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RESUMO

Os canabinoides sé@o substancias quimicas encontradas exclusivamente na Cannabis
sativa L. (canabis). Possuem grande relevancia farmacologica e toxicolégica, sendo a
canabis e seus produtos derivados as drogas de abuso mais consumidas mundialmente.
O procedimento adotado por 6rgaos periciais brasileiros para caracterizacdo de amostras
de canabis consiste na deteccdo de A°- tetraidrocanabinol (THC), o canabinoide ao qual
sdo atribuidos os efeitos psicotomiméticos. Entretanto, a identificacdo de outros
canabinoides fortalece a caracterizacdo de amostras, além de possibilitar estudos sobre
o perfil de drogas de apreensédo, que podem ser aplicados com fins criminalisticos na
investigacao da origem e distribuicdo desses produtos. Nesse trabalho, foi realizada uma
avaliacdo do perfil qualitativo de canabinoides presentes em material vegetal de
amostras compartilhadas pela Policia Federal Brasileira. As amostras eram provenientes
de material compactado comercializado ilegalmente, operacbes de erradicagdo de
plantacdes clandestinas e do cultivo indoor de sementes apreendidas. Para identificacédo
simultanea de oito canabinoides majoritariamente presentes em amostras de canabis,
foram desenvolvidos métodos de cromatografia liquida acoplada a espectroscopia no
ultravioleta (HPLC-UV) e espectrometria de massas sequencial por injecao de fluxo (FIA-
MS/MS). A composi¢do das amostras avaliadas nas analises de HPLC-UV vai ao
encontro das tendéncias descritas para drogas de abuso consumidas atualmente, sendo
o THC o canabinoide mais presente. O perfil de fragmentacdo do THC e de outros
canabinoides foi avaliado por FIA-MS/MS com ionizagcédo por eletrospray nos modos
positivo e negativo (ESI(£)). Foi possivel distinguir espécies isbmeras de canabinoides
aplicando ESI(-), devido a diferencas nos perfis de fragmentacdo. Adicionalmente, com
auxilio de ferramentas quimiométricas, foram elaborados modelos de classificacdo de
amostras a partir dos dados obtidos por FIA-ESI(-) MS/MS, que se mostraram aplicaveis

para distingdo dos diferentes tipos de amostras avaliadas.

Palavras-chave: Candabis, Canabinoides, Cromatografia Liquida, Espectrometria de

Massas.






ABSTRACT

Cannabinoids are chemical substances found exclusively in Cannabis sativa L. They are
of great pharmacological and toxicological relevance since cannabis and its derived
products are the most widely consumed drugs of abuse in the world today. The detection
of A°-tetrahydrocannabinol (THC), the cannabinoid to which psychotomimetic effects are
attributed, is the procedure adopted by Brazilian forensics for the characterization of
cannabis samples. However, the identification of other cannabinoids could lead to a more
robust sample characterization and enable studies on seized drugs profile as well, which
could be both applied for forensic purposes in the investigation of the origin and
distribution of illegal cannabis. This work presents an evaluation of the qualitative profile
of cannabinoids present in plant material from samples shared by the Brazilian Federal
Police. The samples came from compacted material traded illegally, operations to
eradicate clandestine plantations and indoor cultivation of seized seeds. Liquid
chromatography coupled with ultraviolet spectroscopy (HPLC-UV) and flow injection
analysis tandem mass spectrometry (FIA-MS/MS) methods were developed to
simultaneously identification of eight major cannabinoids in cannabis samples. The
cannabinoid profile evaluated in the HPLC-UV analyzes meets the trends described for
this kind of drug, with THC being the most present cannabinoid. The mass fragmentation
profile of THC and other cannabinoids were evaluated by FIA-MS/MS with electrospray
ionization operating in positive and negative modes (ESI(z)). It was possible to distinguish
isomeric cannabinoids by applying ESI(-) due to differences in fragmentation profiles.
Additionally, using chemometric tools, sample classification models were elaborated from
the data obtained by FIA-ESI(-) MS/MS, which proved to be suitable to distinguish the

different types of samples evaluated.

Keywords: Cannabis, Cannabinoids, Liquid Chromatography, Mass Spectrometry.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Prevaléncia de consumo de substancias ilicitas entre brasileiros de 12 a 65

anos, POr tiPO € SUDSTANCIA. .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 28
Figura 2. Estrutura quimica de canabiNOides. ..........ccoooeeiiiiiiiiiiiii e 29
Figura 3. Quantidades de maconha apreendidas, em toneladas, de 1995 a 2018. ...... 34
Figura 4. Esquema das principais etapas de um espectrometro de massas. ............... 39

Figura 5. Espectros de absor¢édo dos canabinoides, medidos em solu¢des metandlicas
a 20 pg/mL, entre 200 € 400 NIM. ..uuiiiii i e e e e e e e e e e e e e e e a7
Figura 6. Esquema ilustrativo do gradiente definido para o método de separacao de
canabinoides por cromatografia lHQUIda.............ccuviiiiiiiiiii e 48
Figura 7. Cromatograma de solucao de padrdes de canabinoides a 20 pug/mL obtido
durante desenvolvimento de método por HPLC-UV, com correcéo da linha de base... 49
Figura 8. Frequéncia de identificacdo dos canabinoides nas amostras. ....................... 53

Figura 9. Diagrama ilustrativo da quantidade de amostras do grupo M contendo CBN,

I (O = I [ 54
Figure 10. Representative scheme of the main cannabinoids of each subclass. .......... 63
Figure 11. CBG standard solution FIA-ESI(x) MS experiments. (A) ESI(-) TIC; (B) ESI(-)
combined MS spectra; (C) ESI(+) TIC; (D) ESI(+) combined MS spectra. .................... 68
Figure 12. Combined spectra of FIA-ESI(+) MS/MS experiments. (A) CBGA; (B) CBDA;

(C) THCA,; (D) CBN. ..iiitiiiiiiiee e e ettt e e ettt e e e e e e e e e st e e e e e e e e s ssnnsbsneeeeeaeeeanans 70
Figure 13. Combined spectra of FIA-ESI(+) MS/MS experiments. (A) CBG; (B) CBD; (C)
THC; (D) AB-THC ...ttt e et en et n e eeeean s 71

Figure 14. Combined spectra of FIA-ESI(-) MS/MS experiments. (A) CBG; (B) CBGA. 72
Figure 15. Combined spectra of FIA-ESI(-) MS/MS experiments. (A) CBD; (B) THC; (C)

DB-THC . ..o e e et e e et e et e e e e e e et e e e et e e e abr e e e araea e 73
Figure 16. Combined spectra of FIA-ESI(-) MS/MS experiments. (A) CBDA,; (B) THCA.

...................................................................................................................................... 74
Figure 17. Combined spectra of CBN by FIA-ESI(-) MS/IMS. ..., 75

Figure 18. Exploratory analyses obtained from FIA-ESI(-) MS/MS results of isolated
and mixed cannabinoid StanNdards..............ouuuiiiiie e 76
Figure 19. FIA-ESI(-) MS/MS spectra of precursor ions in sample T1. (A) m/z 315; (B)
m/z 313; (C) m/z 357; (D) m/z 309; (E) M/Z 359.......ciiiiiiiiieieiie e 77



Figure 20. FIA-ESI(-) MS/MS spectra of precursor ions in sample T2. (A) m/z 315; (B)

m/z 313; (C) m/z 357; (D) m/z 309; (E) M/Z 359......cccoiiiiiiie e 78
Figure 21. FIA-ESI(-) MS/MS spectra of precursor ions in sample T3. (A) m/z 315; (B)
m/z 313; (C) m/z 357; (D) m/z 309; (E) M/Z 359......ccoiiiiiiie e 79
Figure 22. FIA-ESI(-) MS/MS spectra of precursor ions in sample T4. (A) m/z 315; (B)
m/z 313; (C) m/z 357; (D) m/z 309; (E) M/Z 359.......cooriiiiiieee e 80
Figure 23. FIA-ESI(-) MS/MS spectra of precursor ions in sample T5. (A) m/z 315; (B)
m/z 313; (C) m/z 357; (D) m/z 309; (E) M/Z 359......ccoiiiiiiiei e 81

Figure 24. Sample prediction (PLS-DA). .....ccooiiiiiiiie e e e e eeeanns 84



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 17
2 OBJETIVOS . . e e e 21
2.1 OBJIETIVO GERAL ....ciiittittieteeeeeeaessittteeeeeaee e e s s s sbbeteeeeeaeeaesassssbbbeeeeeaeeessannnssbnneeeeeeas 23
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS . ..tttttitettiiiiittiteteeeeeassssssssssseeeseaessasassssssseseesaeessssnnsssssseeesees 23

3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 25
3.1 CANNABIS SATIVA LINNAEUS . ...ccttiieeiiiiiiiiiiiteeeeeeeeessiitteeeeeeeeesesssnnnssaeeeeeeeeeessnnnnnenes 27
3.2 REGULAMENTAGAO DO USO TERAPEUTICO E RECREATIVO ..cevveeeeiiiiiiiiiieeeeeeeessssnnnnens 31
3.2.1 Legislagdo Drasileira ...........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii 32

3.3 ANALISES QUIMICAS DA PLANTA E SEUS DERIVADOS......ccuuiiitieiieeieeieeeieetneeeneeenneennns 34
3.3.1 MS APLICADA A CANABINOIDES .....uuittittuneeeettiaeeeeetuaeeeessanseeeessansaaeessnaeaeesnnnaaaeees 39

4 CAPITULO I. PERFIL QUALITATIVO DE CANABINOIDES POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFECIENCIA ......coviivieeeeceeeeeeeee e 41
I | N =T 1o @ 43
4.2 MATERIAIS E METODOS ....cctttueaetttiaeaeettaaeaeetuaaaeessanaeaesssaaeeessansaaeessanaeaeesnanseeeesnnns 44

4.2.1 PAdrOES € @MOSIIAS ....cceveieiiiiiiie e e e e eeeeeitiis e e e e e e e e eeaeeaa s e e e e s eeeeassnnneeeeeeeeenenes 44
4.2.2 METOUOIOGIA. ... ettt 44
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAD ... iiittineieeitiiaeeetttaeeaettiaaeeeetasaeeeesan s e aeessnnaeaeesnanaeeeesnnns 46
4.3.1 OtimizaGao dO MELOAOD ........uvvuiiiii e e e e e eaaans 46
4.3.2 Analise simultanea de canabinoides nas amostras...........cccccvvvevunenrnnnnnnnnnnns 50
4.4 CONCLUSOES ....uiiiittieeeeeete e e e ettt e e et et e e e e et e e e e et e e e e et e e e e et bt e e e esba e e e eenaa e e e eennnns 54

5 CAPITULO Il. FRAGMENTATION OF CANNABINOIDS BY FLOW INJECTION

ANALYSIS TANDEM MASS SPECTROMETRY ..ouetie et 57

. M ANUS CRITO ettt ettt e et e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rererere e aeanaens 59
B DISCUSSAD GERAL oo e 89
7 CON CLUSOES ...ttt ettt ere e 95

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooi i et 99






1 INTRODUCAO







A canabis (Cannabis sativa Linnaeus) é a planta que da origem a uma série de
preparacdes, como a maconha, feita a partir das suas partes aéreas secas e prensadas,
e 0 haxixe, uma resina concentrada, de consumo predominante no Oriente Médio e
Sudeste Asiatico. E uma planta muito controversa, cujo uso é historicamente relatado em
diversas regides do mundo para fornecer fibras para fiacédo, tecelagem, papel, sementes
para alimentacdo humana, em rituais religiosos e como remédio para tratamento de
diferentes patologias (HARTSEL et al., 2016).

