Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999; Ferreira,
2015), como por exemplo, explorando os resultados obtidos por meio de analises
quimicas, a fim de verificar a existéncia de similaridades entre as amostras que, por
sua vez, correspondem as semelhancas na composi¢cao quimica. Uma das principais
vertentes do uso da estatistica multivariada em quimica analitica € o reconhecimento
de padrdes em amostras, viabilizando assim a obtencédo de mais informac¢des do
conjunto do que quando comparado com o0s procedimentos univariados adotados,
possibilitando, por exemplo, identificar a origem das amostras estudadas (Correia e
Ferreira, 2007; Ferreira, 2015).

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhancas e as
diferencas dentro do grupo de amostras analisadas, além de classifica-las e agrupa-
las, estdo divididos entre “métodos nao supervisionados” e “métodos
supervisionados”. Em comum, ambos os métodos se baseiam na validade das
seguintes suposicdes: 1) As amostras do mesmo tipo sdo semelhantes; 2) Existem
diferencas significativas entre diferentes tipos de amostras; e, 3) O conjunto de
medidas disponiveis é capaz de detectar as semelhancas e diferencas. Contudo, nos
métodos supervisionados, cada amostra analisada provém de uma classe
preestabelecida, enquanto que nos métodos nao supervisionados ndo ha nenhum
conhecimento prévio a respeito da classificacdo das amostras (Ferreira, 2015).

Para as analises quimiométricas serem realizadas, os dados quimicos obtidos
através das analises de determinadas amostras devem estar dispostos no formato de
uma matriz, onde cada amostra € disposta em linhas e suas varidveis em colunas.
Apdés montada a matriz, os dados experimentais originais podem nao ter uma
distribuicdo adequada para as analises, por exemplo, quando séo realizadas medidas
em diferentes unidades e variaveis com diferentes variancias, dificultando assim, a
extracdo de informacdes Uteis e interpretacdo dos mesmos. Nestes casos é muito
importante a realizacdo de um pré-processamento nos dados originais. Os métodos
de pré-processamento mais utilizados consistem basicamente em centrar na média
ou auto-escalar os dados. No primeiro caso, calcula-se a média dos valores
experimentais para cada variavel e subtrai-se cada valor experimental do respectivo
valor médio. Auto-escalar significa centrar os dados na meédia e dividi-los pelo
respectivo desvio-padrdo, sendo um para cada variavel (Morgano, De Queiroz e
Ferreira, 1999; Ferreira, 2015).
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3.7.1 Métodos nao supervisionados

Os métodos néo supervisionados, também chamados de métodos de analise
exploratéria de dados, ndo utilizam informacdes a respeito das classes a serem
formadas nos calculos, ou seja, ndo ha preocupacéo de construir uma regra preditiva.
Sao métodos mais simples e ao mesmo tempo mais eficazes para o reconhecimento
de padrdes e classificacdo de amostras (Ferreira, 2015) a partir da analise visual dos
resultados experimentais. A analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a analise
de componentes principais (PCA) sao dois exemplos de métodos matematicos nao
supervisionados mais utilizados e que permitem a visualizacdo grafica de todo o
conjunto de dados, mesmo quando o nimero de amostras e variaveis € elevado
(Correia e Ferreira, 2007; Ferreira, 2015).

3.7.1.1 Analise por agrupamentos hierarquicos (HCA)

A HCA trata-se de um método adequado para descobrir “padrdes naturais” de
comportamento em um conjunto de amostras, agrupando-as em classes com base na
similaridade dos grupos de uma mesma classe e nas diferencas entre os membros de
classes diferentes. A finalidade € maximizar a homogeneidade interna, dentre os
grupos, e maximizar a heterogeneidade entre eles (Correia e Ferreira, 2007; Ferreira,
2015). Uma maneira de determinar o quanto um objeto é semelhante ao outro é
através do calculo da distancia entre eles, sendo a distancia Euclidiana (Equacao 1)

um exemplo de medida de distancia utilizado (Ferreira, 2015).

Equacao 1 Distancia euclidiana entre os pontos P = (p1, p2, ..... ,pn) e Q = (g1, g2,
..... ,qn), em um espaco euclidiano n-dimensional.

Fonte: Adaptado de Ferreira (2015).

A representacdo grafica obtida a partir da HCA é chamada de dendrograma
(Figura 15), um grafico bidimensional na forma de uma arvore hierarquica, em que os

ramos da arvore representam o grau de similaridade entre as amostras (Correia e
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Ferreira, 2007; Ferreira, 2015). As amostras podem ser agrupadas hierarquicamente
de duas maneiras distinas, de forma aglomerativa ou de forma distintiva. A HCA é um
meétodo aglomerativo, onde primeiro passo do processo considera cada objeto como
um grupo Unico (elemento unitario) e segue agrupando-os sistematicamente,
conforme a similaridade, até que todos os elementos formem um Unico grupo
(Ferreira, 2015).

