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TECNICAS ESPECTROSCOPICAS, CROMATOGRAFICAS E
TERMOGRAVIMETRICAS COM USO POTENCIAL NO PROCESSO DE
RASTREABILIDADE DE CANNABIS SATIVA L..

Autor: Mariana Fernandes Ramos
Orientador: Prof. Flavio Anastacio de Oliveira Camargo

RESUMO

A maconha, Cannabis seca e moida, é a droga ilicita mais consumida no mundo.
Diversos efeitos indesejaveis e riscos a saude humana sao causados pelo uso
dessa droga, cuja composi¢cao quimica ainda é pouco conhecida, assim como
sdo os possiveis efeitos sinérgicos que os mais diversos elementos que a
compdem podem apresentar. Apesar disso, diversos paises vém flexibilizando
suas leis a respeito da compra, venda, posse e consumo de maconha, o que n&o
impede o trafico dessa droga, que apresenta uma tendéncia de crescimento no
Brasil, Estados Unidos da América e Unido Europeia, por exemplo. Com isso, se
faz necesséaria a avaliacdo de metodologias capazes de rastrear a origem
geografica de amostras apreendidas, a fim de identificar locais de cultivos ilicitos
e redes de tréfico, e erradica-los. Deste modo, foram testadas técnicas
espectroscopicas (Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier por Reflexdo Total Atenuada - ATR-FTIR e Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflectancia Difusa - DRIFT),
cromatograficas (Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrdbmetro de Massas -
LC-MS e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Detector de
Arranjo de Diodos - HPLC-DAD), e termogravimétrica (TGA), com o objetivo de
avaliar sua capacidade para rastrear a origem geografica de Cannabis e do solo
em que foram cultivadas no Brasil e nos Estados Unidos da América, e indicar a
técnica mais eficiente, ou seja, aquela com alta acuracia, rapidez no preparo de
amostras, baixo (ou nulo) consumo de insumos para a analise das amostras,
baixa (ou nula) geracao de residuos e baixo custo de andlise. Considerando-se
os resultados obtidos, assim como o tempo de preparagdo de amostra e de
tempo de anadlise, insumos necessarios para realizar as analises, rejeitos
gerados (quando aplicavel), e as técnicas avaliadas, a ATR-FTIR é a indicada
para o rastreamento de Cannabis pois apresentou acuracias acima de 90% (de
forma geral), requer pouca preparacao de amostra, ndo é destrutiva, ndo exige
insumos, ndo gera residuos, e o0 custo por analise é muito baixo. A mesma
analise é recomendada para o rastreamento de solo, podendo ser empregado
na area forense.

Palavras-chave: origem geografica, rastreamento, Cannabis.

1 Tese de doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do
Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre.
(104p). Abril, 2020. A presente tese teve apoio financeiro da CAPES.
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SPECTROSCOPIC, CHROMATOGRAPHIC AND THERMOGRAVIMETRIC
TECHNIQUES WITH POTENTIAL USEFULNESS TO
CANNABIS SATIVA L. TRACEABILITY PROCESS?

Author: Mariana Fernandes Ramos
Advisor: Prof. Flavio Anastécio de Oliveira Camargo

ABSTRACT

Marijuana, dried and ground Cannabis, is the most consumed illicit drug in the
world. Many undesirable and risky effects to human health are caused by its use.
Also, its chemical composition is not very well known, and the same goes for the
possible synergic effects that the various elements in its composition could
present. In spite of that, many countries have been rendering their laws more
flexible as to marijuana purchase, sale, possession and consumption. This fact
does not prevent this drug’s trafficking, which has had an increasing tendency in
Brazil, in the United States of America and in the European Union, for instance.
Therefore, the evaluation of methodologies capable of tracing the geographical
origin of seized samples, in order to point out drug trafficking networks and
eradicate them is incrementally necessary. Consequently, the objective of this
study was to test spectroscopic (Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform
Infrared Spectroscopy - ATR-FTIR and Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy - DRIFT), chromatographic (Liquid Chromatography—
Mass Spectrometry - LC-MS and High Performance Liquid Chromatography-
Diode Array Detector - HPLC-DAD) and thermogravimetric (TGA) techniques in
order to assess their capability to trace the geographical origin of Cannabis and
of the soil where it was cultivated in Brazil and in the United States of America,
as well as indicate the most efficient technique, i.e., the one with high accuracy,
sample preparation promptness, low (or zero) basic material consumption for the
analyses of samples, low (or zero) residue generation, low cost of analysis.
Considering the obtained results, the sample preparation time and the analysis
time, the required basic materials to perform the analyses and the generated
residues (when applicable), ATR-FTIR was the best technique for Cannabis
tracing since it presented over 90% accuracy (overall) and it requires very little
sample preparation. It is also not a destructive technique, it does not require basic
materials nor does it generate residues, and the cost per analysis is low. The
same analysis is recommended for soil tracing, which could even be employed in
the forensic field.

Keywords: geographical origin, traceability, Cannabis.

2 Doctoral dissertation in Soil Science. Graduate Program in Soil Science, College of
Agronomy, Federal University of Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (104p). April, 2020. The
present dissertation was carried out with financial support from CAPES.
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1. INTRODUCAO

Cannabis sativa L. € a fonte da droga recreacional conhecida por
maconha, a droga mais consumida no mundo, sendo proibida na maioria dos
paises. Apesar disso, os dados atuais revelam que no Brasil a Policia Federal
apreendeu mais de 250 toneladas de maconha somente no ano de 2018 e
aproximadamente 50 toneladas em 2019. A estimativa mundial de usuérios da
droga era de aproximadamente 188 milh6es em 2017. Esse panorama esta se
agravando e é denunciado pela publicacdo de diversos estudos comprovando
qgue, mundialmente, a poténcia da droga vem aumentando ao longo dos anos
por meio de selecdo e melhoramentos genéticos da planta, e com isso
degradando a saude fisica e mental do usuario devido a possiveis modificacfes
morfolégicas no cérebro, paranoia, acidente cerebral isquémico, e aumentando
0s casos de crimes associados a droga.

Até o momento ja foram identificados aproximadamente 500 compostos
na Cannabis. Seus principais constituintes sdo os canabinoides e 0s terpenos,
sendo que o A°-tetrahidrocannabinol (THC) é geralmente o principal alvo de
analise dos pesquisadores devido a sua acdo psicoativa em humanos.
Dependendo da concentracdo de THC na planta e/ou da sua propor¢cdo com 0s
canabinoides cannabidiol (CBD) e cannabinol (CBN), a Cannabis pode ser
classificada como droga ou fibra. Conforme a sua composicéo e a legislacao de
cada pais, a Cannabis pode ser utilizada na fabricagdo de medicamentos para
aliviar dores neuropaticas cronicas, para tratar epilepsia, para estimular o apetite
de pacientes com AIDS ou cancer, etc. A legislacdo brasileira vigente permite,
com ressalvas, a prescricdo de medicamentos registrados na Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) a base de derivados de C. sativa, exclusivamente

por médicos, para uso humano.



A repressdo ao tréfico de drogas se intensifica em paises como o Brasil,
onde o tréfico nacional e internacional é favorecido pelo seu extenso territério e
numerosas fronteiras, sendo vizinho de alguns paises produtores de Cannabis.
A fim de controlar e erradicar o cultivo de Cannabis e o trafico das drogas
provenientes desta planta, varios paises buscam formas de realizar seu
rastreamento e tornar mais eficaz o seu controle. As hip6teses da presente tese
sdo que bordagens biogeoquimicas empregando andlises cromatograficas,
espectroscopicas, termogravimetria e analise discriminante linear dos dados séo
capazes de relacionar a planta com o local de cultivo; e que as técnicas
cromatograficas proporcionam melhores resultados por se tratarem de anélises
guantitativas bem estabelecidas em diversas areas da ciéncia, inclusive a
forense, enquanto as espectroscopicas e a termogravimétrica nunca foram
utilizadas para este fim e supde-se que sejam potencialmente empregadas para
rastrear a origem geogréafica de Cannabis. Desta forma, o objetivo do trabalho &
avaliar potenciais indicadores para rastrear a origem de amostras da parte aérea
de Cannabis e do solo onde elas foram cultivadas, provenientes de duas
apreensdes da Policia Federal do Brasil, assim como de empresas legais
produtoras de Cannabis no Colorado, Estados Unidos da América, a partir de
analises realizadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier por reflexdo total atenuada (ATR), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier por reflectancia difusa (DRIFT), cromatografia liquida
acoplada a espectrobmetro de massas (LC-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), analise
termogravimétrica (TGA), e analise estatistica dos dados por analise
discriminante linear (LDA). Espera-se identificar a técnica mais eficiente, ou seja,
aguela com alta acuracia na classificacdo das amostras quanto a sua origem
geografica, rapidez no preparo de amostras, baixo (ou nulo) consumo de
insumos para a analise das amostras, baixa (ou nula) geracéo de residuos, e
baixo custo de analise, e com isso propor a base para um sistema de

rastreamento de Cannabis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Maconha, uma droga produzida a partir de Cannabis sativa L., € a droga
ilicita mais consumida mundialmente, apesar de seu uso e cultivo serem
proibidos na maioria dos paises (El-Deftar et al., 2015); no entanto, o cultivo de
plantas de Cannabis foi reportado em 145 paises entre 2010 e 2016 (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2018).

C. sativa € uma planta anual que pertence a familia Cannabaceae
(Fischedick et al., 2010), € mono especifica e é dividida em subespécies
(Cannabis sativa subsp. sativa, Cannabis sativa subsp. indica, Cannabis sativa
subsp. ruderalis, Cannabis sativa subsp. spontanea, Cannabis sativa subsp.
kafristanca) (Hill, 1983; United Nations Office on Drugs and Crime, 2009; Farag
& Kayser, 2017). Muitas variedades atualmente destinadas ao uso recreativo ou
medicinal sao hibridas dos diversos morfotipos de Cannabis sativa subsp. sativa
e Cannabis sativa subsp. indica (Fischedick et al., 2010).

Testes clinicos feitos com C. sativa, assim como com canabinoides puros
e analogos sintéticos demonstraram eficacia como analgésicos para a dor
neuropatica cronica, como estimulantes de apetite para pacientes com cancer
ou AIDS, e para os sintomas de esclorese multipla (Fischedick et al., 2010).
Atividades terapéuticas e profilaticas sdo atribuidas ao cha de Cannabis,
geralmente preparado e consumido de forma artesanal, que € utilizado como
remédio para aliviar febres e estresse (Hazekamp et al., 2007). Contudo, ndo ha
consenso cientifico sobre a possivel atividade psicoativa do cha. Alguns
pesquisadores mencionam que 0 processo para preparar o cha nao é suficiente
para descarboxilar o(s) canabinoide(s) acido(s) presente(s) em amostras cruas
de Cannabis (MacCallum & Russo, 2018), consequentemente, a quantidade de
A®-tetrahidrocanabinol (A®-THC ou THC) — o principal canabinoide de acao

psicoativa — seria baixa, logo, a acéo psicoativa do cha também seria menor ou



inexistente (Giroud et al., 2000). Outros pesquisadores afirmam que a conversao
dos canabinoides acidos para seus equivalentes neutros seria quase completa
devido ao calor que deve ser empregado na preparacao do cha (Hazekamp et
al., 2007), o que aumentaria a concentracdo dos canabinoides neutros, como o
THC, aumentando a atividade psicoativa do ch4, dependendo de quais
canabinoides estao presentes.

Desde 2003 os Paises Baixos vém permitindo a distribuicdo de Cannabis
medicinal padronizada, como 0 medicamento Bedrocan®, para pacientes com
prescricdo médica (Hazekamp, 2006). Outro fitofarmaco, Sativex®, consiste da
mistura de dois extratos de C. sativa ricos em THC e canabidiol (CBD), e é
empregado no tratamento dos sintomas de esclerose multipla (Barnes, 2006).
Por outro lado, o uso indiscriminado de Cannabis pode causar uma série de
efeitos indesejaveis e perigosos, como modificagcdes na morfologia do cérebro
(Lorenzetti et al., 2015), paranoia (Freeman et al., 2015) e acidente cerebral
vascular isquémico (Mateo et al., 2005).