Os chineses foram os primeiros a consumir canabis com fins medicinais, por volta
de 2700 a.C., para alivio de dor, espasmos musculares, convulsdes, epilepsia, asma e
reumatismo, sendo que existem evidéncias do uso terapéutico de canabis também entre
assirios, citas, indianos, persas e egipcios (HUESTIS, 2002; ZUARDI, 2006). Por volta
de 800 d.C. foi introduzida na Europa Ocidental, de onde foi levada ao continente
americano pelos colonizadores (PAIN, 2015; PERTWEE, 2014). A partir da segunda
metade do século XX, o consumo de canabis com fins recreativos se disseminou entre
0s jovens. Tornou-se uma droga de abuso com grande importancia na cultura ocidental
devido a suas propriedades de alteracdo de humor, e é atualmente a droga psicotrépica
mais difundida no mundo (UNODC, 2019).

A canabis é classificada como droga perturbadora do sistema nervoso central
(SNC), apesar de possuir acdo depressora em altas doses. Esses efeitos perturbadores
sdo atribuidos predominantemente ao A°-tetraidrocanabinol (THC), principal substancia
relacionada aos efeitos psicoativos de canabis. Mesmo com a movimentacdo atual em
torno da regulamentacdo do uso terapéutico de canabis em alguns locais, o uso
recreativo é proibido na maioria dos paises — o que ndo impede que ocorram
significativos avanc¢os no mercado ilegal.

Em relacdo ao cultivo da planta, observa-se um aumento na poténcia (teor de
THC) da canabis nas ultimas décadas, através da utilizacao de linhagens geneticamente
selecionadas para este fim, ou pela producédo exclusiva de plantas femininas, que
acumulam mais metabolitos quando néo fertilizadas (MEHMEDIC et al., 2010). Isso
aumenta o potencial de causar dependéncia da canabis consumida atualmente, que é
capaz de causar euforia, transtornos psicoldgicos, sindrome de abstinéncia e tolerancia
(HUESTIS, 2002; SOLYMOSI; KOFALVI, 2017).

Apesar de os efeitos psicoativos estarem relacionados aos canabinoides, ha
centenas de outros compostos ja identificados na canabis, entre alcanos, agucares,

compostos nitrogenados, acidos graxos, flavonoides, fenilpropanoides, esteroides e
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terpenos. Os canabinoides sé&o terpenofenois encontrados exclusivamente na Cannabis,
chamados também de fitocanabinoides para diferenciacdo entre os ligantes de
receptores de canabinoides enddgenos (anandamida e 2-araquidonoilglicerol), e dos
canabinoides sintéticos, como nabilona e dexabinol (HANUS et al., 2016; SOLYMOSI;
KOFALVI, 2017).

Os fitocanabinoides séo biossintetizados como acidos, e por descarboxilacao ndo
enzimatica sdo produzidas formas neutras. Dessa forma, o precursor do THC é o acido
tetrahidrocanabindlico (THCA), que por a¢do do calor perde sua carboxila e da origem
ao canabinoide neutro THC. Por sua vez, o THC pode ser degradado a canabinol (CBN)
na presenca de oxigénio, ou, quando exposto ao calor, convertido a seu isdmero A8-
tetraidrocanabinol (A8-THC), considerado mais estavel termodinamicamente (HARTSEL
etal., 2016). Portanto, ndo € somente o THC que esta relacionado a poténcia da canabis,
sendo que os compostos relacionados a sua origem e degradacao também devem ser
considerados.

Atualmente, o procedimento adotado pela Policia Federal Brasileira (PFB) para
caracterizacdo de candbis (em amostras de apreensdo como maconha e haxixe) é por
testes de deteccédo de THC (BORILLE et al., 2017a). No entanto, a presenca de outros
canabinoides fortalece essa caracterizacdo, e uma identificacdo quimica mais
abrangente possibilitaria a identificacao de perfis quimicos que podem ser utilizados em
estudos criminalisticos para determinar a origem e padrdes de distribuicdo de drogas.

No que diz respeito as analises quimicas para identificacdo e/ou quantificacédo de
canabinoides em material vegetal, diversas metodologias podem ser aplicadas. Testes
colorimétricos e imunoenssaios sdo usados como métodos presuntivos, e a
cromatografia em camada delgada é extensivamente aplicada para andlises
preliminares. Em um manual editado pela United Nations Office on Drugs and Crime
(UNODC) em 2009 com métodos recomendados para analises confirmatérias, constam
técnicas validadas de cromatografia em fase gasosa (GC) e liquida (LC) para
identificacédo de canabis e seus produtos.

Para a quantificacdo individual de canabinoides acidos e neutros por GC, é preciso
realizar uma derivatizacdo prévia, com o objetivo de impedir a conversdo de THCA a
THC, devido as altas temperaturas inerentes a essa técnica. Ja por LC, a determinacao
real de espécies neutras e acidas de canabinoides pode ser realizada diretamente, pois
€ realizada a temperatura ambiente. Atualmente, as metodologias por LC buscam

caracterizar as amostras de forma ampla, avaliando uma maior diversidade de
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canabinoides. Para isso, podem ser acoplados detectores de espectroscopia no
ultravioleta (UV), que apresentam alta robustez e bons resultados, e estdo comumente
presentes em laboratdrios de analises quimicas. Também podem ser acoplados
detectores de espectrometria de massas (MS), que sao universais e apresentam grandes
sensibilidade e especificidade (CLARKE, 2017).

Tendo em vista o cenario atual da planta e seus produtos, este trabalho integra
uma pesquisa continuada acerca do perfil quimico de amostras de canabis apreendidas
pela PFB. Em nosso grupo de pesquisa temos um conjunto diversificado de trabalhos
envolvendo analises quimicas de Cannabis. J& foram publicados estudos realizados a
partir do cultivo de sementes apreendidas, utilizando GC (MARIOTTI et al., 2016),
espectroscopia no infravermelho préximo (BORILLE et al., 2017b) e espectrometria de
massas por ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (FR-ICR MS)
(BORILLE et al., 2017a); além de uma revisédo acerca dos métodos de analise de planta
(BORILLE et al., 2017c). Também estdo em andamento trabalhos com métodos
bioanaliticos para monitoramento do uso de candbis por condutores a partir de amostras
de sangue total e fluido oral; métodos farmacopeicos para caracteriza¢do e controle de
gualidade da planta e de produtos derivados; e um estudo envolvendo os diluentes
adicionados as preparacdes de maconha apreendidas.

Neste trabalho, serd apresentada uma avaliacdo do perfil qualitativo de
canabinoides presentes em material vegetal a partir do desenvolvimento de
metodologias analiticas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectroscopia no ultravioleta (HPLC-UV) e espectrometria de massas sequencial por

injecao de fluxo (FIA-MS/MS) para identificagdo simultanea de oito canabinoides.
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2 OBJETIVOS







2.1 Objetivo geral

Analisar padrbes de canabinoides e amostras de material vegetal de canabis
apreendidas pela Policia Federal Brasileira (PFB) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectroscopia no ultravioleta (HPLC-UV) e espectrometria de

massas sequencial por injecao de fluxo (FIA-MS/MS).

2.2 Objetivos especificos

o Desenvolver método de HPLC-UV para identificacdo de canabinoides em
material vegetal;

o Aplicar o método desenvolvido para avaliacdo da composi¢cado de amostras
de materiais vegetais de canabis apreendidos em diferentes locais pela
PFB,;

o Avaliar o perfil de fragmentacdo de padrdes de canabinoides por FIA-
MS/MS com ionizagdo por eletrospray em modo positivo e negativo
(ESI®));

o Desenvolver ferramentas quimiométricas para diferenciacéo e classificacao

de amostras de canabis analisadas por FIA-MS/MS.
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3 REVISAO DE LITERATURA







3.1 Cannabis sativa Linnaeus

A Cannabis sativa L. € uma planta produzida historicamente para fornecer fibras
para fiacao, tecelagem, papel, sementes para alimentacdo humana e resinas aromaticas,
contendo compostos de interesse recreativo e medicinal (HARTSEL et al., 2016).
Pertencente & familia Cannabaceae, é considerada, apesar de controvérsias a respeito
da taxonomia (LAURSEN, 2015), a unica espécie do género Cannabis e possui a
seguinte classificacao botanica (ITIS, 2020; USDA, 2019):

Reino: Plantae (planta)
Subreino: Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisdo: Spermatophyta (planta com sementes)
Divisdo: Magnoliophyta (planta com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledénea)
Subclasse: Hamamelididae
Ordem: Urticales
Familia: Cannabaceae
Género: Cannabis L.
Espécie: Cannabis sativa L.
Subespécies: Cannabis sativa ssp. indica
Cannabis sativa ssp. sativa
Variedades: Cannabis sativa var. sativa

Cannabis sativa var. spontanea

A canabis tem sido utilizada em diferentes regides do mundo com fins recreativos
ou terapéuticos. Apesar disso, € considerada a planta mais controversa da sociedade,
sendo que a canabis é a droga ilicita mais suscetivel de ser consumida em todas as
faixas etarias (OEDT, 2018). O numero total de usuérios é de aproximadamente 188
milhdes, considerando que aproximadamente 3,8% da populagédo global entre 15 e 64
anos usou canabis pelo menos uma vez em 2017 (UNODC, 2019).

Dados do Il Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela Populacdo
Brasileira (Il LNUD) estimam que 7,7% de brasileiros de 12 a 65 anos ja consumiram
alguma forma de candbis na vida (BASTOS et al., 2017) (Figura 1). Comparativamente

as estimativas mundiais, a prevaléncia no uso de canabis na vida o Brasil € similar a de
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paises como Hungria (7,4%) e Bulgaria (8,3%) (OEDT, 2018), que nao tiveram mudancas

recentes em suas legislacdes sobre uso terapéutico e/ou recreativo de canabis.
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Figura 1. Prevaléncia de consumo de substancias ilicitas entre brasileiros de 12 a 65
anos, por tipo de substancia (BASTOS et al., 2017).

O Il LNUD traz também que a estimativa de consumo de canabis nos ultimos 30
dias para a populacao de 12 a 65 anos do Brasil foi de 1,5% (BASTOS et al., 2017), que
corresponde a aproximadamente 2,2 milhdes de individuos, nimero pelo menos cinco
vezes maior do que para qualquer outra substancia ilicita (Figura 1). Esta estimativa &
similar, por exemplo, a da Roménia (1,4%) e da Letonia (1,6%) (OEDT, 2018); e inferior
aos valores estimados para outros paises europeus e para os Estados Unidos (10,1%)
(SAMHSA, 2019).

Dentre os diferentes metabdlitos ja identificados na planta, mais de uma centena
destes sao classificados como canabinoides, que s&o substancias de relevancia
toxicoldgica encontrada exclusivamente na Cannabis (BORILLE et al., 2017c). Estes
compostos também sdo chamados de fitocanabinoides, para diferenciar dos
endocanabinoides (anandamida e 2-araquidonoilglicerol), que ocorrem naturalmente no
corpo.

Os fitocanabinoides s&o metabdlitos secundarios, constituidos por terpenofenois
de 21 atomos de carbono, e seus respectivos acidos carboxilicos, analogos e possiveis
produtos de transformacédo (HONORIO; ARROIO; DA SILVA, 2006). Eles podem ser
divididos em acidos e neutros, sendo estes Uultimos o resultado natural da
descarboxilacdo dos canabinoides acidos. Apesar de comumente serem detectados em

analises e possuirem relevancia farmacolégica e toxicolégica, as formas neutras nao sao
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biosintetizadas pela planta, sendo resultado da acao do calor sobre suas formas acidas
(HARTSEL et al., 2016).