Figura 15 Dendrograma formado por dez amostras, usando as menores distancias
entre 0s grupos como critério de agrupamento.

indice de similaridade
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2015).

Por ser uma técnica aglomerativa, assume-se inicialmente que cada amostra
representa um grupo separado e que, cada amostra representa um ponto em um
espaco multidimensional. Sendo assim, a distancia entre dois pontos é o parametro
utilizado para visualizar as amostras no dendrograma onde as amostras mais
préximas entre si sdo também as mais semelhantes em relacdo as variaveis
consideradas e as amostras mais distantes entre si sdo também as que apresentam
mais dissimilaridade entre as mesmas (Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999;
Ferreira, 2015).

80



3.7.1.2 Analise por componentes principais (PCA)

A PCA consiste em projetar os dados multivariados em um espaco de dimenséao
menor, reduzindo assim a dimensionalidade do espaco original do conjunto de dados
sem que as relacbes entre as amostras sejam afetadas (Figura 16). Com essa
metodologia ndo sé é possivel descobrir, visualizar e interpretar as diferencas
existentes entre as varidveis e avaliar as relacdes que podem existir entre as
amostras, mas também, detectar amostras que apresentem um comportamento
distinto, uma vez que com a projecao dos dados elas tendem a se tornar evidentes
(Ferreira, 2015). Assim, na PCA ocorre a transformacao da matriz de dados, com o
objetivo de representar as variacfes presentes em muitas variaveis, através de um
numero menor de “fatores”, também denominados de componentes principais (CP’s)
(Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999; Ferreira, 2015). Portanto, constréi-se um novo
sistema de eixos que sdo denominados rotineiramente de fatores, componentes
principais, variaveis latentes ou ainda autovetores, para representar as amostras, no
qgual a natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes.
Estas novas varidveis sdo obtidas em ordem decrescente de quantidade de
informacéo estatistica que descrevem, ou seja, a primeira componente principal
aponta a direcao de maior variacdo dos dados, a segunda, que é ortogonal a primeira,
aponta outra direcdo que descreve a maior variagéo restante dos dados e assim por
diante (Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999; Ferreira, 2015).

Com a utilizacdo da notacdo matricial, as componentes principais sao obtidas
por meio de transformacdes lineares conforme a equacdo: X P = T, onde,
matematicamente, ocorre a decomposi¢cdo da matriz principal ou matriz original dos
dados (X) em outras duas matrizes: a matriz de escores (T), a qual contém as
coordenadas das amostras no novo sistema de eixos; e a matriz de pesos/loadings
(P), onde os elementos de cada coluna correspondem aos coeficientes das
combinacdes lineares das variaveis originais. Entre as vantagens destas
transformacoes, além de poder escolher as variaveis originais mais importantes do
ponto de vista estatistico, esta o fato de que os ruidos experimentais podem ser
eliminados, uma vez que estes ndo estdo correlacionados com as informacdes
contidas na matriz de dados original (Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999; Ferreira,
2015).
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Figura 16 Representacdo grafica de trés grupos de amostras projetadas nas
componentes principais (CP’s) 1 e 2.
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2015).

Por fim, a PCA baseia-se na correlacdo entre variaveis agrupando aquelas que
estdo altamente correlacionadas. As colunas da matriz de loadings correspondem aos
autovetores da matriz de correlacéo (ou variancia e covariancia dependendo do pré-
processamento utilizado), enquanto os autovalores representam uma fracdo da
variancia total dos dados. Assim, cada componente principal descreve uma
porcentagem da variancia total dos dados (Morgano, De Queiroz e Ferreira, 1999;
Ferreira, 2015).

3.7.2 Métodos supervisionados

Os métodos de classificacdo, também de métodos supervisionados de
reconhecimento de padrdes, sdo eficazes quando o objetivo é construir um modelo
para classificar amostras desconhecidas. Sendo assim, nestes casos o foco é a
construgcdo de modelos de classificacdo em que a propriedade de interesse é
categorica (discreta), ao contrario dos métodos nao supervisionados, em que a
propriedade de interesse € continua. Nos estudos de classificacdo cada amostra é

descrita por um conjunto de medidas experimentais, ou “padrao”, e sao classificadas
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de acordo com uma propriedade de interesse. A determinagcédo da propriedade de
interesse ao atribuir uma amostra a sua respectiva classe chama-se de
‘reconhecimento” (FERREIRA, 2015).