A identificacdo da origem de plantas de C. sativa € de grande importancia
para a identificacao de locais de cultivo ilicito e para a investigacdo de redes de
trafico da planta e de drogas derivadas (como maconha e haxixe), assim como
em circunstancias em que esses elementos estdo presentes como evidéncia de
crimes (El-Deftar et al., 2015). De acordo com Shibuya et al. (2006), a maior
parte das informacfes obtidas sobre rotas de trafico de drogas provém de
usuarios de drogas e traficantes. Logo, a identificacdo e o rastreamento de
plantas de Cannabis e suas drogas derivadas por meio de métodos cientificos é
crucial para o seu controle e erradicacao.

Plantas de C. sativa sdo ilegalmente cultivadas junto com cultivos
agricolas no Brasil a fim de dificultar sua identificacdo via monitoramento aéreo
(Shibuya et al., 2007a). No entanto, o numero de apreensdes de sementes de
Cannabis enviadas pelo correio tem aumentado (Borille et al., 2017). Apesar do
cultivo de Cannabis e 0 uso de maconha serem proibidos no pais, a quantidade
de maconha apreendida pela Policia Federal do Brasil mostra uma tendéncia de
crescimento desde 1995, continuamente ultrapassando 200 t desde 2013, e 350
tem 2017 (Figura 1).

Apesar de a série temporal da quantidade de maconha apreendida nos

Estados Unidos da América ser menor, o que dificulta a interpretacéo dos dados,



ainda é possivel observar uma tendéncia de crescimento nas quantidades
apreendidas. A maior quantidade de maconha apreendida se deu em 2017
apesar de diversos estados terem mudado suas legislacdes em anos anteriores,
legalizando o uso recreacional e/ou medicinal de Cannabis (Figura 1). A
quantidade total de maconha apreendida em paises membro da Unido Europeia
também mostra uma tendéncia de crescimento, similar ao Brasil e aos Estados

Unidos da América (Figura 1).
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Figura 1. Quantidade de maconha apreendida no Brasil, Estados Unidos e Unido
Europeia (kg/ano). Dados obtidos do website da Policia Federal do
Brasil, da United States Drug Enforcement Administration e do
Statistical Bulletin 2019 elaborado pelo European Monitoring Centre

for Drugs and Drug Addiction. Disponivel em:
<http://www.pf.gov.br/imprensa/estatistica/drogas>;
<https://www.dea.gov/cannabis-eradication> e

<http://www.emcdda.europa.eu/data/stats2019/szr>.

Na Argentina a quantidade de maconha apreendida desde dezembro de
2015 até julho de 2017 foi de 189 toneladas (Argentina, 2019); e no Canada, nas
fronteiras, esta quantidade foi de 0,497 toneladas no ano fiscal de 2017-2018 e
de 0,412 toneladas no ano fiscal de 2018-2019 (Canada, 2019a).

Segundo United Nations Office on Drugs and Crime (2019), havia 188
milhdes de usuarios de maconha em 2017 e aproximadamente 5.109 toneladas

da planta e 1.161 toneladas de resina (haxixe) de Cannabis foram apreendidas



no mesmo ano ao redor do mundo, com a quantidade apreendida aumentando

7% em 2017, enquanto que o de resina diminuiu 31% em relag&o ao ano anterior.

2.1 Legislacéo acerca do uso de Cannabis

No Brasil, a primeira legislagdo referente a determinacdo de quais
substancias sédo consideradas toxicas entorpecentes, a fiscalizacdo do seu
comércio, a regulacdo da entrada destas substancias no pais, e ao
estabelecimento de penas data de 1932, com o Decreto n° 20.930. Neste
decreto, ha referéncia a Cannabis indica como sendo uma substancia toxica
entorpecente, assim como “seus sais, congéneres, compostos e derivados,
inclusive especialidades farmacéuticas correlatas”, juntamente com o 6pio,
morfina, cocaina, entre outras. O Decreto-Lei n® 891, de 25 de novembro de 1938
inclui “o canhamo Cannabis sativa”’, além da subespécie indica, na lista de
substancias entorpecentes, sendo estas plantas proibidas no pais para o plantio,
cultivo, colheita e exploracéo. A Portaria n° 344, de 12 de maio de 1998 aprova
0 regulamento técnico sobre substancias e medicamentos sujeitos a controle
especial. Nela, a planta “Cannabis sativum” compde a Lista E, a lista de plantas
gue podem originar substancias entorpecentes e/ou psicotropicas, e o THC
compde a Lista F2 de substancias psicotrépicas, inserida na Lista F, a lista das
substéancias de uso proscrito no Brasil.

A Lei n® 11.343, de 23 de agosto de 2006 institui o Sistema Nacional de
Politicas Publicas sobre Drogas (Sishad), atualiza a definicdo de crimes, da as
respectivas penas, entre outras providéncias. O artigo 28 dessa lei da penas
para “Quem adquirir, guardar, tiver em deposito, transportar ou trouxer consigo,
para consumo pessoal, drogas sem autorizacdo ou em desacordo com
determinacao legal ou regulamentar ...” e para quem, para consumo proprio,
semeia, cultiva ou colhe plantas capazes de causar dependéncia fisica ou
psiquica. No artigo 33 ha penas de reclusdo e multa para quem “Importar,
exportar, remeter, preparar, produzir, fabricar, adquirir, vender, expor a venda,
oferecer, ter em depdsito, transportar, trazer consigo, guardar, prescrever,
ministrar, entregar a consumo ou fornecer drogas, ainda que gratuitamente, sem

autorizacdo ou em desacordo com determinacao legal ou regulamentar”.



Na Resolu¢cdo-RDC n° 3, de 26 de janeiro de 2015, o CBD foi incluido na
lista C1 - lista das outras substancias sujeitas a controle especial (sujeitas a
Receita de Controle Especial em duas vias). Quatro meses depois, a Resolucéo-
RDC n° 17 de 6 de maio de 2015 entra em vigor e muda o cenario legal, sendo
a primeira resolucao a definir os critérios e procedimentos para a importacdo, em
carater excepcional, de produtos com base em CBD em associagdo com outros
canabinoides, para uso pessoal de pessoas fisicas, com prescricdo médica de
um profissional legalmente qualificado, para tratamentos de saude.

A Resolucdo DC/ANVISA n° 66 de 18 de margo de 2016 atualiza o Anexo
| - Listas de Substancias Entorpecentes, Psicotrdpicas, Precursoras e Outras sob
Controle Especial da Portaria n°® 344 de 12 de maio de 1998, em relacédo a
prescricdo de medicamentos registrados na Anvisa cuja composi¢ao inclui a
planta Cannabis sp., suas partes ou substancias obtidas a partir dela, incluindo
o THC, assim como em relag&o a prescri¢cao de produtos que possuam CBD e/ou
THC, a serem importados por pessoa fisica, para uso proprio, para tratamento
de saude, mediante prescricdo médica. Por fim, a Resolucdo-RDC n° 130, de 2
de dezembro de 2016 permitide a prescricdo de medicamentos registrados na
Anvisa a base de derivados de C. sativa, exclusivamente por médicos,
destinados, portanto, ao uso humano, e da limites maximos de concentracéo de
THC e de CBD presentes nesses medicamentos.

No ambito internacional, o uso medicinal e/ou recreacional também esta
sendo flexibilizado ao longo dos anos em diversos paises. O Uruguai regulou a
importacdo, producdo, aquisicdo, armazenamento, comercializacdo e
distribuicdo de maconha e outros derivados de Cannabis com a Lein®19.172 de
20 de dezembro de 2013. A Argentina regulou o uso medicinal de Cannabis e
seus derivados em 2017 com a Lei n® 27.350. Na Unido Europeia requere-se que
a planta inteira de Cannabis seja controlada de acordo com as leis de cada pais
membro; alguns paises membros abrem excecdes para plantas com um
contetdo maximo de THC de até 0,2% se forem cultivadas para producéo de
fibras (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Adduction, 2018). Os
Estados Unidos da América legalizaram o cultivo de Cannabis do tipo fibra com
teor de THC méaximo de 0,3% em nivel nacional com o Agriculture Improvement

Act de 2018, no entanto, cada estado possui suas proprias leis. O Canada,


http://www.emcdda.europa.eu/system/files/publications/4135/TD0217210ENN.pdf

também em 2018, legalizou a posse, compartilhamento, aquisicdo, cultivo e

producdo de Cannabis, com o Cannabis Act.

2.1.1 O antes e o depois da flexibilizacdo do uso de Cannabis no

mundo

Em relacdo a América do Sul, até 2016 a maconha ainda era a substancia
mais consumida no Uruguai, sendo preferida em relacdo ao alcool, tabaco e
tranquilizantes (com ou sem prescricdo médica) (Uruguai, 2016). O nimero de
uruguaios usuarios de maconha nas trés categorias mostradas na Figura 2
aumentou entre 2001 e 2014. A legalizacdo da maconha no pais nao parece ter
surtido efeito algum no comportamento dos usuarios, ja que 0 numero de
usuérios estava aumentando desde antes de a lei entrar em vigor em 2013. O
Uruguai possuia uma populacdo estimada em 3,386 milhdes em 2011 e 3,420
milhdes em 2014, portanto, quase 800.000 pessoas usaram maconha pelo
menos uma vez em suas vidas e mais que 222.000 usaram maconha nos ultimos

30 dias, em relacdo a data da pesquisa feita no pais, em 2014.
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Figura 2. Frequéncia de consumo de maconha por uruguaios entre 2001 e 2014.
Adaptado de Uruguai (2016).

No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude do Escolar realizada
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2015, 4,1% dos

estudantes na 92 série do ensino fundamental fumaram maconha nos ultimos 30



dias anteriores a aplicagcao da pesquisa. Em relacdo ao consumo de maconha
por adultos, uma estimativa feita em 2015 mostra que aproximadamente 2,744
milhdes de pessoas usam maconha mensalmente (Silva et al., 2016). Em 2018,
4.617 pessoas estavam autorizadas a importar medicamentos com base em
Cannabis para consumo medicinal proprio (Mori, 2018).

Na Argentina quase 20% das pessoas entrevistadas eram usuérias de
maconha em 2004, seguido de um aumento consideravel, chegando a 27,6%
dois anos depois. O nimero de usuarios diminuiu e em 2010 era menor que 18%
(Argentina, 2011). Considerando que a Argentina regulou o uso medicinal de
Cannabis em 2017 e nao foi possivel encontrar dados mais recentes de consumo
de maconha pela populacédo, ndo ha como verificar se essa regulacdo impactou
esse consumo de alguma forma.

Na América do Norte, no Canada, a prevalénica do uso de Cannabis entre
consumidores com 15 anos de idade ou mais velhos aumentou apds a
legalizacdo em 2018 nas provincias de Newfound and Labrador, Saskatchewan,
Ontario, Prince Edward Island, New Brunswick, e Quebec, enquanto que nas
provincias de Nova Scotia, British Columbia, Manitoba, e Alberta o uso diminuiu3.
Durante o primeiro quadrimestre de 2018, 327.999 pessoas relataram o uso de
Cannabis pela primeira vez nos trés meses prévios a pesquisa; esse numero
guase dobrou no mesmo periodo de 2019, pos legalizacéo, chegando a 646.000
pessoas que usaram maconha pela primeira vez. A quantidade de homens que
séo usuarios diarios ou quase diarios no Canadéa é maior do que a de mulheres
(8% versus 5%) (Canadé, 2019b).

Nos Estados Unidos da América, onde os estados tém legislacéo prépria,
destaca-se uma pesquisa realizada no Colorado em 2017 que mostrou que um
em cada cinco jovens usa maconha. Esse numero se manteve estavel desde
2013. O uso entre os adultos aumentou de 13,6% em 2016 a 15,5% em 2017,
com um aumento significativo entre aqueles na faixa de idade entre 18 e 34 anos.
A quantidade de adultos nas faixas de idade de 18 a 25 anos e 26 a 34 anos que
usam maconha atualmente (no momento em que a pesquisa estava sendo
realizada) aumentou no mesmo periodo, assim como o uso diario ou quase diario

de adultos nessas mesmas faixas etérias (Salley, 2018).