A Figura 2 apresenta as estruturas de canabinoides comumente encontrados na
planta e seus derivados. O &acido canabigerdlico (CBGA) € o bioprecursor de outros
canabinoides acidos na planta (ELSOHLY, 2007), como o THCA e o acido canabidiolico
(CBDA). Esses dao origem as suas respectivas formas neutras, canabigerol (CBG), THC,
e canabidiol (CBD). A partir do THC podem ser formados A8-THC e CBN, produtos da
isomerizacdo ou da degradac&o por oxidacéo, respectivamente (HANUS et al., 2016;
HARTSEL et al., 2016). Todos esses canabinoides apresentam uma cadeia lateral n-
pentil ligada ao anel aromético, mas existem analogos com cadeias n-propil, identificados

pelo sufixo varina, como A®-tetrahidrocanabivarina (THCV) e canabidivarina (CBDV).
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Figura 2. Estrutura quimica de canabinoides: acido canabigerdlico (CBGA); canabigerol
(CBG); acido canabidiélico (CBDA); canabidiol (CBD); &cido tetrahidrocanabindlico
(THCA); A®-tetraidrocanabinol (THC); A8-tetraidrocanabinol (A8-THC); canabinol (CBN).

Diferentes produtos podem ser preparados a partir do material vegetal. O principal
é a maconha, encontrada em quase todos os paises. E constituida por material
compactado de diferentes partes da planta secas, sendo geralmente fumada em cigarros
artesanais de papel de seda ou em cachimbos, com rapido inicio de acdo (MEHMEDIC
et al., 2010; NIDA, 2020). Ja a resina concentrada que € extraida das inflorescéncias da
planta, conhecida como haxixe, € produzida principalmente em alguns paises do norte
da Africa, no Oriente Médio e no Sudeste Asiatico (UNODC, 2019). A partir da resina ou
do material vegetal, pode-se obter o extrato liquido de canabis através de extracdo com

solvente organico. O solvente € posteriormente evaporado, resultando em um produto
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de consisténcia oleosa, utilizado tanto para fins recreativos quanto medicinais (BORILLE,
2016; UNODC, 2009). Ainda, a fim de evitar a inalacdo de fumaca, alguns usuarios
utilizam vaporizadores, que séo dispositivos que convertem em vapor o extrato liquido
ou a droga vegetal (NIDA, 2020).

Nas ultimas décadas, houve um avanco significativo nas técnicas de cultivo de
canabis, inclusive no plantio doméstico (indoor), com condicbes de crescimento
controladas. Podem ser utilizadas linhagens geneticamente selecionadas, com aumento
dos rendimentos das colheitas, como o skunk, que sdo plantas hibridas derivadas do
cruzamento entre as subespécies Cannabis sativa ssp. indica e
Cannabis sativa ssp. sativa. As condi¢des de cultivo desse hibrido tornam o ciclo de
crescimento da planta mais rapido e aumentam a poténcia (teor de THC). O cultivo
selecionado e a domesticacdo também resultaram na sele¢cdo de variedades que, além
de teores cada vez mais altos de THC, contém niveis mais baixos de CBD (MUDGE;
MURCH; BROWN, 2018; UNODC, 2019).

O principal canabinoide psicoativo € o THC, sendo o CBD capaz de modular os
seus efeitos (ELSOHLY, 2007; HUESTIS, 2002). A partir do uso de canabis, 0s
fitocanabinoides ultrapassam a barreira hematoencefalica, podendo entdo se ligar aos
receptores canabinoides do SNC. Embora haja indicativo da existéncia de outros
subtipos de receptores canabinoides, sdo bem descritos os receptores CB1 (centrais) e
CB:2 (periféricos) (GROTENHERMEN, 2003; HUESTIS, 2002). O THC possui afinidade
pelos receptores CB1, encontrados em abundancia no hipocampo, cerebelo, substancia
nigra, nas vias dopaminérgicas mesolimbicas e coértex, que sdo responsaveis, entre
outros, pela cognicao, aprendizagem, memaria, equilibrio e coordenagédo motora.

Em relagdo ao uso terapéutico, o THC tem sido usado em casos de anorexia
associado a perda de peso em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida, para manejo de nausea e vomito relacionados a quimioterapia e em casos de
dor cronica e espasticidade, como em dor neuropatica e esclerose multipla (HAZEKAMP;
GROTENHERMEN, 2010; KOWAL; HAZEKAMP; GROTENHERMEN, 2016). Mas
guando usado de forma indiscriminada por pessoas saudaveis, o THC pode induzir
sintomas psicoticos e ansiedade, além de debilitar a memoria e o controle psicomotor
(PERTWEE, 2014; SOLYMOSI; KOFALVI, 2017). Em contrapartida, ao CBD tem sido
atribuida propriedade de reduzir a ansiedade e outros efeitos indesejaveis produzidos
pelo THC quando coadministrados em mesmas propor¢des (ELSOHLY, 2007; HUESTIS,

2002). Contudo, as plantas que produzem altas concentragcbes de THC, em geral,
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possuem pouco CBD (UNODC, 2019), provavelmente por possuirem rota biossintética
concorrente no metabolismo da planta.

O uso crbnico, a associagdo a outras drogas como o alcool e cocaina e a elevacao
do teor de THC nos produtos de uso recreativo podem levar a efeitos semelhantes aos
observados em alucindégenos, além de ansiedade, confusdo, paranoia, alucinacao,
delirio, péanico, despersonalizacdo, comportamento agressivo e psicose toxica
(D’SOUZA et al., 2005; DI FORTI et al., 2019; HUESTIS, 2002; MORGAN et al., 2010).
Assim, a incidéncia de transtornos psicéticos em usuarios frequentes pode ter
implicacbes importantes na saude publica, podendo induzir a sérios problemas sociais,
tanto nos locais onde o uso € proibido quanto naqueles em que 0 uso é descriminalizado

ou até mesmo legalizado.

3.2 Regulamentacéo do uso terapéutico e recreativo

Por milhares de anos a candbis foi considerada uma planta de variado uso
medicinal, mas no século XX seu uso e cultivo foram banidos na maioria dos paises. Em
1925, quando o uso recreativo era restrito a pequenos grupos, a Liga das Nac¢des incluiu
a canabis como droga proibida, obrigando os paises signatarios do tratado a controlar
seu comércio (PAIN, 2015). A partir da segunda metade do século, o uso de maconha
se disseminou entre os jovens, com grande importancia social na cultura ocidental
(ZUARDI, 2006).

Os primeiros estudos com fitocanabinoides ocorreram na década de 1960, sendo
gue na década de 1980 se iniciaram 0s pesquisas acerca do sistema endocanabinoide
a partir da descoberta dos receptores CB1 cerebrais, estimulando mais estudos sobre o
potencial terapéutico da canabis e substancias relacionadas (PAIN, 2015). Desde o fim
da década de 1990, o uso medicinal de candbis tem recebido grande atencgéo e diversos
paises tém modificado a legislacdo a respeito, mesmo com certa caréncia de estudos
clinicos para algumas indicacdes terapéuticas (KOWAL; HAZEKAMP;
GROTENHERMEN, 2016).

O uso recreativo ainda € proibido na maioria dos paises, ainda que em alguns
estdo sendo adotadas politicas de descriminalizacdo. Recentemente, alguns paises
estdo permitindo o uso ndo medicinal de canabis: o Uruguai em 2013, algumas
jurisdicdes dos Estados Unidos, a partir de 2014, e Canada (CANADA, 2018), Africa do
Sul (BBC, 2018) e Georgia (RFE/RL, 2018) em 2018. A legalidade do comércio de
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canabis é variavel nestes locais, sendo que em outros paises onde ainda € considerada
ilegal, como Holanda e Espanha, a venda é tolerada em determinadas circunstancias
(KOWAL; HAZEKAMP; GROTENHERMEN, 2016).

Ainda é cedo para avaliar o impacto de muitas destas medidas, mas sao
apontadas algumas tendéncias, como a permanéncia de grupos de crime organizado
gue obtém lucro pela venda ilicita de canabis nos locais onde o uso recreativo foi
permitido legalmente, principalmente em Washington e no Colorado, nos Estados
Unidos. Além disso, sdo os lucros de industrias de produtos de canabis que direcionam
o perfil de consumo, e ndo os interesses de salde publica. A disponibilidade de produtos
de maior poténcia, em extratos concentrados e até mesmo na maconha, esta relacionado

a maior procura por tratamento para desordens por uso de candbis (UNODC, 2019).

3.2.1 Legislacao brasileira

Com o objetivo de harmonizar os aspectos legais acerca de entorpecentes, foi
realizada em 1961 a Convencao Unica sobre Entorpecentes em Nova York, promulgada
no Brasil por meio do Decreto n° 54.216 de 1964. A espécie C. sativa, incluindo-se
resinas, extratos e tinturas, esta sujeita a fiscalizacdo no pais desde entdo. Atualmente,
esta em vigor a Lei n°® 11.343/2006, de 26 de agosto de 2006, que institui o sistema de
politicas publicas sobre drogas no Brasil. Apesar de elencar diferentes sancdes para 0s
crimes de posse de drogas ilicitas para consumo préprio e de producédo e distribuicdo
ndo autorizados, ndo ha uma distin¢cao objetiva entre consumo pessoal e tréfico.

Para esta Lei, denominam-se drogas substancias entorpecentes, psicotropicas,
precursoras e outras sob controle especial da Portaria SVS/MS n° 344, de 12 de maio
de 1998. Esta portaria aprova 0 Regulamento Técnico sobre substancias e
medicamentos sujeitos a controle especial, onde a espécie Cannabis sativa L. encontra-
se na Lista “E”, que relaciona as plantas proscritas que podem originar substancias
entorpecentes e/ou psicotropicas. Apesar de as plantas da Lista “E” nao poderem ser
objeto de prescricdo e manipulacdo de medicamentos alopaticos e homeopéticos, a
RDC n° 66 de 2016 traz uma atualizacdo, autorizando a prescricdo e manipulacao de
medicamentos registrados na Anvisa contendo Cannabis sp ou produtos importados
contendo CBD e/ou THC para uso proprio, mediante prescricdo médica. Estes produtos
devem apresentar alguns requisitos estabelecidos pela RDC n° 17 de 2015, como por

exemplo a exigéncia de conhecimento pela Anvisa da concentracdo maxima de THC.
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O CBD esta presente na Lista “C1” da Portaria 344/1998, que traz substancias
cuja prescricao esta sujeita a Receita de Controle Especial. Ja o THC, juntamente com
as classes estruturais dos canabinoides sintéticos, estdo presentes na Lista “F2” de
substancias psicotrépicas de uso proscrito no Brasil. Ou seja, em regra, tanto o THC
guanto as substancias canabimiméticas sao de uso proscrito, enquanto o CBD é sujeito
a controle especial. No entanto, a RDC n° 66 de 2016 trouxe uma excecao, encontrada
no adendo 6 da Lista “F2”, que exclui dos controles da lista “F2” os medicamentos
contendo THC com registro na Anvisa.

Em dezembro de 2019 foi aprovada a criagcdo de uma nova categoria de produtos
derivados de Cannabis para fins medicinais (BRASIL, 2019). De forma semelhante ao
que tem ocorrido em outros paises, 0s novos produtos ndo serdo considerados
medicamentos, mas sim uma nova categoria que nao exige a realizacado de pesquisas
clinicas para comprovar sua eficacia.