Em se tratando das analises supervisionadas, uma série representativa de cada
classe das amostras € selecionada e para cada uma destas é definido um padréo a
partir das medidas experimentais coletadas. Esse grupo de amostras € denominado
“conjunto de treinamento”, uma vez que a propriedade de interesse, ou seja, a classe
a qual cada uma delas pertence ja é conhecida. A partir das informacdes das classes
do conjunto de treinamento, um modelo empirico ou uma regra de classificacdo é
construido e por isso sdo denominados supervisionados. Uma vez obtido o modelo
empirico, antes da sua utilizacdo devem ser realizados testes, preferencialmente com
amostras teste ou de validacao, a fim de verificar a capacidade do modelo de prever
com sucesso a classe das novas amostras (Ferreira, 2015).

Ademais, conforme a suposi¢cao utilizada para a construgdo do modelo, os
meétodos de classificacdo podem ser agrupados em duas categorias, sendo elas: 1)
Paramétricos: sdo métodos que assumem o conhecimento da funcdo de densidade
de probabilidade de cada classe. Consideram que as variaveis satisfazem a
distribuicdo normal e usam a homogeneidade da matriz de variancia-covariancia das
classes para definir e posicionar o hiperplano ou a regiao limitada de classificacdo; 2)
N&o paramétricos: sdo métodos em qua a distribuicdo dos dados de cada classe nao
€ conhecida, ndo pode ser estimada ou quando se sabe que a distribuicdo ndo é
normal. Geram discriminantes baseados na matriz dos dados e no conhecimento a
priore da classe de cada amostra, sem considerar qualquer informacao a respeito das

medidas estatisticas e de suas distribui¢cdes (Ferreira, 2015).

3.7.2.1 Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

A PLS-DA trata-se de um método supervisionado que modela a relacdo entre
os dados analiticos e 0s objetos das classes amostrais (De Maesschalck et al., 1999)
utilizando o método de regressdo denominado minimos quadrados parciais (PLS) (De
Maesschalck et al., 1999; Ferreira, 2015). Primeiramente, PLS é um modelo de
regressao bilinear e de um bloco e um vetor (X e y). Define-se que o bloco (X) contém

as respostas instrumentais medidas para uma série de amostras de referéncia,
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constituindo o conjunto de calibragdo cujas varidveis sdo designadas variaveis
independentes. O conjunto de vetores chamado variavel dependente contém os
valores de uma Unica propriedade de interesse de cada uma das amostras de
referéncia representado por y (Ferreira, 2015).

Para o método PLS, cada variavel latente que relaciona X e a propriedade de
interesse y, € obtida maximizando a covariancia entre os escores t, da matriz X, e y.
Os escores t tratam-se das novas coordenadas de uma amostra quando projetadas
no sistema de eixos das componentes principais. Assim, devido a definicdo dos
fatores uma otimizacao da decomposicao estd sendo realizada na direcao da previsédo

da propriedade y (Ferreira, 2015).

Figura 17 Representacao grafica dos resultados da classificacdo para o modelo PLS-
DA. Estdo incluidos: o limite entre as classes (0,0515) e os valores originalmente
atribuidos a cada uma delas (+1 e —-1).
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2015).

Por fim, para a PLS-DA, define-se que o bloco das variaveis dependentes do
conjunto de treinamento (Y) consiste de um conjunto de vetores (y) contendo nimeros
inteiros que codificam a classe da amostra, sendo um vetor para cada classe. Apés a
definicdo das variaveis dependentes o proximo passo a ser realizado é a construcao

do modelo utilizando o PLS, sendo identificadas e excluidas amostras atipicas e
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determinado o numero de fatores no modelo (De Maesschalck et al., 1999; Ferreira,
2015).

Os valores da variavel dependente estimado pelo modelo final (yi) ndo sao os
nameros inteiros atribuidos originalmente, mas valores reais que devem estar
proximos dos nameros originais. Esses valores devem ser definidos seguindo algum
critério como a regra de decisédo de Teorema de Bayes (De Maesschalck et al., 1999;
Ferreira, 2015). Por fim, montando um grafico dos resultados (Figura 17), confirma-se

a correta classificacdo das amostras (Ferreira, 2015).

3.7.2.2 Analise discriminante por maquina de vetores de suporte (SVM-
DA)

A SVM-DA consiste de um método de classificacdo binario, supervisionado,
nao linear e ndo paramétrico que tem como caracteristica principal a flexibilidade
ajustavel. Esse modelo busca encontrar a maior margem para separar diferentes
classes amostrais utilizando um algoritmo de aprendizado supervisionado a fim de
construir um hiperplano 6timo (fronteira de decisédo) (Figura 18). O algoritmo escolhe
aquelas amostras de treinamento que se encontram precisamente na fronteira entre
as duas classes como protétipos. Portanto, os vetores de suporte sdo encontrados
durante a fase de treinamento, sendo considerados os modelos de treinamento
realmente importantes para o0 modelo. Assim, os vetores de suporte sao utilizados
para definir qual sera o hiperplano (Belousov, Verzakov e Von Frese, 2002; Rani e
Athavale, 2015).