3 Informacado disponivel em: https://www.cbc.ca/news/health/cannabis-use-statistics-
canada-1.5121125. Acessado em 30 de julho de 2019.
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No Alasca, uma pesquisa realizada em 2008-2009 e outra em 2013-2014
mostram que a percepcdo de grande risco em usar maconha mensalmente
diminuiu, enquanto que o uso de maconha pela primeira vez aumentou entre as
pesquisas feitas em 2008-2009 e 2014-2015, mas o uso mensal de maconha
permaneceu estavel. As pessoas na faixa etaria entre 18 e 25 anos séo as que
mais consomem maconha nas categorias ‘uso no ultimo més’, ‘uso no ultimo ano’
e ‘primeiro uso anual’. O abuso ou dependéncia de maconha foi um fator citado
em 5% das hospitalizacbes masculinas e 4% das femininas em 2016 (Alaska,
2016).

No estado de Washington, 14% (x1%) dos adultos usaram maconha nos
altimos 30 dias (prévios a pesquisa) em 2016; essa prevaléncia aumentou desde
2011. Mais homens adultos relatam o uso de maconha em relacédo as mulheres
(15% (+1%) versus 11% (+1%)) durante 2014-2016. No mesmo periodo, jovens
entre 18 e 24 anos sdo 0s que mais consomem maconha. Ja para 0 uso
medicinal, o nimero total de permissées criadas entre 1° de julho de 2016 e 30
de julho de 2017 aumentou mensalmente, de 5.754 para 23.327. Essas
tendéncias de consumo de maconha sdo também encontradas nos estados de
Oregon, Distrito de Columbia, Massachusetts e Michigan.

No México, em 2016, a droga ilegal de maior consumo nas categorias
‘alguma vez na vida’ e ‘no ultimo ano’ foi a maconha (8,6% e 2,1%,
respectivamente), e em ambos 0s casos se registrou um aumento significativo
em relacdo a pesquisa anterior feita em 2011. A maconha também foi a droga
ilicita mais apreendida entre 2012 e 2018, com mais de 4,6 milhdes de toneladas,
seguida da metanfetamina e da cocaina, com 1235 e 52,2 toneladas,
respectivamente (México, 2019).

E possivel observar duas fortes tendéncias que acorrem nos
estados/paises analisados: a prevaléncia do uso de maconha por homens e
jovens, especialmente entre 18 e 24 anos. Essa prevaléncia masculina ja foi
estudada e estatisticamente comprovada (Carliner et al., 2017; Cuttler, Mischley
& Sexton, 2016), no entanto, 0s mecanismos bioldgicos por tras desse fenémeno
ainda ndo estédo claros, ja que faltam estudos comparando usuarios do sexo
feminino e do sexo masculino (Calakos et al., 2017).

Outro ponto que se destaca € a opinido desses adolescentes e jovens

adultos a respeito do consumo de maconha. Nos Estados Unidos da América,
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em nivel nacional, o risco percebido por adolescentes associado ao uso de
maconha diminuiu de 58% em 2005 para 36,1% em 2014 (Michigan, 2015). A
prevaléncia dos jovens no consumo de maconha, encontrada nos dados
expostos anteriormente, pode afetar suas vidas tanto a curto quanto a longo
prazo, considerando que ha evidéncias de alteragcbes neuroanatdbmicas no
cérebro de usuarios de maconha (Brumback et al., 2016). Os l6bulos frontais no
cérebro, essenciais para diversas aptiddes como regulacdo emocional,
planejamento e organizac&o, continuam a se desenvolver entre a adolescéncia
e a juventude adulta (Sowell et al., 1999) e podem ter sua formacao afetada pelo
consumo de maconha.

Em relacdo ao numero de usuéarios no mundo, as Américas, em 2017,
continuaram sendo o continente com maior consumo anual de Cannabis, com
uma estimativa de 56,590 milh&es de usuérios distribuidos na América do Norte
(44,630 milhdes), América do Sul (10,040 milhdes), Caribe (1,040 milhdes) e
Ameérica Central (880 mil), seguida da Asia, com aproximadamente 54,210
milhdes de usuéarios, da Africa, com aproximadamente 44,900 milhdes de
usuarios, Europa com 29,410 milhdes e a Oceania com 2,840 milhdes (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2019).

2.2 Componentes quimicos e aspectos medicinais da Cannabis

A planta de Cannabis contém um grande namero de fitoquimicos que sao
altamente varidveis, e novos compostos sao identificados frequentemente
(Weston-Green, 2018). No Reino Plantae, os tricomas glandulares sdo as
estruturas que realizam a biosintese e/ou sequestro de diversos metabdlitos
secundarios (Potter, 2009). Em Cannabis essas estruturas sdo responsaveis
pela producdo e armazenamento de canabinoides (Schachtsiek et al., 2018),
também denominados fitocanabinoides a fim de distingui-los dos canabinoides
sintéticos e endocanabinoides (Berman et al., 2018) (ligantes enddgenos dos
receptores de canabinoides, o CB1 e CB2 (Piscitelli, 2015)), e de terpenos (Zager
etal., 2019), que compdem os 6leos essenciais de Cannabis e de diversas outras
plantas, que sdo empregados na industria alimenticia (Wang et al., 2008) e

farmacéutica (Zhang, Nielsen & Liu, 2017).



12

2.2.1 Canabinoides

O primeiro relato acerca da atividade das substancias presentes em
Cannabis data de 1897. Uma comunicagdo preliminar (preliminary
communication) foi publicada a respeito da atividade do canabinol (CBN) em
humanos (Marshall, 1897). Pouco tempo depois, em 1899, andlises quimicas
possibilitaram o isolamento desse canabinoide (Wood, Spivey & Easterfield,
1899), e em 1940 a estrutura quimica do CBN foi estabelecida por Adams, Baker
& Wearn. No mesmo ano, a estrutura do CBD também estava sendo elucidada
(Adams et al., 1940). O THC também estava sendo isolado, em resina de
Cannabis sativa (Wollner et al., 1942). Atualmente, ha aproximadamente 500
compostos relatados, e dentre esses ha aproximadamente 100 que pertencem
a classe dos canabinoides (EISohly & Gul, 2014). O acido tetrahidrocanabinolico
(THCA ou &cido-THC) (Verhoeckx et al., 2006), e o canabigerol (CBG) tém
importantes efeitos terapéuticos sem causar as atividades psicoativas tipicas do
THC (Politi et al., 2008); o THCA, por exemplo, reduz a viabilidade de células de
carcinoma da prostata (Moreno-Sanz, 2016), o CBG age como neuroprotetor
contra neuroinflamacéo e estresse oxidativo (Gugliandolo et al., 2018), além de
significativamente inibir a atividade da aldose redutase — uma enzima-chave em
complicac@es relacionadas a diabetes (Smeriglio et al., 2018).

Os componentes de C. sativa mais pesquisados sdo o THC, o CBD e o
CBN. Burstein (2015), no seu estudo sobre as estruturas conformacionais do
CBD e THC, explica que ao contrario do THC, o CBD néao se liga nem ativa o
receptor CB1, o que resulta na auséncia de psicoatividade. No entanto, outros
pesquisadores afirmam que o CBD teria uma fraca afinidade e apresentaria baixa
atividade agonista nos receptores CB1 e CB2 (Pelz et al., 2017; Vilela et al.,
2017). O CBD ¢ o canabinoide mais estudado para propositos medicinais devido
as suas caracteristicas anticonvulsivantes (Leo, Russo & Elia, 2016), sua
habilidade em bloguear ansiedade e de mitigar os efeitos deletérios a memaria
causados pelo THC (Sirven, 2013). O CBN, diferentemente dos demais
canabinoides, ndo esta presente em plantas de Cannabis biologicamente ativas,
logo, é considerado um indicador da idade e/ou degradacgéo da planta (Dujourdy

& Besacier, 2017) apo6s sua colheita. O CBN apresentaria fraca atividade
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psicoativa resultante de uma fraca afinidade com o receptor CB1 que seria 10
vezes mais baixa em comparacdo com o THC (Thomas & EISohly, 2016).

Além dos medicamentos Sativex® e Bedrocan®, mencionados
anteriormente, ha outras formula¢des disponiveis no mercado. Por exemplo,
Marinol® e Syndros®, cujo ingrediente ativo € o dronabinol (A%-THC sintético),
sdo usados para tratar a perda de apetite em pessoas com AIDS, e para tratar
nausea e vomitos causados por quimioterapia; Cesamet® tem nabilone (um
analogo sintético do A°-THC) como ingrediente ativo e é também utilizado para
esse fim. Epidiolex®, um medicamento a base de CBD, foi aprovado em 2018
pela Food and Drug Administration of the United States of America e é indicado
para o tratamento de convulsdes associadas a sindrome de Lennox-Gastaut ou
sindrome de Dravet em pacientes a partir de 2 anos de idade. De acordo com o
website da GW Pharmaceuticals?, a companhia esta esperando pela decisdo da
European Medicines Agency a respeito da liberacdo para a venda do Epidiolex®
nos paises membro da Unido Europeia.

As concentracoes relativas dos principais constituintes de Cannabis (THC,
CBD e CBN) variam consideravelmente dependendo de fatores como variedade
genética da planta (sendo esse o principal fator), o ambiente (a quantidade e
intensidade de luz solar ou artificial, o solo, e a temperatura) no qual a planta foi
cultivada (Fetterman et al.,, 1971; Ohlsson et al., 1971), armazenamento por
longos periodos e/ou em condi¢cdes inaquadas, jA que o THC oxida
gradualmente, formando CBN (Shibuya et al., 2006) depois que a planta é
colhida. Adicionalmente, o teor de THC é diferente em cada parte da planta de
Cannabis, e diminui na seguinte ordem: bracteas, flores, folhas, caules
pequenos, caules grandes, raizes e sementes (Fetterman et al., 1971).

Entre o conjunto de compostos quimicos encontrados em plantas de
Cannabis, os canabinoides tém caracteristicas Unicas que chamam a atencéo
dos pesquisadores, seja pela sua atividade, biodisponibilidade, e/ou pelas
precaucdes que devem ser tomadas a fim de qualificar e quantifici-los,
considerando que a conversado dos canabinoides acidos em neutros causados

pelo calor deve ser considerada ao planejar uma analise como a cromatografia

4 Informacao disponivel em: <http://ir.gwpharm.com/news-releases/news-release-
details/gw-pharmaceuticals-plc-reports-financial-results-and-operational>. Acessado em 16 de
julho de 2019.
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gasosa (Peschel & Politi, 2015). Por exemplo, o THCA descarboxila em
temperaturas préoximas a 103 °C, e consequentemente forma THC (Politi et al.,
2008). Peschel & Politi (2015) comentam que ao realizar a preparacdo das
amostras e andlise a frio, a planta e seus extratos mantém o conjunto original de
canabinoides 4cidos e neutros.

Considerando que diversos canabinoides como o THCA, CBDA, CBN,
THC, CBD, tém seu ponto de ebulicio ou descarboxilacdo entre
aproximadamente 90 °C e 200 °C® dois principais fatores devem ser
considerados ao analisar Cannabis: (a) a polaridade do solvente utilizado, que
deve ser capaz de extrair o0s compostos de interesse e deve ser compativel com
a instrumentacao analitica empregada, e (b) a temperatura usada para as etapas
de extracdo e de andlise devido a sensibilidade ao calor apresentada pelos
canabinoides (Politi et al., 2008).

2.2.2 Terpenos

Os terpenos consistem de hidrocarbonetos com férmula (CsHs)n (Yadav,
Yadav, & Goyal, 2014), formados a partir de moléculas de isopreno. Terpenos
tém multiplos papéis ecolbgicos nas plantas: atraem insetos polinizadores, agem
contra patbgenos como bactérias, fungos e mofo, e ainda repelem herbivoros
(Nuutinen, 2018). Todos os terpenos — inclusive 0os metabdlitos primarios e mais
de 25.000 compostos secundarios — derivam do isopentenil difosfato (IPP)
(Croteau, Kutchan & Lewis, 2000), e diversos deles degradam e/ou tém seu
ponto de fusdo entre aproximadamente 90 °C e 200 °CS.