Estes novos produtos, de administracdo via oral e nasal, visam a atender
pacientes que podem se beneficiar desse tipo de tratamento, mas que atualmente nao
estdo disponiveis no mercado nacional. O comércio serd feito, mediante receita de
controle especial, exclusivamente por farmacias e drogarias, sendo proibida a
elaboracdo em farmécias de manipulacéo. E prevista uma nova revisdo das regras em
até trés anos, em razao do estagio técnico-cientifico em que se encontram os produtos
a base de canabis mundialmente (BRASIL, 2019).

Apesar da movimentag¢do em torno do uso medicinal de canabis, o uso recreativo
se mantém ilegal. A Lei de Drogas (Lei n°® 11.343/2006) estabelece penalidades para
usuérios e traficantes, apesar de ndo haver uma definicdo expressa para distingui-los.
Ao usuario, sdo previstas penas alternativas e medidas para dissuadir o uso drogas,
sendo vedada sua detencdo ou prisdo. Ja ao traficante, as penalidades previstas sdo
mais severas. A repressdo as drogas é forte no pais, com operag¢des policiais para
exterminar produtores e distribuidores. A PFB divulga estatisticas sobre apreensdes,
sendo maconha a droga de maior expressdo, com recorde de apreensao em 2017,
totalizando 354 toneladas (Figura 3).

O continente americano tem grande participagdo nas apreensdes mundiais de
material vegetal de canabis, principalmente a Ameérica do Sul, com 38% do total global
de apreensfes de 2017 (5109 toneladas). Nos anos anteriores, a América do Norte
ocupava o papel de maior participacdo nas apreensées, mas desde 2010 houve declinio

nos nameros de apreensdes norte americanos. Em 2017, pela primeira vez, o Paraguai
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relatou a maior quantidade de canabis apreendida globalmente. Naquele ano, 77% da
canabis produzida no Paraguai teve como destino o Brasil. E na fronteira entre os dois

paises que estdo concentradas as maiores plantagfes paraguaias (UNODC, 2019).

APREENSAO DE MACONHA (TONELADAS)

Figura 3. Quantidades de maconha apreendidas, em toneladas, de 1995 a 2018.
Fonte: Policia Federal.

3.3 Andlises quimicas da planta e seus derivados

A UNODC editou um manual, em 2009, com meétodos recomendados para
identificacdo e andlise de canabis e seus produtos. No manual, recomendado para uso
em laboratérios nacionais de andlises de drogas, constam técnicas validadas de GC e
LC. Para as analises em GC sao utilizados detectores de ioniza¢do de chama (FID) ou
MS, e 0 aquecimento necessdario para a separacdo dos compostos em fase gasosa
ocasiona a descarboxilacdo dos canabinoides acidos presentes nas amostras. Para
impedir a conversdo em canabinoides neutros, deve ser feita uma derivatizagdo dos
analitos (por exemplo, sililagdo), possibilitando a quantificagdo individual dos
canabinoides acidos e neutros.

Em analises que visam a determinacédo de THC total (THC + THCA), néo é feita a
derivatizacao prévia, e o conteudo de THCA é convertido a THC durante a analise, ou a
descarboxilacéo é realizada previamente. Entretanto, alguns trabalhos sugerem que a
conversado as formas neutras dos canabinoides acidos ndo ocorre de forma quantitativa,
0 que levaria a resultados de concentracéo subestimada (CITTI et al., 2018a; LEGHISSA;
HILDENBRAND; SCHUG, 2018).
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Nesse sentido, por trabalhar em temperaturas proximas a temperatura ambiente,
nas técnicas baseadas em LC né&o ocorre degradacdo da amostra, sendo o método de
preferéncia para analises de canabinoides &acidos (BORILLE et al., 2017c; UNODC,
2009). O método por LC apresentado pela UNODC tem como finalidade a quantificacéo
de THC total com detector de arranjo de diodos, podendo também ser utilizado o detector
por MS. A deteccdo por absorcdo no UV ndo permite a discriminacdo entre alguns
canabinoides neutros que costumam coeluir, como CBG e CBD. Nesse caso, a deteccdo
por MS permite a identificacdo destes canabinoides, ja que possuem diferentes razdes
m/z de seus ions moleculares (CITTI et al., 2018a; HAZEKAMP et al., 2005).

As colunas mais empregadas como fase estacionaria nos métodos de LC
descritos na literatura séo aquelas de fase reversa Cis, como pode ser visualizado na
Tabela 1, que destaca trabalhos recentes englobando essa técnica analitica para anélise
de fitocanabinoides. Ja para fase modvel, 4gua e solventes organicos acidificados sao
muito empregados, geralmente com eluicdo gradiente.

Dentre os métodos para deteccdo de canabinoides por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) a partir de material vegetal, destaca-se
o trabalho publicado em 2016 por Citti e colaboradores, no qual é realizado um estudo
focado na otimizacédo dos parametros cromatograficos. Os autores desenvolveram uma
metodologia de LC-MS com analisador sequencial de quadrupolo e tempo de véo (QToF)
para quantificagdo de canabinoides em extratos medicinais a base de canabis. Foi
empregada eluicdo em modo isocratico em uma corrida de 10 minutos, com coluna Cis
com tecnologia Fused-Core®, que promove melhor separacdo dos compostos. Os
analitos foram os mesmos observados no método por HPLC-UV previsto pela UNODC:
CBD, CBN, THC, THCA, e ainda o CBDA.

Em andlises forenses, a GC-MS é a técnica de referéncia, pois permite avaliar o
perfil quimico das amostras com alta especificidade. Ainda assim, os métodos
instrumentais mais utilizados sédo GC-FID e HPLC-UV (BORILLE et al., 2017c), pois sé&o
instrumentos comuns a outras técnicas analiticas utilizadas rotineiramente em analises
forenses. Atualmente, as novas metodologias buscam avaliar uma maior diversidade de
canabinoides, devido tanto a possibilidade de melhor caracterizagdo de amostras, quanto
a possibilidade destes de influenciar os efeitos apresentados pelos usuarios de canabis.
Citti e colaboradores, em revisdo de 2018, indicam a cromatografia liguida como método
de escolha para andlise de canabinoides, pois € possivel determinar a composi¢éo real

de espécies neutras e 4cidas, sem necessidade de uma etapa prévia de derivatizacao.
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Tabela 1. Métodos de analise por cromatografia liquida de canabinoides extraidos de material vegetal.

Analitos Solvente de Coluna Fase movel Deteccéo Referéncia
extracéo
CBDA, CBD, CBN, THC, THCA MeOH Cis NexLeaf CBX, H>O + 0,085% acido UV (220 nm) | (DEI CAS et al., 2020)
2,7 um (150 x 4,6 mm) | fosforico e ACN +
0,085% acido fosférico
CBDV, CBG, CBD, THCV, CBN, [MeOH Ci1s Mediterranean, H.O + ACN 5% + QToF (DELGADO-
A%-THC, THC, CBC, CBL, 3 um (250 x 4,6 mm) | 0,1% AcF e ACN + POVEDANO et al.,
CBDVA, CBDA, CBGA, THCA H,O 5% + 0,1% AcF 2020)
THCA, CBGA, CBDA, THC, CBD, |EtOH Kinetex C1s-XB, H.O + AcF5mMe MS/MS (PALMIERI et al.,
CBC, CBG, CBN, CBDV 2,6 ym (100 % 2,1 mm) | ACN + AcF 5 mM 2019)
CBG, CBD, CBGA, CBDA EtOH Ascentis Express Cis, [H20 + AcF 0,1% e UV (210 e (BRIGHENTI et al.,
2,7 um (150 x 3,0 mm) [ ACN + AcF 0,1% 220 nm) 2019)
CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV, [ MeOH:CHCI; | Cis Nex-Leaf CBX, H.O + 0,085% &cido UV (220 nm) [ (MANDRIOLI et al.,
CBN, THC, A8-THC, CBC, THCA [ (9:1) 2,7 um (150 x 4,6 mm) | fosférico e ACN + 2019)
0,085% acido fosférico
CBDA, CBD, THCA, THC, CBN MeOH Cortecs Cis, 2,7um H.O + 0,1% AcF e MS/MS (PROTTI et al., 2019)
(100 x 2,1 mm) ACN + 0,1% AcF
CBDVA, CBDV, CBDA, CBGA, EtOH Supelco Ascentis H>O + formiato de UV (240 nm) | (VACLAVIK et al.,
CBG, CBD, THCV, CBN, THC, Aé3- Express Cisg, 2,0 ym amoénia 20 mM ou QToF 2019)
THC, THCA, CBC (150 x 2,1 mm) (pH 3,2) e ACN
CBDA, THCA, CBD, THC, CBN MeOH:hexano | Kinetex Cg, 2,6 pm H.O + 0,1% AcF e UV (210 nm) | (HADENER; KONIG;
(9:1) (100 x 2,1 mm) ACN + 0,1% AcF WEINMANN, 2019)
CBD, CBN, THC, THCA EtOH Nucleodur Cig Gravity, | H.O + &cido fosférico | UV (211 e (BURNIER; ESSEIVA,
5um (250 x 4,6 mm) |50 mM e ACN 220 nm) ROUSSEL, 2019)
CBN, CBG, CBD, CBC, CBDA, ACN XSelect HSS T3 Cis, | H20 e MeOH MS/MS (BROWN et al., 2019)
CBGA, THCA, THC 2,5 um (2,1 x 50 mm)
CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, [ H20:ACN (1:1) | Kinetex XB-Cas, H.O + AcF 0,1% e UV (220 nm) [ (ZIVOVINOVIC et al.,

CBN, THC, THCA

1,7 ym (150 x 2,1 mm)
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Tabela 1. Continuacao.

CBG, CBD, CBN, THC, A%THC, |EtOH Kinetex Cisg, 2,6 pm H.O + AcA 0,1%; ACN | MS/MS (BERMAN et al.,
CBL, CBC, CDVA, CBDV, CBDA, (150 x 2,1 mm) + AcA 0,1% e MeOH 2018)
CBGA, THCV, THCA
CBD, THC, CBDA, THCA, CBN EtOH MacMod ACE 5 Cis- H.O + AcA 0,5% e UV (diversos | (CIOLINO; RANIERI,

AR, 5 um (4,6 x 250 ACN comprimentos | TAYLOR, 2018)

mm) de onda)
CBDA, THCA, CBD, THC, CBN EtOH ou 6leo | Poroshell 120 EC-Cig, | H20 + AcF 0,1% e QToF (CITTl et al., 2018b)

de oliva 2,7 um (3,0 x 50 mm) [ ACN + AcF 0,1%

CBD, THC, CBN, CBG, CBDA, isopropanol Synergi Hydro RP Cgs, [ H.O + AcF 0,1% e MS (Orbitrap) [ (CALVI et al., 2018)
THCA, CBGA 4 um (150 x 2 mm) ACN
CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV, [ ACN:MeOH Cortec UPLC Cys, H-O + AcF 0,05% e UV (220 nm) [ (WANG et al., 2018)
CBN, THC, A8-THC, CBL, CBC, (8:2) 1,6 um (100 x 2,2mm) | ACN + AcF 0,05% ou MS
THCA
CBDA, CBG, CBD, CBN, THC, MeOH:CHCI; [ Acquity UPLC HSS H.O + AcF 0,1% e MS/MS (PACIFICI et al., 2017)
CBC, THCA (9:1) Cis, 1,8 um (2,1 x ACN

150 mm)
CBDA, CBGA, CBD, CBG EtOH Ascentis Express Cis, |[H20 + AcF 0,1% e UV (210 e (BRIGHENT!I et al.,

2,7 um (150 % 3,0 mm) [ ACN + AcF 0,1% 220 nm) ou 2017)

MS
THC, THCA, A%-THC, CBD, MeOH 80% Kinetex Cis, 1,7 um, H2O + formiato de UV (220 nm) | (MUDGE; MURCH,;
CBDA, CBG, CBN, CBC, THCV (100 x 3,0 mm) amoénio 10 mM BROWN, 2017)
(pH 3,6) e ACN
CBGA, CBG, CBDA, CBD, THCA, | MeOH:CHCI; [ Poroshell 120 SB-Cis, | H2O + acetato de UV (235 nm) (PATEL; WENE; FAN,
THC, A8-THC, CBN (9:1) 2,7 ym (3 x 75 mm) amoénio 25 mM 2017)
(pH 4,75) e MeOH
CBD, CBDA, CBG, CBGA, CBN, |EtOH:CHCIs Nucleosil Cg, 3 ym H.O + AcA 0,1% e UV (230 nm) [ (AIZPURUA-
THC,THCA (9:1) (125 x 4 mm) MeOH OLAIZOLA et al.,
2016)
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Tabela 1. Continuacao.