Cada instancia no conjunto de treinamento contém um valor final (isto €, os
rétulos de classes) e varios atributos associados com as variaveis observadas. O
objetivo do SVM é produzir um modelo (com base nos dados de treino) que prevé os
valores de destino dos dados de ensaio apresentados apenas os atributos de dados
de teste (Rani e Athavale, 2015).

Comparacdes detalhadas de diversos classificadores de conjuntos de dados
do mundo real tém mostrado que muitas vezes algoritmos de classificagdo muito
simples, como linear, analise discriminante logistica ou quadratica sdo capazes de
superar as abordagens de classificacdo mais novas e muito elaboradas. Em principio,

as abordagens mais flexiveis também s&o capazes de implementar limites de
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classificagdo simples como casos especiais, devendo, portanto, ser capaz de realizar,
pelo menos, igualmente bem. Mas o erro de generalizagdo en para um classificador
treinado em um numero limitado de N amostras geralmente excede 0 menor erro
possivel de generalizacdo €~ com um conjunto de treinamento infinito (ou muito

grande) (Belousov, Verzakov e Von Frese, 2002).

Figura 18 Principio da Maquina de vetores de suporte.

Hiperplano K
otimo ’

XX X

%, X Vetores de
Q) .
. suporte

X

Fonte: Adaptado de Rani e Athavale (2015).

Além do numero de amostras de formacdo, aumentar o erro Aen geralmente
depende no numero de dimensdes dos dados de entrada, o classificador (e,
eventualmente, os seus parametros de aprendizagem) e as distribuicdes das classes
a ser classificado (Belousov, Verzakov e Von Frese, 2002).

Um classificador mais flexivel precisa de mais exemplos de treinamento para
determinar os seus parametros e, portanto, para alcancar a mesma baixa AEn como
um classificador mais simples. Por outro lado, a sua flexibilidade permite a aprender
limites de decisdo mais complexos e, por conseguinte, chegar a um € inferior para
as distribuicbes de dados complicados. Assim, a escolha do classificador ideal nao
deve apenas ser determinada pela complexidade das distribuicbes de classe, mas
também pelo nimero disponivel de amostras de treino (Belousov, Verzakov e Von
Frese, 2002).
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4.CAPITULO 1: Cannabis sativa: A systematic
review of plant analysis







4.1 Manuscrito 1

O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico a ser submetido, conforme
referéncia abaixo, compreendido entre as paginas suprimidas 90 a 119. O
conteudo do artigo refere-se a uma revisao sistematica que inclui os artigos
encontrados na literatura no periodo de 2010 a agosto de 2016, referentes as

metodologias analiticas utilizadas para andlise da planta canabis.
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5.CAPITULO 2: Near infrared spectroscopy
combined with chemometrics for growth stage
classification of Cannabis cultivated in a
greenhouse from seized seeds







5.1 Manuscrito 2

O Capitulo 2 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, , compreendido entre as paginas suprimidas 124 a 139. O artigo descreve o
agrupamento por PCA e HCA, e a classificacdo por PLS-DA e SVM-DA de amostras
de canabis em trés periodos de crescimento distintos, através de andlise de NIRS.
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6. CAPITULO 3: Cannabis seizure in Brazil:
cannabinoids- and terpenoids profile, fibre- or
druqg type







6.1 Manuscrito 3

O Capitulo 3 é constituido por artigo cientifico em processo de preparacéo
para submissao, conforme referéncia abaixo, compreendido entre as paginas
suprimidas 143 a 165. O artigo descreve o perfil quimico de canabinoides e
terpenoides presente nas amostras de canabis através de analise por CG/EM e

tamném classifica as amostras em tipo fibra ou tipo droga.
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7.CAPITULO 4: Chemical Profiling and
Classification of Cannabis through Electrospray
lonization coupled to Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance Mass Spectrometry and
Chemometrics







7.1 Maniscrito 4

O Capitulo 4 é constituido por artigo cientifico submetido, conforme referéncia
abaixo, compreendido entre as paginas suprimidas 170 a 201. O artigo descreve um
perfil quimico de canabinoides utilizando o espectrometro de massas de altissima
resolucdo FT-ICR MS, que possibilitou a identificacdo de 123 canabinoides e
metabdlitos. Ainda, utilizando ferramentas quimiométrias a partir dos dados obtidos,
foi possivel obter uma tendéncia de agrupamento das amostras de canabis em 6
diferentes tempos de crescimento, além de uma adequada classificagdo por PLS-DA

desses 6 grupos.
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8. DISCUSSAO GERAL