A classificacdo dos terpenos € baseada no nimero de unidades com 5
carbonos que eles contém (Croteau, Kutchan & Lewis, 2000), como:
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo),
sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cao), tetraterpenos (Cao), e politerpenos (Cn)
(Bilia et al., 2014; Galata, Sarker & Mahmoud, 2014). De acordo com Petrovic,
Stojkovic & Sokovic (2019), os termos ‘terpeno’ e ‘terpenoide’ sao

frequentemente usados alternadamente na literatura, no entanto, referem-se a

5 Informacgao disponivel em: https://www.steephill.com/science/cannabinoids. Acessado
em 13 de julho de 2019.

6 Informagédo disponivel em: https://praxis-laboratory.com/terpene-analysis/. Acessado
em 16 de julho de 2019.
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diferentes compostos quimicos: ‘terpenos’ sdo hidrocarbonetos, enquanto
‘terpenoides’ identificam terpenos que contém diferentes grupos funcionais
(Perveen, 2018), como oxigénio na forma de hidroxila, éter, aldeido, cetona, ou
porcdes carboxilicas na sua estrutura (Bilia et al., 2014). Terpenos, como classe,
ndo podem ser identificados como metabdlitos primarios ou secundarios, ja que
alguns terpenos séo considerados parte do primeiro grupo e outros do segundo
(Petrovi¢, Stojkovi¢ & Sokovi¢, 2019).

Os principais compostos que determinam as propriedades biologicas dos
Oleos essenciais sdo os terpenos e terpenoides, fenilpropanoides, e derivados
de hidrocarbonetos alifaticos de cadeia curta (Bilia et al., 2014). Mono- e
sesquiterpenos sao 0s grupos mais comumente encontrados no 6leo essencial
de Cannabis, compondo até 97,6% do seu conteudo total (Bedini et al., 2016).
Os monoterpenos mirceno, alfa-pineno, limoneno e linalool, assim como os
sesquiterpenos beta-cariofileno, alfa-humuleno, bisabolol e (E)-beta-farneseno
sdo comuns em Cannabis (Booth & Bohimann, 2019).

Um estudo realizado por Rufino et al. (2015) a respeito de osteoartrite
usando condrocitos humanos como modelos, mostrou que mirceno e limoneno
podem inibir a producdo de Oxido nitrico, um mediador proinflamatério e
procatabdlico que amplifica a destruicdo de cartilagem, induzida pela
interleucina-1beta, uma citocina proinflamatéria que possui um importante papel
no desenvolvimento e progressao da doenca. Mirceno foi mais potente em inibir
a producdo de oxido nitrico e em prevenir outras respostas inflamatérias e
catabdlicas em condrécitos humanos (Rufino et al., 2015). Gulluni et al. (2018)
encontrou que limoneno, beta-cariofileno e mirceno causam aumento das ondas
de alfa e theta em nivel de atividade do sistema nervoso central, evidenciando a
existéncia de um efeito relaxante, antidepressivo e antiansiedade. Limoneno
também protege as células de estresse oxidativo causado pela adicdo exdgena
de peréxido de hidrogénio (Ravichandran et al., 2018). Em peixes, mirceno e
linalool possuem ac¢éo anestésica (Mirghaed, Ghelichpour & Hoseini, 2016).

Alfa-humuleno e Oxido de cariofileno aumentam os efeitos anti-
proliferativos do 5-fluorouracil (droga citostatica) e da oxaliplatina (1,2-
diaminocyclohexaneoxalato-platinum) em algumas linhas celulares de cancer
(Ambroz et al., 2019). Beta-cariofileno, humuleno e especialmente 6xido de

cariofileno podem enibir, até certo ponto, a atividade de citocromos P4503A


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945219301190#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945219301190#!
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(CYP3A) em figado humano; esses citocromos metabolizam aproximadamente
50% de todos os medicamentos, entdo inibir sua atividade pode resultar em
interacbes medicamento-sesquiterpeno, levando a resultados indesejaveis, no
entanto, esse efeito precisa ser verificado in vivo (Nguyen et al. 2017).

O (-)-alfa-Bisabolol tem um efeito nefroprotetor em isquemia/reperfusao
renal (Sampaio et al. 2016). Linalool reverte as marcas histopatologicas da
doenca de Alzheimer e restitui as funcdes emocional e cognitiva (Sabogal-
Guaqueta, Osorio & Cardona-Gomez, 2016). Ademais, o linalool possui um
efeito anticAncer via estresse oxidativo especifico do cancer, mostrando
potencial para aplicacéo na terapia de cancer de colon (lwasaki et al., 2016).

O (E)-beta-farneseno, por outro lado, é amplamente estudado nos
campos da Biologia e da Agronomia devido as suas interacdes com outros
compostos em plantas e até mesmo insetos e outros animais. Nao ha pesquisas
disponiveis sobre seus efeitos na salde humana especificamente, mas Patel &
Gogna (2015) reuniram importantes informacdes sobre Oleos essenciais, as
plantas que os dao origem, seus componentes biologicos, e suas atividades em
linhas de células de cancer, onde o beta-farneseno é frequentemente uma das
principais substancias que compdem os 6leos essenciais com efeitos anticancer.

A sinergia que pode ocorrer entre os compostos quimicos de Cannabis,
como canabinoides e terpenos, € chamado na literatura internacional de
entourage effect, ou efeito sinérgico. A analise dos componentes de Cannabis é
fundamental ja que as suas concentracdes e interacdes podem resultar em
efeitos medicinais ou adversos (Berman et al., 2018) para a saude humana. Ben-
Shabat et al. (1998) foram pioneiros no estudo do efeito sinérgico em atividade
enddgena de canabinoides, e também foram os primeiros a usar esse termo em
inglés. De acordo com as evidéncias apresentadas pelo estudo realizado por
Nallathambi et al. (2018), duas fracdes extraidas de C. sativa — uma composta
primariamente por THCA, e a outra por CBGA — apresentaram interacdo
sinergistica de atividade citotoxica contra células de cancer de colon. Para
Blasco-Benito et al. (2018), medicamentos padronizados de Cannabis, ao invés
de canabinoides puros, poderiam fazer parte de recursos terapéuticos para o
tratamento de cancer de mama. Bonn-Miller et al. (2018) alertam para as

limitacdes do conhecimento acerca do efeito sinérgico, considerando que até o
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momento ndo esta claro quais compostos sdo responsaveis e quais efeitos

farmacodinamicos da Cannabis podem advir dele.

2.3. Biossintese de canabinoides e terpenos

A biossintese de canabinoides em Cannabis foi elucidada h& poucos anos
(Andre, Hausman & Guerriero, 2016). Os precursores dos canabinoides se
originam de duas rotas biosintéticas distintas: a rota policetidica, que gera o
acido olivetdlico (OLA), e a rota plastidica 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP),
que sintetiza o geranil difosfato (GPP) (Sirikantaramas et al., 2007) (Figura 3). O
OLA é formado a partir do hexanoil-CoA, derivado de um &cido graxo hexanoato
de cadeia curta (Stout et al., 2012), por condensacéao aldolica com trés moléculas
de malonil-CoA. Essa reacao é catalisada pela enzima policetidio sintase (PKS)
e pela acido olivetdlico ciclase (OAC) (Gagne et al., 2012). A geranil pirofosfato:
olivetolato geranil transferase catalisa a alquilagcdo de OLA com GPP levando a
formacédo do CBGA, o precursor central de diversos canabinoides (Fellermeier &
Zenk, 1998).
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Figura 3. Rotas biossintéticas de canabinoides, terpenos, lignanas e flavonoides
em Cannabis. Adaptado de Andre, Hausman & Guerriero (2016).

De acordo com Pereira et al. (2018), o IPP e seu isébmero alilico, o
difosfato de dimetilalilo (DMAPP), condensam e formam difosfatos de prenilo
(GPP), farnesil difosfatos (FPP), e geranil geranil difosfato (GGPP), compostos

que sao precursores lineares de varios terpenos. O IPP e o DMAPP séo
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unidades de 5 carbonos (Cs — isopreno) oriundas de duas rotas: a do mevalonato
e a do metileritritol fosfato (MEP) (Singh & Sharma, 2015). Apés, a enzima
terpeno sintase e/ou ciclase completa a formacao dos terpenos, que podem ser
modificados depois (Petrovi¢, Stojkovi¢ & Sokovi¢, 2019). Triterpenos sao
sintetizados pela via do mevalonato, enquanto que os hemi-, mono-, di-, e
tetraterpenos via MEP (Oldfield & Lin, 2012) (Figura 3).

Os canabinoides sdo biosintetizados como derivados de acidos
carboxilicos conhecidos como acidos canabinoides (Fischedick et al., 2010).
Esses acidos se degradam, formando seus homadlogos neutros devido a acdo de
luz e calor, logo, a duragéo e condi¢cdes de armazenamento (Taura et al., 2007a)
podem influenciar na conversédo desses canabinoides acidos em neutros. Tanto
o THC quanto o CBD séo derivados do acido canabigerdlico (CBGA), via
conversdo do THCA e do acido canabididlico (CBDA), respectivamente (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2009). Trés oxidociclases sédo responsaveis
pela diversidade de canabinoides: a THCA sintase (THCAS) converte CBGA em
THCA, a CBDA sintase (CBDAS) forma CBDA, e a CBCA sintase (CBCAS)
produz CBCA (Figura 4) (Sirikantaramas et al., 2004, 2005; Taura et al., 2007b).

Tipo A3-THCA —533' Tipo CBNA <L Tipo CBTA
A 7
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1. THCAsintase \ //5/
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3. CBCAsintase A
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6. Reagao 2 3
fotoquimica / \
£
Tipo CBDA Tipo CBCA
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Figura 4. Biossintese e degradacdo de 10 subclasses de canabinoides.
Adaptado de Berman et al. (2018).
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Os canabinoides vém sendo classificados em 11 subclasses de acordo
com suas estruturas quimicas: (1) CBG, (2) AS-THC, (3) CBD, (4)
cannabicromeno (CBC), (5) CBN, (6) A8-tetrahidrocannabinol (A3-THC), (7)
cannabiciclol (CBL), (8) cannabinodiol (CBND), (9) cannabielsoin (CBE), (10)
cannabitriol (CBT), e (11) tipos miscelaneos (Berman et al 2018).

2.4 Diferenciacao entre os tipos ‘droga’ e ‘fibra’

Até 1971 se conhecia, genericamente, dois tipos de Cannabis: um sendo
usado como droga e o outro usado por causa de suas fibras (Fetterman et al.,
1971). A fim de quantitativamente identificar os quimiotipos de Cannabis,
Fetterman et al. (1971) realizaram a avaliacdo quimiotaxonémica da planta e,
identificando dois quimiotipos, propuseram pela primeira vez uma equagao que

os descrevesse, sendo essa:

%A°THC + %CBN
%CBD

Razao fenétipa =

Esses autores separaram os quimiotipos em fendtipo |, um tipo ‘droga’,
guando a amostra apresenta uma razao fendtipa maior que 1, ou seja, niveis
mais altos de THC e CBN, e um fendtipo Il, um tipo ‘fibra’, onde a razao fenétipa
€ menor que 1 e ha uma presenca maior de CBD em comparagdo aos outros
dois canabindides (Fetterman et al., 1971). Stefanidou et al. (1998) explicam que
o somatorio dos conteudos de THC e CBN seria similar ao conteudo ‘total’ de
THC na planta, independentemente de quaisquer degradacdes que possam ter
ocorrido. Outra forma de classificar amostras de Cannabis em tipo fibra ou tipo
droga é a percentagem de THC presente.