CBDA, CBD, THCA, THC, CBN EtOH ou 6leo | Poroshell 120 SB-Cis, | H20 + AcF 0,1% e UV (228 nm) | (CITTI et al., 2016)
de oliva 2,7 um (2,1 x 100 mm) | ACN ou QToF
CBDA, CBGA, THCA, CBD, CBG, | AcOEt:EtOH Zorbax RX-Cig, 5 um [ H20O:ACN (65:35, TFA | UV (214 nm) | (PESCHEL; POLITI,
THC, CBN e flavonoides 40% (1:10) (4,6 x 250 mm) 0,1%) e ACN 2015)
CBDA, CBGA, CBG, CBD, CBN, |EtOH Poroshell 120 EC-Cis, | H20 + AcF 0,1% e UV (214 nm) | (GIESE et al., 2015)
THC, A8-THC, THCA e outros 2,7 um (150 x 2,2 mm) | ACN + AcF 0,1%
canabinoides (TI)
THC, THCA hexano:AcOEt | LiChrospher 100 RP- | tampdo fosfato- UV (210 nm) | (TASCHWER,;
(9:1) 18, 5 um (125 x 4 mm) | trietilamina 25 mM SCHMID, 2015)
pH 3 e ACN
CBD, THCA, CBN, THC, CBG, fluido Kinetex Cig, 2,6 ym H,O + 0,1% AcF e QToF (AIZPURUA-
THCV supercritico (150 x 3 mm) MeOH + 0,1% AcF OLAIZOLA et al.,
2014)
CBD, CBN, THC MeOH:CHCI; [ Onyx Monolithic MeOH e H.0 UV (220 nm) (AHMAD; MUNIANDY;
(9:1) column (100 mm x 4,6 HASSAN, 2014)
mm)
CBD, CBN, THC, THCA MeOH:hexane [ LiChrospher 60, RP- | tampao fosfato- UV (210 nm) [ (AMBACH et al.,

(9:1)

Select B, 5 um (125 x
4 mm)

trietilamina 25 nM e
ACN

2014)

AcA: acido acético, AcF: acido formico, ACN: acetonitrila, AcOEt: acetato de etila, EtOH: etanol, MeOH: metanol, TFA: acido trifluoracético.
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3.3.1 MS aplicada a canabinoides

A MS é especialmente relevante na area forense, pois permite analisar a
fragmentacao dos ions moleculares e deduzir a estrutura molecular do analito, mesmo
na auséncia de uma substancia de referéncia, com grande sensibilidade. A Figura 4
apresenta um diagrama esquematico de um espectrometro de massas. Os principais
componentes séo a fonte de ionizacdo, onde sdo geradas espécies idnicas a partir de
atomos ou moléculas neutras, e o analisador de massas, que separa 0s ions com base

em suas massas.

Anélise de

lonizacao Detecgdo
massas
Introducdo da Processamento
amostra de dados

Figura 4. Esquema das principais etapas de um espectrometro de massas.

Com o desenvolvimento de novos métodos de ionizacao, os detectores de MS
puderam ser acoplados a cromatografos a liguido e aumentaram a versatilidade da
técnica, que antes se restringia a moléculas de peso molecular relativamente baixo,
termoestaveis e capazes de serem volatilizadas. A ionizacao por eletrospray (ESI) € uma
técnica a pressao atmosférica que transfere ions em solucdo para fase gasosa, pela
dessolvatacao de goticulas altamente carregadas (VESSECCHI et al., 2011). Os analitos
devem estar em solugdo acida ou basica, possibilitando a protonacdo [M+H]* ou
desprotonacao [M-H] das moléculas. Os ions também podem ser formados por adutos:
[M+Na]*, [M+K]*, [M+NH4]* ou [M+CI]". A ionizacdo por ESI é o método mais abrangente
para gerar 0s ions que irdo para o analisador de massas, sendo aplicavel inclusive para
macromoléculas, como polimeros, acidos nucleicos e proteinas (DEMARQUE et al.,
2016).

Diferentes tipos de analisadores de massas foram desenvolvidos para discriminar
os ions produzidos. Dependendo do principio aplicado para fazer a separagéo entre 0s
ions de diferentes razdes massa/carga (m/z), os analisadores podem ser de baixa ou

alta resolucdo. O mais comum € o quadrupolo, de baixa resolucédo. Os analisadores de
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massa de alta resolucdo medem a massa exata do is6topo mais abundante. O analisador
por tempo de vbo (ToF, do inglés Time of Flight) € capaz de separar diferentes ions
baseado em quanto tempo eles levam para cruzar uma regido livre de campo apos serem
acelerados. Como pode ser visto na Tabela 1, geralmente o analisador ToF é associado
a um quadrupolo (QToF) quando aplicado para deteccdo de canabinoides em
cromatografia liquida, permitindo a distingcdo entre isdbmeros mesmo quando ocorre
coeluicdo (CITTI et al., 2018a).

Entretanto, a cromatografia pode ser prescindivel nas andalises por MS,
principalmente pela grande seletividade das técnicas de alta resolugéo. Nesses casos, a
introducdo da amostra pode ser feita por infusdo direta no compartimento de ionizacao
do espectrometro, ou por injecao de fluxo (FIA, do inglés flow injection analysis), em que
a solucao de andlise € injetada num fluxo de eluente para a fonte de ions. Nascimento e
colaboradores, em 2015, identificaram 21 espécies de canabinoides em amostras
apreendidas pela policia, que ap0s preparo, foram diretamente infundidas para analise
por FT-ICR MS. A fonte ESI no modo negativo apresentou melhores resultados,
comparado ao modo positivo de ionizagdo. Em 2017, Borille e colaboradores cultivaram
68 sementes de Cannabis e realizaram um estudo semelhante, também por infusédo
direta em FT-ICR MS. Através de uma analise do perfil quimico, foram identificadas, no
modo positivo de ionizagdo, 123 substancias como canabinoides ou metabdlitos, além
de oito ndo canabinoides.

Devido a complexidade dos resultados obtidos por andlises de MS de alta
resolucdo, muitos trabalhos lancam mao de ferramentas de andlise estatistica
multivariada. Quando aplicadas em dados obtidos de analises quimicas em que diversas
variaveis sdo medidas simultaneamente, a analise multivariada de dados chama-se
guimiometria (CORREIA; FERREIRA, 2007).

Uma das principais aplicacdes da quimiometria € o reconhecimento de padrbes
para agrupamento de amostras em categorias segundo suas similaridades. A partir de
informacgdes quimicas ou espectrais das amostras, é possivel associar as que possuem
uma origem comum, por exemplo, e assim detectar tendéncias nos dados (RIBEIRO et
al., 2007). Nesse sentido, a quimiometria pode atuar no reconhecimento de padrdes no
perfil quimico de diferentes amostras, gerando resultados que podem ser utilizados para

estabelecer modelos e prever classificacdo de amostras desconhecidas.
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4 CAPITULO I. PERFIL QUALITATIVO DE CANABINOIDES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFECIENCIA







4.1 Introducao

A canabis (Cannabis sativa L.) € utilizada historicamente por suas propriedades
medicinais, ou para fins recreativos devido a seus efeitos psicotropicos. Apesar da
discusséo atual acerca da sua regulamentacao, a planta e seus produtos permanecem
proibidos na maioria dos paises. O continente americano tem grande participacdo nas
apreensdes mundiais de candabis, principalmente a América do Sul, com 38% do total
global de apreensdes de 2017. Além disso, o Relatdrio Mundial sobre Drogas de 2019
aponta o Brasil como um dos paises com maior extensdo de cultivo e producdo de
canabis (UNODC, 2019). E conhecida por produzir uma classe de compostos
terpenofendlicos de 21 &tomos de carbono denominados canabinoides, encontrados
exclusivamente nessa espécie. A planta sintetiza as formas acidas dos canabinoides,
gue sofrem descarboxilacdo, originando as formas neutras. O THC é o principal
canabinoide psicoativo presente em produtos derivados de canabis consumidos como
droga de abuso, sendo que seu teor esta relacionado a poténcia da droga. O THCA é o
bioprecursor do THC na canébis, e o CBN é resultado de sua degradacao por oxidacéo
(HANUS et al., 2016; HARTSEL et al., 2016).

A LC é o método de escolha para determinacao qualitativa e quantitativa de
canabinoides em materiais vegetais, pois permite identificar espécies neutras e acidas,
avaliando a composicdo das amostras de forma fidedigna (CITTI et al., 2018a). Para
analises forenses, a avaliacdo da composicdo de diferentes amostras de canabis € uma
ferramenta muito significativa para a identificacdo de perfis quimicos desses produtos.
Esse tipo de caracterizacdo pode ser utilizada pela inteligéncia policial para subsidiar
estudos criminalisticos, visando o delineamento de possiveis rotas de trafico (BORILLE,
2016).

Em 2016, Mariotti e colaboradores cultivaram sementes de canabis provenientes
de apreensoes realizadas pela PFB, e avaliaram canabinoides neutros por GC-MS em
amostras coletadas apdés diferentes periodos de cultivo (de 4,5 até 12 semanas). Dentre
os canabinoides detectados, a concentracdo de THC aumentou com a idade da planta,
sendo que essa correlacdo néo foi observada para os outros canabinoides quantificados
(MARIOTTI et al., 2016).

Considerando que as amostras provenientes de operagdes policiais de apreensao
e erradicacao de cultivos clandestinos estdo em estagios de crescimento desconhecido,

a estimativa de poténcia da planta € problematica. Mesmo que sejam empregados
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meétodos quantitativos, o teor de THC e outros canabinoides pode estar subestimado
devido a idade da planta (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016). Nesse sentido, este
capitulo apresenta um trabalho envolvendo a avaliagdo qualitativa de canabinoides em
diferentes amostras de canabis e produtos derivados. O objetivo consiste em analisar
essas amostras por meio de um método de LC capaz de identificar de maneira confiavel
e eficiente oito canabinoides majoritariamente presentes em amostras de apreensao
(THCA, THC, CBN, CBDA, CBD, CBGA, CBG e A8-THC).