A canabis é a droga ilicita mais consumida mundialmente e isto envolve muitas
questdes como saude, trafico, ilegalidade, violéncia e recreagcdo. Estudos tém
demonstrado que alguns constituintes da planta apresentam propriedades medicinais,
entretanto, 0s aspectos éticos e a relacdo custo e beneficio relacionada ao uso de
uma droga psicotropica como medicamento € fundamental e devem ser avaliados com
muita cautela, justificando a importancia da realizacdo de estudos cientificos que
envolvam maior conhecimento da planta, dos seus constituintes quimicos, além dos
efeitos que a utilizacdo da planta e a utilizacdo destes constituintes isoladamente
podem gerar sobre o organismo humano. Muita cautela se faz necessério quando se
trata do manejo de substancias psicotrépicas, e requer um balizamento entre risco,
beneficio e assimilacao cultural desta aplicacéo.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016) apontam que o
consumo da planta € mais comum em paises desenvolvidos, isto porque ndo se tem
bons dados sobre a prevaléncia de uso da canabis em paises em desenvolvimento.
Indicios apontam um aumento na prevaléncia em casos de dependéncia de canabis
entre 2001 e 2010 em todo o mundo, apresentando um conjunto de fenémenos
comportamentais, cognitivos e fisiologicos que se desenvolvem em decorréncia do
uso repetitivo da planta. H4 também um crescente e grande aumento na demanda por
sistemas de tratamento de dependéncia para disturbios devido ao uso da canabis em
varios paises de alta renda e em alguns paises de média e baixa renda (UNODC,
2016; WHO, 2016).

Uma vez que a poténcia da canabis é determinada em % de AS-THC
quantificada na planta, alguns testes toxicoldégicos podem apresentar limitacdes nas
analises desta determinacao devido as caracteristicas quimicas dos canabinoides. As
altas temperaturas utilizadas tanto para injecdo da amostra como para a separacao
dos compostos na CG podem levar a degradacédo do A®-THC por oxidagédo, formando
o CBN, ou por isomerizagao, gerando o A8-THC. Uma vez que na CL néo ha utilizacdo
de temperaturas elevadas, nesta técnica é possivel analisar os canabinoides neutros
(ex.: A°-THC) presentes na planta e também os seus precursores acidos (ex.: THCA).
Assim, além do elevado numero de diferentes canabinoides presentes na amostra, as
semelhancas nas estruturas quimicas destes compostos tornam necessarias analises
mais demoradas para obter uma boa separagéo cromatografica dos analitos. Por isso,
em uma analise toxicologica de canabis, em que se objetiva quantificar um ou mais
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canabinoides, determinar a poténcia da planta ou ainda, a razdo A%>-THC/CBD, uma
gama de padrdes analiticos € necessaria, além da validacdo de métodos analiticos
eficientes de diferenciacdo e um amplo conhecimento dos canabinoides por parte do
toxicologista analista.

O conhecimento sobre o crescente aumento da poténcia da candbis apreendida
nos Estados Unidos, em varios paises da Europa, Nova Zelandia e Austrélia
(Mehmedic et al., 2010; Cascini, Aiello e Di Tanna, 2012; De Backer et al., 2012; Swift
et al., 2013; UNODC, 2016; WHO, 2016) corrobora com os fatos anteriormente
mencionados, uma vez que 0s problemas de saude relacionados ao uso da planta
estdo diretamente relacionados com a sua poténcia. Até o momento ndo ha
informacBes sobre a poténcia da canabis relacionadas as apreensfes feitas na
Ameérica do Sul, muito menos no Brasil, embora o Brasil tenha realizado operacdes
para erradicacdo da planta no Paraguai e no nordeste brasileiro em 2013,
apreendendo cerca de 222 toneladas de canabis em territorio nacional (UNODC,
2015).

Embora haja um crescente aumento nas toneladas de apreensdes de canabis
realizadas no Brasil, a remessa de sementes de candbis em pequenas quantidades
através de empresas de transporte parece ser uma nova forma de trafico internacional
de drogas. No entanto, até a realizacdo deste trabalho havia completa falta de
conhecimento do perfil qguimico, da poténcia e da razdo A%>-THC/CBD na droga que é
utilizada ilegalmente no pais. Por isso, para produzir as informac¢des contidas neste
estudo a respeito da candabis presente atualmente no Brasil, foram utilizadas sementes
de canabis apreendidas pela PF no estado do Rio Grande do Sul.