Small & Beckstead (1973) relacionaram pela primeira vez as
percentagens de THC e CBD, e ndo uma razao fenétipa, com trés quimiotipos
de Cannabis: o tipo I, composto de plantas macho e fémea com concentragfes
de THC maiores que 0,3% e de CBD menores que 0,5%; o tipo Il, em que as
plantas possuem altas concentracgdes tanto de THC (>0,3%) quanto de CBD
(>0,5%); e o tipo Ill, composto por plantas com teores de CBD maiores que 0,5%

e de THC menores que 0,3%. O tipo Il foi considerado pelos autores como néo
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psicotomimético devido as baixas concentracdes de THC, ademais, a
classificagao em tipo Il ou tipo Il feita por eles distingue plantas com altos teores
de CBD que nédo sao psicotomiméticas daquelas que também tém altos teores
de CBD mas que pelo menos as plantas fémeas sdo consideradas
psicotomiméticas. Percebe-se com isso que a concentracdo de THC é mais
determinante do que a de CBD na classificagcdo de Cannabis quanto ao seu
quimiotipo, e o valor maximo de 0,3% de THC encontrado por Small & Beckstead
(1973) € usado na legislacdo de muitos paises ainda hoje.

Grotenhermen & Russo (2002) também relatam trés quimiotipos de
Cannabis: um tipo droga, caracterizado pela presenca de THC na faixa de 1-20%
em maconha e haxixe, o que indica psicoatividade; um tipo fibra, caracteristico
de fibras e 6leos comestiveis, em que o CBD é mais abundante que o THC e o
teor desse ultimo néo ultrapassa 0,3%, ndo havendo efeito alucindgeno; e um
tipo intermediario, em que o conteddo de THC varia entre 0,3-1%. A Figura 5
exemplifica algumas relacbes entre esses fendtipos quimicos segundo
Grotenhermen & Russo (2002).

Plantas do tipo fibra

Quimiotino Il
Baixa razao THC/CBD

Plantas do tipo droga
Quimiotino |
Alta razdo THC/CBD

intermediarias
Quimiotipo Il

Razao intermediaria
THC/CBD

Acido tetrahidrocannabindlico (THCA) Acido cannabididlico (CBDA)

Figura 5. Quimiotipos de Cannabis. Adaptado de Cascini & Boschi (2017).

De acordo com o manual Recommended methods for the identification
and analysis of cannabis and cannabis products do United Nations Office on
Drugs and Crime (2009), se a proporcédo [THC+CBN] : [CBD] obtida a partir da

area dos picos de um cromatograma for menor do que 1, entdo a planta é
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classificada como fibra, mas se for maior que 1 entéo é tipo droga. E importante
levar em consideracdo que Broséus, Anglada & Esseiva (2010) utilizaram essa
férmula para diferenciar mudas de Cannabis em tipo fibra e em tipo droga e
encontraram que 0,6% das amostras de tipo fibra e 7,5% das amostras de tipo
droga foram classificadas erroneamente.

Hillig & Mahlberg (2004) realizaram um estudo quimiotaxondmico sobre a
variagcdo de canabinoides em diferentes populacbes e tipos de Cannabis,
identificando altas concentracdes em dois biotipos de Cannabis sativa subspc.
indica, enquanto que as plantas Cannabis sativa subspc. sativa apresentaram
niveis relativamente baixos desse canabinoide. Os quimiotipos |, Il e Il foram
encontrados tanto em plantas subespécie indica quanto subespécie sativa,
porém, menos de 25% dos individuos de subespécie sativa pertenciam ao
quimiotipo |, enquanto que mais de 25% da populacao indica foi classificada
como quimiotipo I. As plantas Cannabis sativa subspc. ruderalis possuiram as
menores concentracdes de THC.

A caracterizacdo e identificacdo do quimiotipo de plantas de Cannabis
cultivadas em estufa a partir de sementes apreendidas pela Policia Federal do
Brasil foi feita por Borille (2016), apresentando o perfil quimico de amostras de
Cannabis apreendidas no Brasil.

2.5 Rastreamento: defini¢cdo, objetivos e aplicacbes

O termo ‘rastreamento’ (ou traceability) & definido como “a habilidade de
descobrir informacdes sobre onde e como um produto foi feito” ou “a habilidade
de descobrir ou seguir algo”’. O rastreamento vem sendo amplamente utilizado
nas mais diversas areas e geralmente tem o objetivo de mapear um determinado
elemento dentro de uma cadeia de processos, a fim de garantir sua qualidade e
procedéncia, bem como aumentar seu valor comercial. O objetivo, porém, pode
variar conforme o caso.

O evento que inspirou a primeira ideia de rastreamento data de 1275, na
Inglaterra, quando uma doenca epizodtica que durou 28 anos se alastrou e

" Tradugao prépria. Original: “the ability to discover information about where and how a
product was made” e “the ability to find or follow something”. Cambridge Dictionary, disponivel
em: <https://dictionary.cambridge.org/dictionary/english/traceability>. Acessado em 20 ago 2019.
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comecaram as suspeitas de que tudo se iniciara devido a uma ovelha infectada
trazida da Espanha. Séculos mais tarde, na Itdlia, outra doenca epizodtica
ocorreu por causa de um boi infectado proveniente da Hungria. Com a tecnologia
disponivel nas épocas foi possivel realizar a conexdo entre as doencas e suas
origens (Blancou, 2001).

Atualmente, ha procedimentos e leis nacionais e internacionais norteando
o rastreamento de bens como alimentos e medicamentos. A ONU lancou em
2014 o guia chamado A guide for traceability: a practical approach to advance
sustainability in global supply chains com o objetivo de explicitar a importancia
do rastreamento para propositos sustentaveis, as oportunidades globais e os
possiveis desafios, assim como resumir 0s passos praticos para implantar
programas de rastreamento nas empresas. A International Organization for
Standardization (ISO) publicou a norma 9001:2015 para ajudar as empresas a
implementarem o rastreamento nas suas cadeias de producao, sejam elas quais
forem, para melhorar sua eficiéncia e encontrar novas possibilidades de
mercado. A Unido Europeia passou a exigir o rastreamento de alimentos
destinados a humanos e a animais a partir da publicagdo da Regulagdo n° 178
de 2002, a fim de garantir a seguranca alimentar. No Brasil temos a Resolucéo
da Diretoria Colegiada n°® 157 de 2017 da Anvisa, que dispbe sobre a
implantacdo do Sistema Nacional de Controle de Medicamentos e o0s
mecanismos e procedimentos para rastreamento de medicamentos e da outras

providéncias.

2.6. Determinacédo da rastreabilidade de Cannabis

Existe uma grande variedade de normas, procedimentos, legislacdes e
pesquisas sobre a rastreabilidade de medicamentos e alimentos no geral. No
entanto, estudos disponiveis sobre o rastreamento de drogas ainda sao
escassos, 0 que configura um grande problema sobretudo a medida que mais
estados e paises vém legalizando o cultivo de Cannabis, bem como a
distribuicdo e/ou o consumo de maconha. Tendo isto em vista, apresenta-se a
seguir algumas analises que podem ser utilizadas na rastreabilidade desses

materiais ilicitos.
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2.6.1 Técnicas cromatograficas

A cromatografia liquida (liquid chromatography - LC) € uma técnica de
separacdo dos componentes de amostras com base na diferenca entre as
afinidades ou forca de retencdo desses componentes pela fase estacionéria e
fase mével®. Apds passar pela fase estacionaria o eluato (fase mével que deixa
a coluna cromatografica) é direcionado para o espectrémetro de massas (mass
spectrometer - MS), que opera convertendo as moléculas do analito (substancia
de interesse que sera identificada e/ou quantificada) a um estado carregado
(ionizado), com subsequente analise dos ions e de eventuais ions fragmentados
gue podem ser produzidos durante o processo de ionizacdo, com base na sua
razdo massa/carga (m/z) (Pitt, 2009).

Em relacdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
de arranjo de diodos (high performance liquid chromatography—diode array
detector - HPLC-DAD), a primeira secao do instrumento difere daquela de um
equipamento de cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas (LC-
MS) por empregar pressdo, fazendo com que o eluente (fase movel da
cromatografia que interage com a amostra e promove a separacdo dos
componentes) passe mais rapidamente pela coluna. Arranjos de diodos
(dispositivos semicondutores) sdo utilizados na unidade de deteccédo. O DAD
detecta absorc¢des na regido do ultravioleta e do visivel, e tem mdaltiplos arranjos
de diodos para obter informacédo a partir de uma vasta gama de comprimentos
de onda ao mesmo tempo®.

A LC-MS é amplamente utilizada em diversas areas, como na analise de
ocitocina em plasma sanguineo humano (Franke et al., 2018), analise de
glicoproteinas (Grunwald-Gruber & Altmann, 2019), analise de antocianinas
(Grace et al., 2019), entre outros. Da mesma forma, pesquisadores de variadas

areas utilizam a HPLC-DAD na analise de quercetina em cha (Ulosoy et al.,

8 Informacdo disponivel no website da empresa Shimadzu no seguinte link:
<https://www.shimadzu.com/an/lcms/support/fundamental/ms_and_lcms.html>. Acessado em
08 de janeiro de 2020.

9 Informacdo disponivel no website da empresa Hitachi no seguinte link:
<https://www.hitachi-hightech.com/global/products/science/tech/ana/lc/basic/course?.html>.
Acessado em 09 de janeiro de 2020.
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2019), melanomas (Rioux et al., 2019) e determinacao da dinamica da vitamina
C em células (Miyazawa, Matsumoto & Miyahara, 2019).

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo sédo importantes fatores
em analises cromatograficas. O primeiro € conceitualmente definido como a
menor quantidade de uma substancia que pode ser distinguida da sua auséncia,
e depende do limite de deteccao do proprio equipamento e do limite do método
empregado (Browne & Whitcomb, 2010). O segundo € definido como o menor
valor de um analito presente em uma amostra que pode ser determinado com
seguranca, e que a incerteza do resultado se encontre dentro de limites
estipulados pelo laboratério ou pelo fabricante do método (se for o caso) (Browne
& Whitcomb, 2010).

2.6.2 Espectroscopia no infravermelho médio

O infravermelho é uma parte do espectro eletromagnético definida por
frequéncia, ou seja, pelo numero de ciclos de onda passando por um
determinado ponto em determinado tempo. Essa frequéncia pode ser medida em
Hertz (Hz, nUmero de ciclos por segundo), comprimento de onda (A, comprimento
de um ciclo de onda completo), geralmente expresso em nanémetros (nm), ou o
seu correspondente inversamente proporcional: o numero de onda, que
representa a frequéncia espacial de ondas e € medido em ciclos de onda por
distancia, sendo frequentemente expresso em centimetros reciprocos (cm)
(Allison, 2011).

Segundo Sridharan (2016), quando a radiacéo infravermelha atinge uma
molécula e é absorvida, uma mudanca na vibracao e rotacdo da molécula ocorre.
Essas vibracbes podem ser classificadas como de estiramento (stretching) ou
dobramento (bending). A primeira pode ser simétrica ou assimétrica, enquanto
gue a segunda pode ser chamada de dobramento “no plano” ou “fora do plano”.
Pode-se fazer uma analogia entre a energia envolvida no estiramento ou
dobramento de uma ligacdo em uma molécula e aquela necessaria para fazer o
mesmo em uma mola. Da mesma forma que é necessario empregar mais
energia para esticar uma mola do que para encolhé-la, também é preciso mais
energia para ocorrer o estiramento em uma ligagao molecular, fazendo com que

esse tipo de vibracdo se dé em nimeros de onda maiores em comparagao com
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as vibracbes de dobramento; seguindo a mesma ldégica, as vibracdes
assimétricas requerem mais energia do que as simétricas (Sridharan, 2016).