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Padrbes e amostras

Os padrdes certificados de canabinoides (Cerilliant®) foram obtidos nas
concentracdes de 1 mg/mL, solubilizados em metanol (THC, CBN, CBD, CBG e A8-THC)
ou acetonitrila (THCA, CBDA, CBGA) e mantidos a -20 °C. Para preparo das solucoes,
foram diluidos em metanol de grau HPLC (Sigma-Aldrich®).

As amostras de canabis (partes aéreas e material vegetal prensado) foram
fornecidas por meio do Convénio de Cooperacdo Técnico-Cientifica vigente entre a
UFRGS, através do Laboratorio de Toxicologia da Faculdade de Farmacia, e a
Superintendéncia Regional da Policia Federal do Rio Grande do Sul. Vinte e cinco
amostras foram obtidas de um estudo prévio acerca de tréfico de sementes (BORILLE
et al., 2017b). As sementes apreendidas foram cultivadas indoor no Departamento de
Policia Federal do Rio Grande do Sul (DPF/RS), conforme descrito por Borille e
colaboradores (2017b). Outras dez amostras, de material vegetal compactado, foram
apreendidas na cidade de Manaus e cedidas a Policia Federal do Acre e do Rio Grande
do Sul. As outras quarenta e sete amostras foram obtidas de plantas apreendidas
durante operacdes da PFB na regido do Vale do Rio Sdo Francisco, nos estados de

Pernambuco e Bahia.

4.2.2 Metodologia

As amostras foram preparadas a partir das indicacdes do manual publicado pela
UNODC para uso por laboratorios nacionais de analises de drogas (UNODC, 2009).
ApOs secagem em temperatura ambiente, as partes aéreas foram moidas e

homogeneizadas. Para extracao dos canabinoides, em 100 mg de amostra foi adicionado
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1 mL de metanol:cloroférmio (9:1 v/v), conforme designado pelo manual, ou 1 mL de
metanol, e procedeu-se com as seguintes etapas: 10 segundos de agitacdo em vortex,
15 minutos de banho ultrassénico (com agitacdo a cada 5 minutos) e centrifugacdo. O
sobrenadante foi diluido até a concentracao final de 2 mg/mL e filtrado. Para as amostras
em que havia maior quantidade disponivel, as extracfes foram preparadas em triplicata.
Para algumas amostras a quantidade de material vegetal disponivel era muito escassa,
e quando néo foi possivel prepara-las nem mesmo em duplicata, foi feita apenas uma
amostragem com trés inje¢des no ensaio cromatografico.

O equipamento utilizado para as analises foi o cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia Agilent modelo LC 1200 Series, equipado com uma bomba quaternaria, um
autoinjetor, compartimento com termostato e detector de arranjo de diodos. O sistema
utilizado para aquisicdo de dados e andlise de resultados foi o software ChemStation
(Versao B03.02). O desenvolvimento do método para identificacdo de canabinoides em
material vegetal teve como ponto de partida as condicdbes empregadas em trabalho
anterior do grupo de pesquisa (resultados ndo publicados), cujas condi¢des
estabelecidas para identificacdo e quantificagdo de cinco canabinoides por HPLC
acoplado a detector de massas single quadrupolo (HPLC-MS) encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes cromatograficas pré-estabelecidas anteriormente, para
identificacdo e quantificacdo de cinco canabinoides por HPLC-MS.

Equipamento Agilent 1260 Infinity Series

Fase movel Metanol:agua + acetato de amoénio 10 mM (8:2)
pH 5,2

Vazao da fase movel 0,5 mL/min

Coluna cromatografica Kinetex® Ci1 100 A, 100 x 4.6mm, 2.6 ym
Temperatura da coluna 30°C

Volume de injecéo 10 yL

Optou-se por manter a coluna cromatografica e a composicéo e pH da fase movel,
mas foram realizados testes para escolha de um gradiente de eluicdo que possibilitasse
a melhor separacgédo dos analitos, aléem de diferentes fluxos, temperaturas e volumes de
injecdo. Outro ponto avaliado foi o melhor comprimento de onda para a deteccdo
simultdnea dos oito canabinoides, por meio da avaliacdo do espectro UV das

substancias.
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A adequabilidade do sistema foi avaliada a partir de seis injecdes de uma mistura
dos padrdes dos oito analitos a 20 pug/mL. Foram considerados 0s seguintes parametros,
a partir dos valores de média e desvio padrdo relativo: tempo de retencdo, fator de
capacidade, area, fator de simetria, fator de cauda, nidmero de pratos teoricos e
resolucdo. Para as diferentes amostras analisadas, além da deteccéo dos canabinoides,
foi feita uma estimativa da concentracdo. A area determinada para cada analito presente
na amostra foi comparada com a area de referéncia para cada substancia no dia da
analise, a partir da injecdo da mistura de padrdes contendo 10, 15 ou 20 pg/mL de cada

analito em metanol.

4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Otimizacédo do método

Para analise de canabinoides por HPLC, muitos métodos utilizam apenas
solventes organicos nao clorados como metanol e etanol na etapa de extracdo
(Tabela 1), por questdes de seguranca no laboratério, reducdo de custos e impacto
ambiental (MUDGE; MURCH; BROWN, 2017), além do fato do cloroférmio estar
relacionado a maior instabilidade do CBD (CIOLINO; RANIERI; TAYLOR, 2018). No
entanto, a UNODC indica em seu manual que a extracdo a partir de material vegetal seja
feita com a mistura de solventes metanol e cloroférmio, na propor¢éo 9:1 (v/v). Seis
amostras foram extraidas com a mistura de solventes e somente com metanol, para
avaliar se a area dos picos dos canabinoides seria alterada. Para todas as amostras, nas
guais foram detectados CBGA, THCA, CBN e THC, a area encontrada foi maior quando
a extracdo foi feita utilizando apenas metanol, com aumento médio nas &reas de,
respectivamente, 31,51%, 22,32%, 13,19% e 17,11%. Portanto, 0 método de extracéo
recomendado pela UNODC foi modificado, utilizado apenas metanol, para aplicagcdo em
todas as amostras em estudo.

Conforme mencionado acima, recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi
desenvolvido um método cromatografico com eluicéo isocratica para analise de CBDA,
THCA, CBD, CBN e THC em material vegetal por LC-MS (artigo em fase de redacao).
Utilizando a mesma composicdo de fase movel e mesma coluna cromatografica, nesse
trabalho o método foi adaptado para identificar mais trés substancias, CBGA, CBG e Aé-
THC, por HPLC-UV.
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Para determinacéo do comprimento de onda de deteccao, verificou-se os valores
relatados na literatura (Tabela 1), além da avaliacdo dos espectros de absor¢céo de cada
analito na faixa de 200 a 400 nm, apresentados na Figura 5. O carater acido ou neutro
do canabinoide define seu perfil de absorg¢ao no ultravioleta. Em geral, para os neutros
a absorcado diminui com 0 aumento do comprimento de onda, e para os acidos ha um
pico na regido de 220 nm e picos menores nas regides de 256 e 300 nm. A excecao € o
CBN, que possui dois anéis aromaticos devido a ciclizacdo de sua por¢éo ndo fendlica e
apresenta aumento na absor¢do na regido de 280 nm. Os cromatogramas foram
monitorados nos seguintes comprimentos de onda: 220 nm, 225 nm, 256 nm, 280 nm e
300 nm, e definiu-se 220 nm como o comprimento de onda para detec¢do e medidas de
areas. Apesar de em comprimentos de onda menores (200 — 210 nm) haver melhora na
sensibilidade (HAZEKAMP et al., 2005), nessa regido ha maior interferéncia de outros

compostos.
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Figura 5. Espectros de absor(;ao dos canabin0|des, medidos em solu¢des metanolicas
a 20 pg/mL, entre 200 e 400 nm.




Inicialmente foi feita uma tentativa de reproduzir o método cromatografico
desenvolvido anteriormente com deteccéo por MS, que empregava eluicéo isocratica de
metanol:acetato de amoénio 10 mM (pH = 5,2), na propor¢do 8:2. No entanto, 0s
canabinoides &cidos tiveram tempos de retencdo muito baixos e ndo foram separados.
Diversas condicdes de gradiente foram testadas para conseguir a melhor separacéo dos
analitos, sendo que as resolucdes entre CBD e CBG e entre THC e A8THC foram
critérios decisivos para estabelecer os parametros cromatograficos. A temperatura de
30 °C e o volume de inje¢éo de 10 pL foram mantidos conforme método anterior do nosso
grupo de pesquisa (Tabela 2), apesar de terem sido realizados testes a 35 °C e com
injecdo de 20 pL, que apresentaram resultados menos satisfatérios. Quando aumentou-
se a temperatura, a resolugcéo entre CBD e CBG diminuiu; e quando o volume de injecdo
foi aumentado, os canabinoides &cidos apresentaram picos irregulares. Ja para o fluxo,
notou-se que o aumento nao prejudicava a resolucdo entre os picos dos analitos, mas
diminuia os seus tempos de retencdo. Dessa forma, optou-se por aumentar para
0,7 mL/min, resultando em uma anélise mais rapida.

Em relacdo ao gradiente, a concentragdo inicial de metanol na fase movel foi
diminuida de modo a retardar a eluicdo dos canabinoides acidos, ja que no teste inicial,
empregando concentracdo de 80%, eles foram eluidos junto ao volume morto. Apds
avaliacdo de diversas condicdes, estabeleceu-se a concentracao inicial de 72% de
metanol, mantida por 3,5 minutos, e apés, aumentando de forma linear até 77% aos 10
minutos. Manteve-se essa concentragdo por guatro minutos, quando foi aumentada
linearmente até 92% aos 18 minutos, mantendo-se até 22 minutos, quando a
concentracao inicial foi reestabelecida e mantida por mais seis minutos, para estabilizar

a linha de base, totalizando 28 minutos de corrida (Figura 6).
100

GRADIENTE .

tempo (min) % MeOH % tamp3o S0
] 72 28 % 8
3,5 72 28 g
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18 92 8 -
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22 92 8 70
22,1 72 28 -
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28 72 28 : 0 -

tempo (min)

Figura 6. Esquema ilustrativo do gradiente definido para o método de separacao de
canabinoides por cromatografia liquida.
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Um cromatograma ilustrativo da analise cromatografica esta apresentado na
Figura 7. Os canabinoides acidos séo os primeiros a serem eluidos, pois a carboxila Ihes
confere menor lipofilicidade em relacdo aos seus derivados neutros. O CBDA € o
composto com menor tempo de retencéo (5,116 min), seguido pelo CBGA (6,003 min) e
pelo THCA (11,041 min). A deteccdo dos canabinoides neutros inicia com o CBD
(14,764 min) e o CBG (15,612) eluindo bastante proximos, pois ambos apresentam as
hidroxilas do anel aromatico livres. O CBD ¢é eluido antes do CBG pois a porcao terpénica
do CBG (cadeia isoprénica aberta) apresenta lipofilicidade ligeiramente maior que a do
CBD (analogo ao limoneno). Em seguida, ocorre a eluicdo do CBN (20,022 min), do THC
(21,082 min) e, por fim, do A8-THC (21,440 min), que possuem o anel dihidropirano. O
CBN possui um anel aromatico na porgéao terpénica, que apresenta maior polaridade que
o ciclohexeno. O A8-THC apresenta 0 maior tempo de retencéo devido a isomerizacdo
da dupla ligacdo (BERMAN et al., 2018).
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Figura 7. Cromatograma de solucao de padrdes de canabinoides a 20 pg/mL obtido
durante desenvolvimento de método por HPLC-UV, com corre¢éo da linha de base.