Além do perfil quimico, outro objeto de interesse ao analisar um determinado
grupo de amostras de apreenséo trata-se da obtencéo de padrées de agrupamento e
de classificacdo das amostras. A analise e a correta interpretacdo de padrdes
especificos, no ambito da toxicologia forense, além de auxiliar na caracterizacéo de
um determinado grupo amostral, podem fornecer elementos para que sejam tragadas
rotas de tréfico, criar vinculos especificos entre fornecedores e usuarios, padrdes de
distribuicdo de drogas, e a origem das amostras. Assim, ferramentas quimiometricas
compreendem um conjunto de analises computacionais que envolvem matematica e
estatistica que podem ser aplicadas em dados quimicos. Para que seja investigado
um padréo de agrupamento ou classificacao, primeiramente deve-se determinar um
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ou mais fatores determinantes para gerar tal padrdao. A elevada variabilidade
intrinseca (sementes com diferentes marcas, variedades, quimiotipos e géneros) do
grupo amostral em estudo levou a escolha de uma variavel que estivesse passivel de
ser controlada durante o estudo: o “periodo de crescimento” das amostras. As
informacdes obtidas pela analise de reconhecimento de padrdes atraves da variavel
escolhida, podem reunir informacdes sobre periodo de cultivo da planta e a partir
destas, estabelecer uma ligacédo entre o local de cultivo, as sementes traficadas e
rotas de trafico.

Em um primeiro passo, o plantio das sementes de canabis foi realizado sob
condicdes controladas, em uma estufa artesanal montada no laboratério do Setor
Técnico Cientifico da Superintendéncia de Policia Federal no Rio Grande do Sul. As
amostras em questéo, foram plantadas para realizar a comprovacao da presenca de
A®-THC e outros canabinoides nas amostras a fim de efetivar a prova pericial pelos
peritos federais. Simultaneamente as amostras foram utilizadas nesta pesquisa.
Sendo assim, os “periodos de crescimento” foram determinados em parte pelos
pesquisadores do estudo, porém, uma vez que essas amostras faziam parte de
apreensodes realizadas pela PF, havia também a necessidade do cumprimento de
prazos dos laudos periciais. Devido a dificuldade e demora no processo de aquisicao
de padrdes analiticos de substancias proscritas no pais, nao foi possivel determinar a
poténcia da droga neste trabalho. No entanto, as trés diferentes técnicas analiticas
utilizadas permitiram a obtencao de informacdes relacionadas ao perfil quimico da
canabis sob diferentes aspectos.

A EM é uma técnica com desempenho analitico que apresenta como vantagens
importantes os limites de deteccdo muito baixos e a identificacdo das substancias
presentes na amostra. Porém, rotineiramente a EM exige o preparo prévio das
amostras para analise, como a utilizacdo de uma técnica adicional para a ionizacédo
dos compostos a serem analisados. Além disso, hd um maior custo de andlise e da
manutencdo dos equipamentos, necessidade de treinamento de pessoal técnico
qualificado para realizacdo das analises, a destruicdo das amostras durante as
analises e a imposicao da amostra ser analisada em um laboratorio fixo. O FT-ICR
MS atualmente € considerado o0 equipamento com maior poder de resolugcdo e

exatiddo de massa fornecendo a identificagdo inequivoca dos compostos presentes
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até mesmo em amostras mais complexas. Entretanto, apresenta elevado custo de
anélise e manutencao mais complexa.

Em analises realizadas por FT-ICR MS as amostras séo injetadas diretamente
no analisador de massas, sem que ocorra a prévia separacdo dos compostos. Em se
tratando dos canabinoides, essa técnica possibilitou a identificacdo de uma ampla
gama de compostos da classe. No entanto, um limitante da técnica para a andlise de
canabinoides é o fato deste grupo de compostos apresentar muitos isbmeros, o que
leva a atribuicdo de mais de um canabinoide para um determinado sinal. Sendo assim,
os dados obtidos por FT-ICR MS, apresentaram uma boa, porém nao totalmente
correta, classificacdo e uma tendéncia de formagéo de grupos nos diferentes tempos
de crescimento da canabis.

A técnica de CG, que tem como principio basico a separacdo de compostos
volateis, acoplada a um EM, possibilitou a identificacdo de alguns canabinoides e
terpenoides presentes nas amostras, mesmo que sem a disponibilidade de padrdes
analiticos. No entanto, os dados obtidos por esta técnica ndo foram suficientemente
robustos para suportar a utilizacao de ferramentas quimiométricas que obtivesse uma
adequada interpretacdo dos diferentes tempos de crescimento da candbis. Uma
justificativa para a ndo obtencdo dos padrdes de crescimento é a auséncia e/ou
presenca de um mesmo composto em determinadas amostras, que fazem parte de
um mesmo grupo de tempo de crescimento. Alguns fatores que podem ter levado ao
quadro apresentado acima podem ser devido a utlizacdo de metodologia
parcialmente validada, devido a falta de padrdes analiticos quantitativos, ou a
necessidade de um grupo amostral muito maior do que o estudado, para que a
variabilidade intrinseca das amostras nao seja mais significativa do que a variabilidade
dos compostos nos diferentes tempos de crescimento.