A regido do infravermelho é dividida em infravermelho proximo (near
infrared - NIR), encontrada na faixa de aproximadamente 750 a 2.500 nm (ou
4.000 a 12.000 cm™) (Huck, 2015), em infravermelho médio (mid infrared - MIR),
ocorrendo na faixa de 2.500 a 25.000 nm (ou 4.000 a 400 cm™?) (Turker-Kaya &
Huck, 2017), e em infravermelho distante (far infrared - FIR), manifestando-se na
faixa de 10.000 a 1.000.000 nm (ou 400 a 40 cm?) (Komiyama et al., 2000).
Segundo Allison (2011), as ligagdes em uma molécula ndo sao rigidas, e tanto
0S seus comprimentos quanto 0s seus angulos variam em relagcado a uma posicao
média e vibram com frequéncias especificas. Moléculas covalentes absorvem
energia no infravermelho quando a frequéncia da energia se correlaciona com a
frequéncia vibracional de uma ligacdo quimica dentro da molécula. Segundo
Batten (1998), moléculas podem absorver fétons cuja energia absorvida eleva a
sua energia eletrdnica, rotacional e vibracional, e com isso pode ter seu estado
energético aumentado além do primeiro nivel (fundamental) para o segundo ou
terceiro niveis energéticos mais altos e assim por diante, e com isso produzir o
primeiro, segundo sobretons, etc. A regido do MIR é onde ocorre a absorcao de
energia do tipo fundamental, e a regido do NIR é onde geralmente ocorre o
primeiro e segundo sobretons (Cozzolino, 2009).

O conhecimento acerca do MIR foi sendo cada vez mais aprofundado e
atualmente quase todos os equipamentos modernos de medi¢cdo no MIR utilizam
a transformada de Fourier, uma funcdo matematica criada por Jean-Baptiste
Joseph Fourier, apresentada em detalhes por Griffiths & Haseth (2006), para
transformar a informacéao recebida pelo detector a partir da funcéo de tempo para
a funcdo de frequéncia, e formar um espectro interpretavel. Entre essas
inovagOes, a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por
reflexdo total atenuada (attenuated total reflectance Fourier transform infrared —
ATR) e a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por
reflectancia difusa (diffuse reflectance Fourier transform infrared spectroscopy —
DRIFT) sdo mais amplamente utilizadas.

As grandes vantagens da utilizacdo da espectroscopia no infravermelho
sdo as analises rapidas, ndo-destrutivas (Borille et al., 2017) e de baixo custo,

ndo havendo necessidade de utilizar reagentes. Essa abordagem é



26

particularmente interessante no caso de experimentos que envolvem Cannabis,
ja que a possibilidade de ndo destruir as amostras e com isso poder reutiliza-las
posteriormente em outras analises € fundamental, uma vez que as amostras
disponiveis sdo geralmente escassas. No entanto, ha poucos estudos que
utilizam a espectroscopia no infravermelho proximo ou médio para analisar
Cannabis, e até o momento ndo ha nenhum com a finalidade de determinar sua
origem geografica.

Na espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por
reflexdo total atenuada (ATR), um raio infravermelho € direcionado a um cristal
opticamente denso com um alto indice refrativo, e como consequéncia a
reflectancia interna cria uma onda evanescente que se estende além da
superficie do cristal, interagindo com a amostra que esta em contato com esse
cristal. Nas regides do infravermelho em que a amostra absorve energia a onda
evanescente sera atenuada,; o raio atenuado volta ao cristal e sai pelo outro lado,
sendo direcionado para o detector'C. Essa técnica é amplamente empregada em
diversas areas, como na autenticacdo de mel (Kasprzyk et al., 2018), no controle
de qualidade de bebidas alcodlicas a base de uva (Anjos et al., 2016), na
identificacéo e classificacao de fibras téxteis (Peets et al., 2017), entre outras.

A reflexdo difusa, fenbmeno utilizado pela espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier por reflectancia difusa (DRIFT), é
definida como a reflexdo da luz em muitos angulos a partir de uma superficie, ao
contrario de uma reflexdo em um Unico angulo, como é o caso da reflexdo
especular (Choudhury, 2014). Na DRIFT o detector capta o espalhamento
(scattering) das ondas que sédo emitidas para a superficie da amostra em reagao
a uma unica fonte de radiacéo, e sao refletidas de forma difusa. Entre as diversas
aplicacoes de DRIFT, pode-se citar a caracterizagcdo quimica de diesel e 0leo
vegetal (Tapia et al., 2017), caracterizagdo de nanodiamantes (Petit & Puskar,

2018), entre outros.

10 Informacdo disponivel no website da empresa ThermoFischer no seguinte link:
<https://www.thermofisher.com/br/en/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-
analysis/spectroscopy-elemental-isotope-analysis-learning-center/molecular-spectroscopy-
information/ftir-information/ftir-sample-handling-techniques/ftir-sample-handling-techniques-
attenuated-total-reflection-atr.html>. Acessado em 09 jan 2020.
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2.6.3 Andlise termogravimétrica

Andlises térmicas se referem a qualquer técnica que envolva controle de
temperatura utilizada para o estudo de materiais (Wunderlich, 2001). As
medicdes geralmente sao feitas com o aumento progressivo da temperatura,
porém isotermas ou medi¢Bes feitas com temperaturas decrescentes séo
também  possiveis. Para tais medigcbes, usam-se analisadores
termogravimétricos ou termobalancas (Groenewoud, 2001). O uso simultaneo de
andlises térmicas e outras diversas técnicas aumenta ainda mais seu poder de
andlise (Wunderlich, 2001) e sua aplicabilidade. O uso de espectroscopia e de
espectrometria de massas juntamente com uma andlise térmica (Kok,
Varfolomeev & Nurgaliev, 2017) € somente uma das possibilidades.

A termogravimetria foi desenvolvida nos anos 1900 e envolve a
determinacdo da massa de uma amostra controlada por uma isoterma ou por
uma variacao linear da temperatura em uma determinada atmosfera. Um grafico
mostrando a funcdo entre massa e tempo ou temperatura € o resultado de uma
andlise termogravimétrica. A analise termogravimétrica (TGA) € muito versétil e
suas finalidades séo diversas, como a caracterizacdo de pellets produzidos a
partir de residuos florestais e agricolas (Brand et al., 2018), a analise de
biomassa (Cai et al., 2018; Mishra & Mohanty, 2018; Ozsin & Putiin, 2019), de
matéria-prima de origem agricola (Dhyani, Kumar & Bhaskar, 2017), concreto
(Shietal., 2017), de compdsitos termoplasticos (Mohsin, lannucci & Greenhalgh,

2019), entre outros.

2.7. Andlise estatistica para a rastreabilidade de Cannabis

A analise discriminante linear (LDA) é utilizada para encontrar uma
transformacado linear de dados a fim de reduzir o nimero de dimensfes
requeridas para representa-los (Witten et al., 2017). Para isso, a LDA é feita em
trés etapas: (1) o célculo da separabilidade entre diferentes classes (a distancia
entre as médias de diferentes classes), também chamado de variancia entre
classes ou matriz entre classes; (2) o célculo da distancia entre as médias e as
amostras de cada classe, chamado de variancia intraclasse ou matriz

intraclasse; e por fim (3) a construcao de um espaco dimensional menor do que
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o inicial que maximiza a variancia entre classes e minimiza a variancia
intraclasse (Tharwat et al., 2017). A LDA pode ser utilizada para reduzir a
dimensionalidade e/ou como uma técnica de classificacdo (Witten et al., 2017).

Na pratica, todas as amostras de um determinado conjunto de dados sao
designadas a um numero ‘x’ de grupos pelo analista; no caso de o objetivo da
andlise ser o rastreamento, 0s grupos seriam compostos de amostras de mesma
origem geogréfica. O conjunto de dados é entdo submetido a LDA, que agrupa
as amostras por meio das trés etapas supracitadas e fornece a acuracia do
agrupamento feito pelo usuério, ou seja, indica a quantidade de amostras que
estatisticamente pertenceriam de fato aos respectivos grupos previamente
designados pelo analista, refletindo a acuracia do rastreamento. Devido a sua
comprovada eficacia e excelente performance em estudos relacionados ao
rastreamento, a LDA vem sendo cada vez mais utilizada com esse propdsito,
indicando, com grande acuracia, as relagdes existentes até mesmo em grandes
conjuntos de amostras.

Pesquisadores de diversos paises utilizam a LDA no rastreamento de
chas (Ma et al., 2016; Fang et al., 2019; Zhao, Zhang & Zhang, 2017), lentilha
(Innamorato et al., 2019), peixes (Zhang et al., 2019), oliveiras (De Luca et al.,
2012), na avaliacdo do impacto do consumo de maconha e outras drogas na
conectividade dinamica cerebral humana (Vergara et al., 2018), no
reconhecimento de padrdes de amostras de Cannabis (Wang, Harrington &

Baugh, 2018), entre outras aplicagdes.



3. OBJETIVOS

Testar técnicas espectroscépicas, cromatograficas e termogravimétrica
guanto ao seu uso para identificar a origem geografica de Cannabis e do solo
em que foram cultivadas no Brasil e nos Estados Unidos da América, analisando
os dados por analise discriminante linear, e indicar a técnica mais eficiente, que
apresente alta acuracia na atribuicdo da origem geografica das amostras,
rapidez no preparo de amostras, baixo (ou nulo) consumo de insumos para a
analise das amostras, baixa (ou nula) geracdo de residuos, e baixo custo de

analise.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras provenientes do Brasil

As amostras sdo provenientes de duas operacbes de apreensdo de
Cannabis cultivada outdoor ilegalmente, realizadas pela Policia Federal
Brasileira (Figura 6). A primeira apreensdo ocorreu em novembro de 2014 e
foram coletadas 56 amostras de solo (posteriormente separadas no Laboratorio
de Biorremediacdo do Solo em 28 amostras de solo rizosférico e 28 de solo nao
rizosférico), e 26 de planta em oito pontos de coleta; a segunda apreensao se
deu em dezembro de 2017 e foram coletadas 25 amostras de solo (separadas
no laboratério em seis amostras de solo rizosférico e 19 de solo néo rizosférico)
e 21 de planta em sete pontos de coleta. Foram coletadas pelo menos duas
amostras em cada ponto de coleta.

A coleta das amostras de planta e de solo foi feita por agentes da Policia
Federal. O solo foi coletado juntamente com a amostra da planta, exatamente no
mesmo ponto, com uma profundidade de 20 cm. Considerou-se como solo
rizosférico a porcdo de solo que se desprendeu das raizes apOs vigorosa
agitacdo. Para informacdes sobre coédigos das amostras, coordenadas
geograficas e tipo de amostra, consultar o Apéndice (Tabela 23). As distancias
aproximadas entre os pontos amostrais constam no Apéndice (Tabela 25) e
foram calculadas no software Google Earth Pro.

A preparagdo das amostras foi conduzida no Laboratorio de
Biorremediagédo do Solo, Departamento de Solos, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). As amostras coletadas em 2014 ja haviam sido secas
a 105 °C por 24 horas e moidas em gral de agata e pistilo, enquanto que as
coletadas em 2017 foram secas em estufa a 40 °C por sete dias. Apesar de a

umidade das amostras néo ter sido aferida, segundo os resultados encontrados
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por Warner et al. (2017) no seu estudo sobre secagem de Cannabis, a perda de
umidade mais significativa ocorre até o terceiro dia de secagem (a
aproximadamente 22,2 °C e 49% de umidade relativa), e as massas das
amostras estabilizam depois de uma semana.

As amostras de 2017 foram secas mais lentamente e com temperatura
mais baixa em comparagdo com as amostras de 2014 a fim de preservar a
concentracdo e composicao de canabinoides das amostras de plantas, ja que o
calor pode provocar a descarboxilacdo desses elementos. Posteriormente, as
amostras de Cannabis foram moidas em moinho de bola e em seguida em gral
de agata e pistilo para obter o menor tamanho de particula possivel, e as
amostras de solo foram separadas em solo rizosférico e nao rizosférico, moidas
em gral de 4gata e pistilo e peneiradas em peneiras com malha de 1 mm (nimero
18). Como néo foi possivel realizar andlises quimicas nem fisicas nas amostras
de solo devido a sua pouca quantidade, a classificacdo do tipo de solo das
amostras é desconhecida. Todas as amostras foram mantidas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Como Cannabis € proscrita no Brasil, havia a
necessidade de manter as amostras em um armario trancado, ndo sendo

possivel manté-las refrigeradas.