Além disso, quando foram injetadas misturas de padrées em concentracdes acima
de 10 pg/mL, percebeu-se um pico desconhecido entre CBD e CBG, relatado também
por Patel e colaboradores em 2017. Esse pico esta relacionado provavelmente a uma
impureza ou a um isémero presente ja na solucéo do padrao fornecido pela Cerilliant®.

Para as condi¢bes cromatograficas estabelecidas, as purezas dos picos foram
avaliadas em uma analise com uma mistura de padrdes a 20 ug/mL cada, para garantir
gue cada pico corresponde a um unico analito. Os espectros UV correspondentes ao
inicio e fim de cada pico cromatogréafico se sobrepuseram, e todos 0s picos apresentaram
fatores de pureza dentro do limite calculado pelo software ChemStation. Além disso, foi

realizada uma avaliacdo da adequabilidade do sistema, cujos valores médios e de desvio

49



padrao relativo de cada parametro avaliado para as oito substancias estéo apresentados
na Tabela 3. Destaca-se que todos os valores de resolucdo foram maiores que 1,5,
inclusive entre CBD e CBG (1,821), que é o par de canabinoides com maior problematica
em relacdo a resolugdo na linha de base, mesmo em métodos que empregam colunas
de maior eficiéncia (CITTI et al., 2018a; GIESE et al., 2015). Dessa forma, o método
desenvolvido supre a demanda cientifica por uma técnica rapida para identificacdo de

oito canabinoides simultaneamente.

Tabela 3. Médias e desvio padrdo relativo dos parametros de avaliacdo da
adequabilidade do sistema para cada analito, calculados a partir de seis injecoes.

_ Tempo ge Fator d_e ) Fz_‘;ltor d_e Fator de Numero de Resolugio
Analito Retengao Capaml— Area Simetria Cauda (T) I?ratos (Rs)
(min) dade (k) (As) Teodricos (N)
CBDA 5,136 1,404 656,666 1,027 1,100 4161 -
0,25% 0,44% 0,66% 0,56% 0,46% 1,19% -
CBGA 6,027 1,821 1579,344 0,855 1,243 4903 2,684
0,27% 0,42% 2,20% 0,38% 0,26% 1,22% 0,56%
THCA 11,079 4,185 1470,617 0,453 1,845 22830 15,823
0,23% 0,28% 0,33% 0,49% 0,52% 0,98% 0,24%
CBD 14,813 5,932 1019,911 0,919 1,068 52155 13,486
0,21% 0,25% 0,34% 0,11% 0,20% 1,10% 0,36%
CBG 15,665 6,331 1026,912 0,906 1,080 50956 1,821
0,21% 0,25% 0,45% 0,23% 0,31% 0,43% 0,83%
CBN 20,049 8,383 1755,658 0,943 1,054 306910 20,728
0,08% 0,09% 0,39% 0,19% 0,42% 1,38% 0,26%
THC 21,103 8,876 1083,355 0,944 1,028 508123 7,996
0,06% 0,06% 2,48% 0,47% 0,31% 1,09% 0,14%
A8-THC 21,459 9,043 851,804 0,910 1,041 593600 3,094
0,05% 0,06% 0,63% 0,79% 0,45% 0,10% 0,28%

4.3.2 Andlise de canabinoides nas amostras

As 82 amostras analisadas neste trabalho foram nomeadas de acordo com a sua
procedéncia. A maior parte, totalizando 47 amostras, foram obtidas de operagdes da PFB
para erradicacdo de plantacdes clandestinas na regido do Rio Sdo Francisco, sendo
nomeadas pelo prefixo “M”. O restante é proveniente de diferentes operacdes policiais,
sendo que 25 amostras foram cultivadas pelo DPF/RS a partir de sementes apreendidas,
nomeadas pelo prefixo “I”; e outras 10 amostras eram de material vegetal prensado,

apreendido e cedido pela PFB, nomeadas pelo prefixo “A”. As concentracfes estimadas
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de cada canabinoide, calculadas em gramas para 100 gramas de amostra de material

vegetal (massa%) encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracfes estimadas de cada canabinoide, calculadas em gramas para
100 gramas de amostra de material vegetal (g%).

Amostras | CBDA CBGA THCA CBD CBG CBN THC AB-THC
A001 ND ND 0,11 ND 0,07 151 0,49 ND
A002 ND ND 0,13 ND 0,18 1,79 0,59 ND
A003 ND ND 0,08 ND 0,06 1,57 0,30 ND
A004 ND ND 0,08 ND 0,09 1,67 0,34 ND
A005 ND ND 0,10 ND 0,14 1,77 0,95 ND
A006 ND ND 0,10 ND 0,11 1,69 0,42 ND
A007 ND ND 0,31 ND 0,23 1,08 5,20 ND
A008 ND ND 0,21 ND ND 0,37 0,50 ND
A009 ND ND 0,38 ND ND 0,47 1,21 ND
A010 ND ND 0,14 ND 0,11 1,86 0,32 ND
1001 ND ND 0,37 0,06 ND 0,01 0,16 ND
1002 ND ND 0,10 ND ND 0,01 0,05 ND
1003 ND ND 0,26 0,04 ND 0,01 0,18 ND
1004 ND ND ND ND ND 0,60 0,47 ND
1005 ND ND 0,33 0,07 ND 0,01 0,17 ND
1006 ND ND 0,58 0,10 ND 0,01 0,40 ND
1007 ND ND 0,64 0,04 0,05 ND 0,34 ND
1008 ND 0,02 0,28 ND ND ND 0,12 ND
1009 ND ND 0,24 0,05 ND ND 0,14 ND
1010 ND ND 0,52 ND 0,06 ND 0,30 ND
1011 0,80 0,03 0,13 ND ND ND 0,03 ND
1012 ND ND 0,06 ND ND ND 0,04 ND
1013 ND ND 0,14 ND 0,05 0,04 0,02 ND
1014 ND 0,03 0,24 ND ND ND 0,13 ND
1015 ND ND 0,11 ND ND ND 0,07 ND
1016 ND ND 0,24 ND 0,05 ND 0,12 ND
1017 ND ND 0,60 ND 0,06 ND 0,19 ND
1018 ND 0,03 0,16 ND ND ND 0,12 ND
1021 ND ND 0,16 ND ND 0,01 0,16 ND
1022 ND 0,04 2,92 ND ND 0,01 0,19 ND
1023 ND ND 0,17 ND ND ND 0,10 ND
1026 ND ND 0,87 ND 0,08 0,01 0,51 ND
1027 ND 0,05 0,68 ND 0,07 0,01 0,12 ND
1028 ND ND 0,11 ND ND ND 0,06 ND
1029 ND ND 0,45 0,08 ND ND 0,16 ND
MO003 ND 0,03 ND ND ND 0,23 0,02 ND
M094 ND ND ND ND ND 0,02 ND ND
M095 ND ND ND ND ND 0,10 ND ND
MO096 ND ND ND ND ND 0,10 ND ND
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Tabela 4. Continuacao.

M098
MO099
M100
M101
M104
M105
M106
M107
M110
M111
M112
M113
M114
M115
M116
M117
M118
M119
M121
M122
M123
M124
M151
M152
M153
M154
M155
M156
M157
M158
M159
M160
M161
M162
M163
M164
M165
M166
M167
M168
M169
M170
M171

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,03
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,04
ND
0,03
ND
ND
0,06
ND
0,03
0,03
ND
0,02
0,04
ND
0,02
ND
0,13
ND
ND
0,03
0,02
0,02

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,01
ND
ND
ND
ND
0,02
ND
ND
ND
ND
0,16
0,20
0,21
0,43
0,75
0,39
0,30
0,50
0,23
0,50
0,44
0,22
0,08
0,45
0,15
0,36
0,26
0,26
0,26
0,23
0,29

0,04

0,04
ND
ND
ND
ND
0,05
0,06
0,11
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,03
0,05
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,02
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,09
ND
ND
ND
ND
ND

0,36
0,04
0,05
0,10
0,12
0,50
0,23
0,28
0,20
0,24
0,18
0,24
0,17
0,14
0,14
0,13
1,83
0,50
0,11
0,18
0,81
3,20
0,03
0,04
0,03
0,11
0,18
0,11
0,05
0,05
0,04
0,04
0,03
0,02
0,05
0,11
0,05
0,06
0,02
0,04
0,08
0,04
0,04

0,09
ND

0,01
ND

0,04
0,04
0,21
0,15
0,05
0,02
0,05
0,03
ND

0,02
0,03
0,03
0,25
ND

0,04
0,23
0,18
ND

0,23
0,14
0,31
0,80
1,08
0,74
0,26
0,58
0,27
0,48
0,35
0,19
0,08
0,51
0,08
0,49
0,26
0,30
0,45
0,24
0,33

ND
ND
ND
ND
ND
0,05
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND: ndo detectado.
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Em todas as amostras foi detectado pelo menos um canabinoide, mas nenhum
dos canabinoides avaliados foi detectado em todas as amostras. O THC foi o mais
presente, detectado em 74 amostras, seguido pelo CBN e THCA, detectados em 68 e 54
amostras, respectivamente. A Figura 8 apresenta as frequéncias de identificacao de cada

canabinoide para cada grupo de amostras.

100 ~ Y
- g 5 g ‘ 2 | 3 | &
CB CBM THC

CEDA CBGA THCA CBD G

4= =4 £
== = =}

Frequéncia [9%)

=]
=]

=

AB-THC

Bamostras & @ amostras | amostr 26 M

Figura 8. Frequéncia de identificacdo dos canabinoides nas amostras.

Todas as amostras “M” apresentaram CBN, sendo a concentragao estimada mais
alta de aproximadamente 3,41 g%, em uma amostra em gue nenhum outro canabinoide
foi identificado (M124). O CBN é considerado resultado da oxidacdo somente de THC, e
portanto, assim como o THCA (precursor do THC), pode ser relacionado a poténcia da
amostra. Além disso, o CBN ¢é indicativo de armazenamento inadequado ou por longos
periodos (HARTSEL et al., 2016).

Outros canabinoides detectados nas amostras “M” foram THC, THCA, CBGA,
CBG, CBD e A%-THC. A Figura 9 apresenta um diagrama representando o quantitativo
das amostras “M” contendo CBN, THC e THCA, os canabinoides mais frequentes nesse
grupo. Percebe-se que em 21 delas foram detectados as trés substancias, em 18 foram
detectados CBN e THC, em seis somente CBN, e em apenas duas foi detectado CBN e
THCA.

Para o grupo de amostras “I”, o THC foi detectado em todas as amostras, e 0
THCA néo foi detectado em apenas uma amostra. Neste grupo foi calculada a maior
concentracdo de THCA, de 2,92 g% (1022). O CBN foi identificado em 11 amostras,
indicando um possivel armazenamento longo ou inadequado também para este grupo.
Além desses canabinoides, também foram identificados CBD (7), CBG (7), CBGA (6) e
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“l”

CBDA (1) em amostras do grupo “I”. Em relacdo ao CBD, canabinoide capaz de contrapor
alguns efeitos psicoativos do THC, ele esteve mais presente nas amostras “I”,

provenientes de apreensfes de sementes de marcas variadas ou até mesmo sem

identificagéo.

CBN

a7

6
THCA
18 21 2 53
39
THC

Figura 9. Diagrama ilustrativo da quantidade de amostras do grupo M contendo CBN,
THC e THCA.

Ja para as amostras “A”, observou-se maior homogeneidade na presenca de
canabinoides. Em todas as 10 amostras foram identificados CBN, THC e THCA, e em
oito, CBG. Nenhum outro canabinoide foi detectado, indicando amostras de composicao
mais simples em relacdo a essas substancias. Neste grupo foi estimada a maior
concentragéo de THC, de 5,20 g% (A007).