No Brasil, ndo ha distincéo legal das amostras de canabis em tipo fibra ou tipo
droga, como ocorre em varios paises do mundo, uma vez que a Portaria n2 344/98
enquadrava até pouco tempo como substancia proscrita o A°-THC juntamente com
seus isbmeros e suas variantes estereoquimicas. No entanto, desde 2015 um dos
canabinoides presentes na canabis, o CBD, saiu da lista de substancias proscritas e
atualmente faz parte da lista de substancias sujeitas a controle especial. Com base
nesta nova determinacao legal, é possivel que a restricdo ao quimiotipo com alto teor
de CBD possa ser revisto e que a diferenciagéo entre plantas do tipo droga ou tipo
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fibra torne-se um novo quesito exigido aos laboratérios forenses. As analises
realizadas por CG/EM possibilitaram a diferenciacdo da canébis em tipo fibra ou tipo
droga, uma vez que essa determinacao pode ser realizada calculando a area do pico
no cromatograma do A°-THC, somada a area do pico no cromatograma do seu
produto de degradacdo CBN, quando este estiver presente, dividida pela area do pico
do cromatograma do CBD. Além disso, uma outra justificativa de extrema importancia
para se avaliar a proporgdo de A°-THC e CBD nas amostras de canabis é em virtude
dos efeitos relacionados ao uso da canabis estarem relacionados, principalmente, na
razao destes dois canabinoides, uma vez que os efeitos do A%-THC sdo modulados
pelo CBD. A eficiéncia de separacédo oferecida pela CG, acoplada a identificacdo dos
compostos utilizando EM, também possibilitou que fosse avaliada e realizada uma
caracterizacdo de um perfil quimico de canabinoides e terpenoides presentes nas
amostras de canabis. Ressalta-se ainda a importancia das andlises realizadas em
CG/MS por ser esta a metodologia analitica disponivel em todas as unidades de
pericia da PF.

Cada vez mais tem sido discutido sobre a importancia das tecnologias
modernas em investigagdes forenses, uma vez que com desenvolvimento de novas
tecnologias estdo surgindo também novas possibilidades para realizacdo de anélises
robustas e in loco, utilizando equipamentos portateis, sem a necessidade de utilizar
um ambiente controlado como o laboratorio além de fornecer o resultado de uma
andlise em tempo real. Os beneficios das analises in loco e em tempo real nas
investigacOes forenses sao inumeros. Por exemplo, uma vez que a qualidade das
analises in loco seja garantida em todos 0s momentos, esses resultados podem ser
utilizados como provas no tribunal, aumentando a velocidade e eficacia do sistema de
justica criminal. Como exemplo disso a NIRS trata-se de uma técnica analitica de
rapida realizacdo, praticamente sem necessidade de preparo da amostra e que pode
ser amplamente utilizada para analisar amostras que apresentem grupos funcionais
organicos.

Face ao exposto, a terceira técnica utilizada para analisar as amostras de
canabis foi a NIRS. Esta técnica, diferentemente das duas anteriores, ndo possibilita
a identificacdo de compostos em amostras mais complexas, como a canabis, uma vez
que o0 seu principio é a obtencdo de espectros das interagfes das radiacdes
eletromagnéticas com moléculas ou particulas. Devido a necessidade da utilizagéo de
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ferramentas quimiométricas na interpretacdo visual dos espectros de infravermelho
proximo, antes da utilizacdo rotineira da NIRS modelos estatisticos devem ser
previamente construidos possibilitando realizar a classificacdo das amostras
matematicamente a partir dos dados quimicos obtidos.

Outro fator importante da técnica NIRS é a andlise ndo destrutiva da amostra e
ndo invasiva, apresentando-se eficiente e viavel em analises forenses. Por uma
questao de principio cientifico, ético e legal, em se tratando de analises forenses, ha
a necessidade por parte dos peritos de realizarem analise das amostras por eles
trabalhadas por mais de uma técnica analitica, com diferentes principios de analise.
A quimiometria acaba se tornando uma ferramenta quase que obrigatéria para
interpretacdo de dados obtidos por NIRS. Embora os espectros obtidos através das
analises das amostras de canabis tenham apresentado informacdes bem
generalizadas sobre as amostras, quando aplicada a quimiometria no banco de dados
gerado, foi possivel obter um agrupamento eficaz, além da classificacdo 100% correta
para todos os grupos de tempo de crescimento analisados.