Figura 6. Pontos de coleta das amostras de 2014 (em amarelo) e 2017 (em
vermelho).
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As amostras secas e moidas foram diretamente analisadas pelas técnicas
espectroscopicas, ndo sendo necessaria posterior preparacdo. Para a analise
cromatografica, pesou-se 100 mg de cada amostra de Cannabis, que foram
entdo triturados e peneirados, de forma a homogeneizar o material de
apreensdo. A partir do material em pd, foi realizada a extragcdo com 1 mL de
metanol em banho ultrassonico, alternando cinco minutos de ultrassom com
agitacao e vortex por dez segundos, repetindo este processo trés vezes. Apos,
as amostras foram levadas a centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rpm e o
sobrenadante foi retirado, diluido em metanol (uma diluicdo de 100 pL de extrato
e 900 pL de metanol e outra de 200 pL de extrato e 800 pL de metanol), filtrado
com filtro milipore de 0,45 um e disposto em vials. Este método de extracdo foi

adaptado da United Nations Office on Drugs and Crime (2009).

4.1.1 Analises espectroscopicas

As andlises por ATR foram feitas no Laboratorio Multiusuario de Analise
Térmica (LAMAT) da UFRGS. As amostras de planta que foram coletadas em
2014 e em 2017 foram analisadas em um equipamento Nicolet-6700 Thermo
Scientific com cristal de germanio na faixa de nimero de onda entre 4.000 e 500
cm?, resolucdo de 4 cm™, e 32 scans por leitura. Foi feita uma leitura por
amostra, e entre cada leitura de amostras foi feita uma leitura em branco. Nao
foram feitas analises de solo por ATR devido a péssima qualidade dos espectros
resultantes.

As andlises por DRIFT (de planta e de solo) também foram feitas no
LAMAT, sendo realizadas em equipamento Bruker Alpha na faixa de numero de
onda entre 4.000 a 400 cm com resolugdo de 4 cm. Foi feita uma leitura por
amostra, com 64 scans, e entre cada leitura de amostras foi feita uma leitura em
branco. Foram feitos testes com alisamento (smoothing) de 13 e de 25 pontos
dos espectros, mas optou-se por apresentar somente os dados originais, sem

alisamento.
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4.1.2 Analise cromatografica

As analises feitas por LC-MS foram realizadas no Laboratério de Analises
e Pesquisas em Toxicologia (Labtoxico) do Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF-UFRGS).

O método, desenvolvido e validado conforme preconizado em resolucao
da Anvisa, avaliou os seguintes indicadores: especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo, reprodutibilidade e recuperacdo (BRASIL, 2017). Os
canabinoides analisados foram: A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC), cannabidiol
(CBD), cannabinol (CBN), acido-tetrahidrocannabindlico (THCA) e &cido-
cannabididlico (CBDA). O A8-tetrahidrocannabinol (A3-THC) foi utilizado como
padrdo interno. A seletividade do método foi demonstrada por meio de analises
de amostra em branco, de amostra contendo as substancias quimicas de
referéncia (SQR) e de amostra de extrato de Cannabis para verificar a presenca
de interferentes. O método ndo apresentou interferéncia nos picos de interesse,
por isso foi considerado seletivo.

A linearidade foi verificada através da construcéo de curva padrdo com 6
concentracdes diferentes das SQR preparadas em triplicata. As concentracdes
testadas nas curvas foram: 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 10,0 pg/mL para todos os
analitos. O método apresentou linearidade na faixa testada, obtendo coeficientes
de correlacdo de 0,99 para todas as substancias. A andlise de variancia e a
regressao estatistica indicaram que as curvas de todas as substancias
apresentaram regressao linear significativa e sem desvio de linearidade.

A precisao e exatiddo foram verificadas realizando-se nove
determinacdes, utilizando-se trés concentracdes: baixa, média e alta, com trés
réplicas em cada nivel. A concentragdo baixa determinada foi de 0,5 pg/mL, a
meédia foi de 2 ug/mL e a alta de 10 pg/mL. A precisao intra- e interdias foi
demonstrada pelo célculo do desvio padrao relativo (DPR) e a exatiddo foi
verificado pelo célculo da recuperacdo do analito de concentragdo conhecida
adicionado a amostra. O método foi considerado preciso e exato obtendo DPR
nao superiores a 10% tanto para precisao intra- e interdias e recuperacdo em
torno de 85 a 95%. Os resultados foram considerados satisfatorios em relagéo
aos parametros analiticos avaliados e os limites estabelecidos pela legislacéo

vigente, portanto o método analitico foi considerado validado.
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4.1.3 Anédlises estatisticas

Os dados foram avaliados por meio de analise discriminante linear (LDA),
utilizando o software RStudio. Como o0 numero de amostras era pequeno, todas
foram consideradas como amostras de treino e nenhuma de teste. Analisaram-
se integralmente por LDA os espectros adquiridos por ATR e DRIFT, ndo sendo
feita nenhuma selecéo de faixas de numero de onda. As amostras sem origem
geografica conhecida (Tabela 1) foram excluidas da LDA.

O teste-t para amostras independentes, por grupos, a 5% de significancia,
foi feito usando o software Statistica nos dados adquiridos pela LC-MS, por
DRIFT e por ATR, para verificar se ha diferenca estatistica entre as amostras
provenientes da apreensdo de 2014 e de 2017, j& que foram secas em
temperaturas diferentes e tém idades diferentes.

Separou-se as amostras de solo e de planta de acordo com sua origem
geografica para realizar a LDA, ou seja, amostras provenientes do mesmo local
formavam um grupo. Ao todo, formaram-se oito grupos (de A a H) de plantas e
oito grupos (de A a H) de solo com as amostras da apreenséo de 2014, e sete
grupos (de A a G) de planta e seis grupos (de A a F) de solo com as amostras
de 2017 (Tabela 1).

Tabela 1. Cadigos, tipos e grupos das amostras de Cannabis e de solo do Brasil
para a realizacdo da LDA. P=planta, SR=solo rizosférico, SNR=solo
nao-rizosférico, G=grupo.

Apreensao 2014 Apreensao 2017
P SR SNR G P SR SNR G
94 1 32 A 151 125 132 A
95 2 - A 152 - 133 A
96 - - A 153 127 134 A
- 4 35 A - 128 135 A
*98 - - - 154 - 136 B
99 6 37 B 155 - 137 B
100 7 38 B 156 - 138 B
101 8 39 B 157 - 139 c
- 9 40 B 158 - 140 C
- 10 41 C 159 - 141 C
104 11 42 c 160 - - D
105 12 43 C 161 - - D
106 13 44 D 162 - - D
107 14 45 D 163 - 142  E(planta)D
(solo)
- 15 46 D 164 - 143  E(planta)/D
(solo)
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Tabela 1. Continuacéo

Apreenséao 2014 Apreens&o 2017
P SR SNR G P SR SNR G
- 16 47 D 165 - 144 E(?L%T;?)/D
110 17 48 E 166 - 145 F(?IS%T;?)/E
111 18 49 E 167 - 146 F(?IS%T;?)/E
112 19 50 E 168 - 147 F(?IS%T;?)/E
113 20 51 E 169 129 148 G(E’S"’;?;?)/F
114 21 52 E 170 130 149 G(E’S"’;?;?)/F
115 22 53 E 171 131 150 G(?Sli?;;:\)/F
116 23 54 -
117 24 55 -
118 25 56 -
119 26 57 G
- 27 58 G
121 - 59 G
122 29 60 H
123 30 61 H
124 31 62 H
*extra3 - - -

*Amostra sem origem geogréafica conhecida.

Nas LDAs em que as apreensodes de 2014 e de 2017 foram comparadas
conjuntamente no mesmo banco de dados, seguiu-se a ordem alfabética a partir
do grupo H (ultimo grupo das amostras de 2014), ou seja, as primeiras trés
amostras de planta provenientes do mesmo ponto amostral e da apreensao de
2017 formavam o grupo |, o préximo grupo de 2017 era identificado como J, e
assim por diante.

Outras analises estatisticas foram testadas, mas sem sucesso. A analise
de componentes principais (PCA), a analise por agrupamentos hierarquicos
(HCA) e a clusterizacdo k-means nao foram capazes de agrupar as amostras

satisfatoriamente.

4.2 Amostras provenientes dos Estados Unidos da América

As amostras sdo provenientes de cinco empresas produtoras de Cannabis
do tipo fibra no estado do Colorado, Estados Unidos (Figura 7, Tabela 2). No
total 12 amostras de plantas e 12 de solo foram adquiridas, sendo que todas as

amostras foram coletadas pelos responsaveis de cada empresa: as plantas
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foram coletadas manualmente cortando-as nos caules, que eram depositados
em tubos falcon juntamente com as folhas, sementes e flores (se houvessem), e
0 solo imediatamente abaixo da planta era também coletado até
aproximadamente 20 cm. Foram coletadas trés amostras de solo e de planta

vizinhas por ponto amostral.

Colorado

~|7200'mi |

Figura 7. Pontos de coleta das amostras do Colorado.

Tabela 2. Cédigo das amostras de Cannabis do Colorado, seus pontos
amostrais, origem geografica e variedades.
Cddigo da Cdédigo do ponto Origem
amostra amostral geografica
174
175
176
177
182
183
184
185
186
187

Variedade

16 Penrose T1

17 Manzanola Cherry Wine
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Continuancao Tabela 2

Cddigo da Caodigo do ponto Orlggr_n Variedade
amostra amostral geografica

igg 18 Fowler Cherry Wine
193
194 19 Poncha Springs
195 N&o
199 informado
200 20 Palisade
201

Entre as amostras de planta seis foram divididas pela metade a fim de
conduzir um teste de temperatura, resultando nos pares de amostras 174 e 175,
182 e 183, 184 e 185, 186 e 187, e 188 e 189. Nao foi possivel fazer isso para
todas as amostras de planta devido a pouca quantidade das demais. Uma das
metades foi seca ao ar (como € procedimento das empresas que cederam as
amostras e de outras empresas do ramo) por sete dias em temperatura ambiente
e protegidas de luz, enquanto a outra metade foi seca em estufa a 40 °C por sete
dias assim como foram as amostras de solo, seguindo 0 mesmo procedimento
usado para secar as amostras do ano de 2017 do Brasil. ApGs esta etapa, as
amostras foram moidas com gral e pistilo, acondicionadas em tubos falcon e
refrigeradas a 7 °C. As amostras de solo foram ainda passadas por peneiras com
malha de 0,841 mm (numero 20) antes de colocadas nos tubos. Nao foi possivel
fazer a diferenciacdo entre solo rizosférico e nao rizosférico, nem realizar
analises quimicas e fisicas nos solos devido a pouca quantidade de amostra.

A preparacdo das amostras, assim como a andlise espectroscopica e
cromatografica foram conduzidas no Departamento de Quimica, e a analise
termogravimétrica no laboratério de Nanotecnologia, Departamento de
Tecnologia, da Colorado State University-Pueblo (CSU-P), Pueblo, Colorado,
Estados Unidos. As distancias aproximadas entre 0s pontos constam no
Apéndice (Tabela 25) e foram calculadas no software Google Earth Pro.

As amostras secas e moidas foram diretamente analisadas pela técnica
espectroscopica e termogravimétrica, ndo sendo necessaria posterior
preparacao. A preparacdo das amostras para a analise cromatografica seguiu o
Procedimento Operacional Padrao utilizado pelo ICR: pesou-se 0,5 g de cada

amostra por repeticédo, sendo feitas triplicatas de todas as amostras com excegéo
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das amostras 193 e 194 que, devido a sua pouca quantidade, somente foi
possivel fazer duplicatas. Ademais, pelo mesmo motivo, foi pesado 0,4 g das
amostras 193 e 195 e ndo 0,5 g. ApOos a pesagem, cada amostra foi
acondicionada em tubos falcon de plastico com capacidade de 15 mL. Adicionou-
se 5 mL de uma solucédo de metanol e cloroférmio 9:1 v/iv em cada um dos tubos,
exceto as amostras 193 e 195 que receberam 4 mL a fim de garantir que todas
as amostras tivessem a mesma propor¢ao planta:solucgéo.