O CBD ¢é um importante modulador da atividade do THC, além de ser o metabdlito
da Cannabis de grande interesse para uso medicinal (KOWAL; HAZEKAMP;
GROTENHERMEN, 2016). Apesar disso, ele e seu precursor acido, foram pouco
frequentes nas amostras (Figura 8). O CBD foi detectado principalmente nas amostras
do grupo I, proveniente da apreensdo de sementes que posteriormente foram cultivadas
pela PFB. Somente a amostra 1011 apresentou CBDA, na concentracdo estimada
0,80 g%, maior do que os outros canabinoides detectados nessa amostra (CBGA, THCA
e THC), destoando da composicédo predominante de CBN, THCA e THC, que foram os
canabinoides de maiores concentracdes estimadas em 33, 28 e 17 amostras,

respectivamente.
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4.4 Conclusbes

O método desenvolvido nesse trabalho pode ser usado com seguranca para
analise de material vegetal de canabis. As separacfes entre CBD e CBG e entre THC e
A8-THC séo pontos criticos para métodos de andlise de canabinoides por LC, e nesse
trabalho foi possivel obter boas resolucdes para esses pares (1,821 e 3,094). O método
€ capaz de separar e identificar de forma simultdnea e confiavel oito canabinoides
comumente presentes nas amostras de canabis, tracando um perfil quimico qualitativo
gue pode auxiliar a rastrear a origem de materiais apreendidos pelas forcas policiais.

Os principais canabinoides encontrados nas analises das amostras foram THC,
CBN, seu produto de degradacdo, e THCA, seu precursor biolégico na canabis. Os
resultados vdo ao encontro de tendéncias mundiais associadas ao uso recreativo, que
apontam para menor presenca de CBD, e THC em niveis cada vez mais elevados, tanto
em amostras licitas quanto ilicitas, indo na contramé&o do que € preconizado para plantas
de interesse medicinal. Altos teores de THC podem agravar casos de epilepsia, sendo
necessario balancos especificos entre teores de CBD e THC, conforme a aplicacao

terapéutica pretendida.
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5 CAPITULO Il. FRAGMENTATION OF CANNABINOIDS BY FLOW
INJECTION ANALYSIS TANDEM MASS SPECTROMETRY







5.1 Manuscrito

O texto completo do capitulo Il, que ocupa o intervalo de paginas compreendido
entre as paginas 60 — 87, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para
publicacdo em periddico cientifico. Consta da descricdo de um estudo realizado a partir
de experimentos de dissociacao induzida por colisdo com padrbes de oito canabinoides
e cinco amostras de canabis de diferentes procedéncias. Foram realizadas analises de
injecéo de fluxo em espectrémetro de massas de alta resolucéo, com objetivo de avaliar

a fragmentacao das substancias ionizadas por eletrospray em modo positivo e negativo.

59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



73



74



75



76



77



78



79



80



81



82



83



84



85



86



87






6 DISCUSSAO GERAL







De acordo com o Relatério Mundial sobre Drogas de 2019 (UNODC, 2019), os
produtos derivados de candbis, de maneira geral, continuam sendo as drogas ilicitas
mais consumidas no mundo, sendo que praticamente todos os paises do mundo
produzem ou poderiam produzir a planta. Em relagéo ao combate ao tréfico, os esforcos
policiais sdo direcionados para investigacdes baseadas em informacéo e inteligéncia,

incluindo operacdes para erradicacao de cultivos de canabis em areas criticas.

Paralelamente, ha um notavel aumento nas producfes indoor em ambientes
fechados e controlados (desde os mais rudimentares até os mais elaborados), que esta
relacionado a novas formas de trafico internacional de drogas, como o despacho de
pequenas quantidades de semente de canabis por empresas de transporte e logistica.
Dessa forma, sementes de diversas variedades, que produzirdo plantas com diferentes
especificacdes, tém chegado aos centros urbanos (MARIOTTI et al., 2016). Além disso,
0s recentes processos de liberacdo da canabis para uso medicinal ou recreativo
originaram a existéncia de cultivos autorizados, tornando o processo de caracterizacao
e estimativa em relacdo aos niveis de producdo urgente e de dificil diagnostico (FETT,
2017).

Nesse sentido, quanto mais abrangentes forem as informacdes relacionadas a
dindmica de producédo e consumo de canabis e seus derivados, maior o subsidio para o
desenvolvimento de mecanismos de prevencao e intervencao eficientes no combate ao
uso ilicito. Esse trabalho faz parte de uma pesquisa continuada acerca do perfil quimico
de amostras de canabis apreendidas pela PFB, e apresentou uma avaliacdo qualitativa
da composicdo de canabinoides de diferentes amostras, junto a um estudo do

fragmentacao dessas substancias por FIA-ESI(x) MS/MS.

O método desenvolvido para avaliacdo do perfil qualitativo de canabinoides em
material vegetal emprega uma técnica analitica (HPLC-UV) de uso corriqueiro em
laboratdrios de analises quimicas, inclusive para analises forenses. O método descrito é
capaz de identificar, em uma mesma corrida cromatografica, oito substancias
comumente encontradas na canabis e em seus produtos derivados: CBDA, CBGA,
THCA, CBD, CBG, CBN, THC e A%-THC.

Nos métodos descritos na literatura, os pares CBDA/CBGA, CBD/CBG e THC/AS8-
THC muitas vezes apresentam tempos de retencéo muito proximos, com baixa resolucéo

entre os picos. Com a deteccao por absorcdo no UV, uma boa resolucdo € um aspecto
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crucial, ja que o espectro de absorcdo de canabinoides é muito semelhante,
apresentando, em geral, um perfil para os canabinoides neutros e outro para os acidos.
Em métodos cromatogréficos com deteccdo por MS, a diferenciacdo entre os pares
CBDA/CBGA e CBD/CBG pode se dar pelas massas, jA que possuem férmulas
moleculares distintas. Mas, nos casos em que ha coeluicéo do par de isdmeros THC/AS-
THC, a diferenciacéo pode ser problematica mesmo com a deteccéo por MS, ja que além
de possuirem a mesma massa monoisotopica, a dissociagdo do ion molecular gera
fragmentos de mesma razdo m/z. No método apresentado, a otimizac&o das condicdes
cromatograficas permitiu separar adequadamente os pares, com valores de resolucéo
adequados (> 1,8), tornando possivel a identificacdo dos canabinoides pela deteccao por

absorcao UV.

O método foi aplicado a diferentes amostras compartilhadas pela PFB. Apesar de
ser uma técnica muito utilizada, ainda ndo existem trabalhos publicados com a analise
de amostras brasileiras de canabis por LC-UV. Trabalhos que analisaram o contetudo de
canabinoides em amostras brasileiras empregaram GC-FID (DE OLIVEIRA et al., 2008),
em uma abordagem quantitativa, e mais recentemente, de forma qualitativa, pelas
técnicas de GC-MS (DOS SANTOS et al., 2018a; MARIOTTI et al., 2016), LC-MS (DOS
SANTOS et al., 2018a; TOSE et al., 2017) e MS (BORILLE et al., 2017a; DOS SANTOS
et al., 2018b; NASCIMENTO et al., 2015).

As andlises cromatogréficas das amostras avaliadas vdo ao encontro da
tendéncia mundial de producdo de canabis para fins recreativos com alta poténcia
(UNODC, 2019). Os principais canabinoides detectados foram THC, canabinoide

psicoativo, CBN, seu produto de degradacao, e THCA, seu precursor na planta.

A avaliacdo da fragmentacéo dos padrdes de canabinoides por FIA-MS/MS foi
avaliada nos modos positivo e negativo de ESI. Ambos os modos foram eficientes para
a ionizacao das substancias. Em andlises por FIA-ESI(+) MS, observou-se sinais de ions
produto nos espectros dos canabinoides, exceto para o CBN, indicando que, mesmo que
ESI seja uma técnica de ionizacdo suave, ocorre fragmentacdo na fonte quando

canabinoides s&o ionizados no modo positivo.

Os experimentos de colisdo induzida (FI-ESI(x) MS/MS) foram realizados em cada
canabinoide no modo positivo e negativo de ionizacdo. De forma geral, a ionizagcao

positiva gerou espectros com uma menor fragmentacao, independente da energia de
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colisdo aplicada. Além disso, a discriminagcdo entre os isbmeros CBDA/THCA e Aé8-
THC/CBD foi insatisfatoria por FIA-ESI(+) MS/MS, pois os ions formados apresentaram
a mesma razdo m/z, com intensidades relativas muito semelhantes. Ja para as analises
de FIA-ESI(-) MS/MS, observou-se maior variedade na fragmentacdo das moléculas,
facilitando a diferenciacdo entre elas, inclusive entre os isdbmeros. Sendo assim, a
avaliacdo da fragmentacdo de padrdes de canabinoides foi satisfatéria por FIA-ESI(-)

MS/MS, e a técnica foi empregada para analise de cinco amostras de candbis.

Para estas analises, o quadrupolo do equipamento foi programado para selecionar
0s ions moleculares correspondentes aos canabinoides avaliados. Em cada [M-HJ
selecionado, foi aplicado uma energia de colisdo, e os fragmentos formados foram
analisados pelo ToF, gerando cinco espectros diferentes para cada amostra. Diante da
complexidade dos resultados obtidos, decidiu-se por desenvolver um modelo preditivo e
avaliar a capacidade de classificagdo de amostras cuja composicdo era previamente

conhecida.

Foram construidos dois modelos utilizando PLS-DA. O primeiro foi elaborado
considerando a predominéancia do ion precursor de m/z 313, relacionado aos isébmeros
CBD, THC e A%-THC; e o segundo considerando o ion precursor de m/z 357, relacionado
aos isobmeros CBDA e THCA. A predicéo realizada pelo segundo modelo classificou as
amostras de forma mais satisfatéria, sendo que as amostras Tl e T2, cujas
concentragfes estimadas de canabinoides &cidos era maior em relacdo aos neutros,
foram separadas daquelas cuja concentracdo de CBN e/ou THC era mais significativa.
As amostras T1 e T2 sdo provenientes de apreensfes de sementes que foram
posteriormente cultivadas pela PFB, e podem estar relacionadas as diferentes
variedades de canabis comercializadas de forma ilegal.

O trabalho foi desenvolvido tendo em vista o cendrio das analises forenses, em
gue apreensdes de sementes, plantagcdes e produtos prontos para 0 consumo S&o
realizadas pelas equipes de pericia. Associado a ferramentas quimiométrica, 0 método
de FIA-ESI(-) MS/MS pode ser aplicado em um grande volume de amostras de forma
rapida e eficaz para classificar amostras que pertencem a um mesmo grupo - por
exemplo, correlacionar amostras de diferentes apreensées a uma mesma origem

geografica.
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7 CONCLUSOES







Foi desenvolvido um método analitico por HPLC-UV para identificacdo simultdnea

de oito canabinoides majoritariamente detectados em material vegetal,

As amostras analisadas pelo método desenvolvido apresentaram composicdo
condizente com o esperado, sendo o THC, CBN e THCA os canabinoides mais

presentes nas amostras;

O perfil de fragmentacdo de canabinoides péde ser avaliado com éxito por FIA-

ESI(-) MS/MS, com distin¢cdo entre moléculas isbmeras;

Os modelos de predigdo propostos por PLS-DA foram capazes de classificar

amostras de material vegetal de canabis de acordo com os tipos de amostra.
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