Como possiveis aplicacfes do trabalho desenvolvido podem ser citadas:

1 Aplicacdes do estudo do perfil quimico da canabis por CG/EM:

1.1 Distinguir as amostras de canabis em tipo fibra ou tipo droga;

1.2 Determinar a razéo de A°-THC/CBD presente na candbis;

1.3 Caracterizar o perfil quimico de canabinoides presente na canabis;

1.4 Caracterizar o perfil quimico de terpenoides presente na canabis;

1.5 Criar banco de dados de amostras de diferentes apreensdes.

2 Aplicagbes do estudo do perfil quimico da canabis por FT-ICR MS:

2.1 ldentificacdo de uma ampla gama de canabinoides ndo obtida em outras

técnicas analiticas com altissimo poder de resolucéo e exatidao;

2.2 Criar banco de dados de amostras de diferentes apreensdes.

3 Aplicagbes do estudo do perfil quimico da canabis por NIRS:

3.1 Desenvolvimento de um modelo de agrupamento de amostras de canabis

por PCA, conforme seus diferentes periodos de crescimento;

3.2 Desenvolvimento de um modelo de classificacdo de amostras de canabis

por SVM-DA, conforme seus diferentes periodos de crescimento;

3.3 Utilizagdo de NIRS portatil, instrumento que permite analizar amostras de

canabis in loco.
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3.4 Criar banco de dados de amostras de diferentes apreensdes.

4. Obtencao de dados quimicos sobre as amostras de canabis apreendidas no pais,
desconhecidos até o momento.
5. Gerar dados que possam vir a servir como subsidio para:

5.1 A policia brasileira: no desenvolvimento de novas técnicas que possibilitam
obter padrdes de classificacdo das amostras apreendidas;

5.2 Profissionais da saude: como banco de dados informativo sobre os
constituintes quimicos presentes nas amostras dessa droga, aos quais 0S usuarios
estdo expostos quando fazem uso da canabis;

5.3 Comunidade cientifica: na divulgacéo dos dados sobre amostras de canébis
apreendidas no Brasil, uma vez que nado existiam essas informac¢des até o momento;

5.4 Orgédos governamentais e politicos do pais: no fornecimento de dados sobre
amostras de canabis apreendidas no Brasil, uma vez que atualmente ocorrem
inUmeras discussdes a respeito da legalizacdo, ou nado legalizacdo da droga no pais.

5.5 Populacdo em geral: apresentando dados reais sobre as amostras de
candbis apreendidas no Brasil que possibilitem melhor entendimento sobre as causas
e consequéncias da utilizacao desta droga.

Desta forma, os dados gerados com o desenvolvimento deste estudo
possibilitaram a identificacdo e o conhecimento do perfil quimico das amostras de
candbis apreendidas no estado do Rio Grande do Sul. Salienta-se a importancia deste
estudo especialmente para 0 nosso grupo de pesquisa do Laboratério de Toxicologia
(LABTOXICO), contribuindo para o seguimento e a ampliagdo de uma linha de
pesquisa sobre amostras de apreensfBes, métodos de deteccdo e identificacéo,
métodos de agrupamento e classificacdo de amostras e analises quimicas em

amostras brutas com finalidade forense (Mariotti et al., 2014; Ortiz et al, 2014).
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9. CONCLUSOES







O plantio de sementes de canabis apreendidas pela PF no estado do Rio
Grande do Sul permitiu a realizacdo de um estudo inédito de perfil quimico destas
amostras, uma vez que nao havia dados referentes a esse tipo de droga encontrada
no Brasil publicados anteriormente. As diferentes metodologias de analise quimica
(NIRS, FT-ICR MS e CG/EM) aplicadas neste trabalho permitiram a analise de
amostras de canabis que forneceram dados sob diferentes aspectos, todos eles
fornecendo informacdes relevantes em toxicologia.

O método utilizado por CG/EM permitiu a obtencdo do perfil dos canabinoides
e terpenoides presente nas amostras de candbis, distinguir as amostras em tipo fibra
ou tipo droga ou determinar a proporcdo de A%-THC/CBD. O método utilizado por
NIRS, PCA e HCA permitiu agrupar as amostras de canabis conforme o seu periodo
de crescimento e o método utilizado por NIRS, PLS-DA e SVM-DA permitiu classificar
as amostras de canabis conforme o seu periodo de crescimento. O método utilizado
por FT-ICR MS possibilitou a obtengédo da metabolémica da planta.

Visto as lacunas nos estudos sobre drogas brutas, em conjunto com o aumento
no volume de apreensdes de sementes de canabis no Brasil, a banalizacdo e o
aumento progressivo no nimero de usuarios de canabis que vem ocorrendo no pais
além das discussdes em torno da legalizacdo ou ndo da droga no pais, esse estudo
trouxe como resultado fundamental dados inéditos relativos as amostras de canabis
utilizadas de forma ilicita no pais. Essas informacGes foram obtidas a partir das
analises quimicas realizadas, em conjunto com o estudo e a interpretacdo do banco
de dados gerado através dos constituintes quimicos presentes nas amostras de
canabis que foram apreendidas no estado do Rio Grande do Sul. Tudo isso foi
realizado através da revisdo e compilacdo de dados da literatura bem como de

desenvolvimento e aplicacdo de métodos analiticos e quimiométricos eficientes.
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