ApoOs essa etapa, os tubos foram levados para o banho ultrassénico por
15 minutos, alternando com agitacdo em um mixer por um minuto a cada cinco
minutos, ou seja, a cada cinco minutos no banho ultrassénico as amostras eram
levadas ao mixer e agitadas por um minuto, voltando ao banho ultrassénico
depois e repetindo esse processo até completar 15 minutos no banho. Findada
essa etapa, levaram-se os tubos para uma centrifuga a 4.500 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi coletado e disposto em frascos de vidro ambar de
2 mL utilizados para andlises cromatograficas. Foram qualificados e
quantificados os seguintes canabinoides: tetrahidrocannabinol (A°-THC), acido
tetrahidrocannabindlico-A (THCA-A), tetrahidrocannabivarin (THCV), acido
tetrahidrocannabivarinico (THCVA), cannabidiol (CBD), acido cannabididlico
(CBDA), cannabidivarino (CBDV), acido cannabidivarinico (CBDVA), cannabinol
(CBN), cannabicromeno (CBC), acido cannabicroménico (CBCA), cannabigerol
(CBG) e acido cannabigerélico (CBGA). Todos os padrdes eram da marca
Cerilliant®.

4.2.1 Analise espectroscopica

As analises por ATR (Tabela 3) foram realizadas em triplicata para as
amostras de planta e de solo, utilizando um espectrémetro Nicolet™ iS™50 da
marca Thermo Scientific. A média das leituras foi feita no software ChemoStat e
os espectros foram tracados no mesmo software. Foi feita a correcéo de linha de

base em todos o0s espectros.
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Tabela 3. Informacdes de analise utlizadas na ATR para as analises das
amostras de Cannabis e de solo do Colorado.

. Resolucéo Numero de onda
Numero de scans 1 1
(cm™) (cm™)
32 4 4.000 a 400
100 4 4.000 a 400
100 2 4.000 a 400

4.2.2 Analise cromatografica

O instrumento utilizado foi um Thermo Scientific Ultimate 3000 com
detector de arranjo de fotodiodos ajustado em 210 nm, comprimento de onda de
referéncia de 450 nm, amostrador com temperatura de 21 °C, forno da coluna
em 50 °C. O fluxo opera a uma taxa de 0,450 mL/min, o volume de injecéo é de
2 UL, a fase moével é composta de (A) 0,1% &cido féormico em agua Optima™ e

(B) 0,1% &cido férmico em metanol Optima™.

4.2.3 Analise termogravimétrica

Foram analisados cerca de 20 mg de cada amostra de planta e de solo,
sendo feita uma leitura por amostra. A umidade das amostras nao foi aferida pois
para isso elas precisariam ser secas em estufa antes das analises por TGA, e
isso impossibilitaria a compararacao entre amostras de planta secas em estufa
e amostras secas ao ar feita com os dados das outras analises.

O equipamento utilizado para realizar a termogravimetria foi um
Analisador Termogravimétrico 550 da marca TA. O procedimento para a analise
das amostras de planta foi constituido de quatro etapas: 1%) uma rampa de
temperatura de 20 °C por minuto até atingir 90 °C, 2%) uma isoterma a 90 °C por
10 minutos, 3%) uma rampa de temperatura de 5 °C por minuto até atingir 200
°C, e 4%) uma rampa de temperatura de 20 °C por minuto até 700 °C. A isoterma
se fez necessaria para que as amostras ficassem aproximadamente na mesma
temperatura, e com isso haver um ponto de partida comum entre elas, para fazer
com gue as analises das amostras fossem comparaveis. No banco de dados a
12 etapa e a isoterma foram excluidas.

A escolha da faixa de 90 °C a 200 °C se deu por esta ser a faixa de

temperatura em que diversos canabinoides como o THCA, CBDA, CBN, THC e
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CBD tém seu ponto de ebulicdo ou descarboxilagdo, assim como varios terpenos
tambem tém seu ponto de fusdo nessa faixa, como citado nas se¢des 2.2.1 e
2.2.2. A escolha da faixa seguinte, de 200 °C a 700 °C com uma rampa de
temperatura menor (5 °C) foi resultado de diversos testes prévios, os quais foram
feitos para ajustar a metodologia. Considerou-se essa faixa como ideal porque
era aquela em que as amostras ainda tinham sua massa alterada em resposta
ao aumento de temperatura, ja que a temperaturas maiores que 700 °C a massa
das plantas estabilizava.

O procedimento para a analise das amostras de solo constituiu-se de trés
etapas: 1%) uma rampa de temperatura de 20 °C por minuto até 40 °C, 2%) uma
isoterma a 40 °C por 10 minutos, e 3%) uma rampa de temperatura de 20 °C por
minuto até 700 °C. Gas nitrogénio foi utilizado nas analises de planta e de solo,
com um fluxo de 25 mL/min para as amostras de plantas e 5 mL/min para as de
solo. A isoterma se fez necessaria para que as amostras ficassem
aproximadamente na mesma temperatura, a fim de poder haver um ponto de
partida comum entre elas, para fazer com que as analises das amostras fossem
comparaveis. No banco de dados, a 12 etapa e a isoterma foram excluidas. A
escolha dessas faixas de temperatura para as analises de solo, assim como a
escolha da taxa de fluxo de gas nitrogénio também foram resultado de diversos
testes prévios, e as faixas apresentadas sdo aquelas em que a massa das
amostras de solo ainda variavam com o incremento da temperatura (apos 700
°C ndo havia mais variagdo de massa). Para a escolha do fluxo de gas,
observou-se que com esse fluxo a maioria das amostras de solo apresentavam
um resultado mais uniforme, sem perdas bruscas de material que estavam sendo
causadas pelo fluxo maior de gas nitrogénio, o que se percebeu em testes
anteriores. Fez-se uso do software TA Instruments Trios v4.5.1.42498 para a
quantificacdo das perdas de material ao longo das rampas de temperatura em

todas as analises.
4.2.4 Analises estatisticas
Todos os dados foram avaliados por analise discriminante linear (LDA)

utilizando o software RStudio. Como o nUmero de amostras era pequeno, todas

foram consideradas como amostras de treino e nenhuma como teste.
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Analisaram-se integralmente por LDA os espectros adquiridos por ATR, n&o
sendo feita nenhuma selecéo de faixas de numero de onda. Adicionalmente, foi
feito o teste-t para amostras independentes, por grupos, a 5% de significancia,
utilizando o software Statistica, com os dados adquiridos por HPLC-DAD, TGA e
ATR para verificar se as amostras secas ao ar em temperatura ambiente ou na
estufa a 40 °C diferiram significativamente.

Como é necessario classificar os dados em grupos para fazer a LDA,
separou-se as amostras de solo e de planta de acordo com sua origem
geografica, ou seja, amostras provenientes do mesmo local formavam um grupo.
Ao todo, formaram-se cinco grupos (de A a E) de plantas e quatro grupos (de A
a D) de solo com as amostras dos Estados Unidos (Tabela 4). A amostra 181 foi
excluida das LDAs porque sozinha constituiria um “grupo”, o que aumentaria

artificialmente a acuracia da LDA.

Tabela 4. Cdadigos, tipos e grupos das amostras de planta e de solo do Colorado

para a LDA.
Cdédigo da amostra Grupo
Planta Solo nao-rizosférico
174 172 A
175 173 A
176 172 A
177 173 A
182 178 B
183 178 B
184 179 B
185 179 B
186 180 B
187 180 B
188 181 C
189 181 C
193 190 D
194 191 D
195 192 D
199 196 E
200 197 E
201 198 E




5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Amostras provenientes do Brasil

5.1.1 Andlises espectroscopicas
5.1.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier por reflexdo total atenuada (ATR)

Nota-se na Figura 8a que os espectros das amostras de planta de 2014
apresentam intensidades de absorbancia bastante distintas, especialmente nas
faixas de nimero de onda entre aproximadamente 3.700 e 2.900 cm, e 1.800
a 900 cm?; a amostra 106 (linha verde) tem intensidades maiores em
praticamente toda a extensdo da analise, em comparacdo com as demais
amostras de 2014, e a amostra extra 3 (linha azul) apresenta intensidade maior
que todas entre 1.000 e 500 cm (Figura 8a). Ja4 as amostras de 2017 sdo mais
semelhantes umas as outras, com excecdo da amostra 155 (linha laranja)
(Figura 8b). As atribuicbes dos principais grupos funcionais encontrados nas

amostras constam na Tabela 5.
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Figura 8. Espectro de ATR de amostras de Cannabis provenientes da apreensao
de 2014 (a) e 2017 (b) no Brasil, com 32 scans, resolucdo 4 cm™ e
nimero de onda entre 4000 a 500 cm.

Tabela 5. Atribuicdo dos principais grupos funcionais encontrados nas amostras
de planta do Brasil por ATR.
Bandas

(cm™) Atribuicéao Grupos
Estiramento de O-H em
3979 ligacOes de H Todos os tipos de compostos
(e estiramento de N-H se organicos que possuem OH
houver abundéancia de N)
2917 Estiramento de C-H R—-CHs

2848 Estiramento de C-H R-CH2-R ou -C-H terciario
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Tabela 5. Continuacao
Bandas

(cm™) Atribuicao Grupos
1733 Estiramento de C=0 de —
COOH e/ou cetonas
Dobramento C-O de —
1245 COOH
1144 Dobramento C-O de alcoois

ou de éteres alifaticos
Dobramento C-O-C,

~1100 estiramento C-O de

polissacarideos

Pode ser atribuida a carboidratos,
ésteres, acidos carboxilicos,...

Pode ser atribuida a carboidratos,
1014 Dobramento C-O e/ou Si-O ésteres, acidos carboxilicos,
silicatos...

O teste-t mostrou que héa diferenca estatistica, a 5% de significancia, entre
as amostras de 2014 e de 2017 nas faixas de numero de onda entre 903,93 e
674,41 cm, 993,19 e 987,53 cm, 1221,30 e 1149,04 cm™, 1362,99 e 1270,89
cm?, 1448,00 e 1378,57 cm, 1507,50 e 1452-25 cm™, 1612,35 e 1527,34 cm™,
1721,44 e 1690,27 cm™, 1785,20 e 1763,95 cm™, 1795,12 e 1792,29 cm™,
3685,17 e 1807,87 cm™, e entre 3982,71 e 3703,59 cm™.

A acuracia da andlise discriminante linear (LDA) para as amostras de 2014
foi de 62,5% e para as de 2017 foi de 95,23%. Quando analisadas
conjuntamente, a acuracia é de 88,88%. Com excecao das amostras do grupo
D e H, as amostras de todos os outros grupos de 2014 foram classificadas
erroneamente como pertencentes ao grupo E, e somente o grupo D teve todas
suas amostras classificadas corretamente (Tabela 6). Para as amostras de 2017,
somente uma amostra do grupo D foi erroneamente classificada como sendo do
grupo C (Tabela 6). Apesar das amostras de 2017 serem provenientes de pontos
amostrais bastante proximos (Tabela 25 - Apéndice), a LDA foi capaz de agrupar
corretamente 95,23% das amostras.

As amostras de mesma origem geografica foram coletadas proximas
umas das outras, objetivando reduzir a variabilidade entre elas como, por
exemplo, variabilidades causadas por diferentes tipos de solo. Supde-se que as
amostras que foram classificadas de forma errada sejam da mesma variedade,
0 que poderia fazer com que se agrupassem. Ao todo, nove de 26 amostras de
2014 foram classificadas erroneamente, causando uma forte diminuicdo na

acuracia da LDA.
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Tabela 6. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Brasil nos grupos referentes
a sua localizacdo geogréafica feita pela LDA a partir dos dados
adquiridos pela ATR.

Amostras coletadas em 2014

A B C D E F G H
A 2 0 0 0 0 0 0 0
B 0 1 0 0 1 0 0 0
C 0 0 1 0 0 0 0 0
D 0 0 0 2 0 0 0 0
E 1 1 1 0 5 2 1 0
F 0 0 0 0 0 1 0 1
G 0 0 0 0 0 0 1 0
H 0 1 0 0 0 0 0 2

Amostras coletadas em 2017

A B C D E F G -
A 3 0 0 0 0 0 0 -
B 0 3 0 0 0 0 0 -
C 0 0 3 1 0 0 0 -
D 0 0 0 2 0 0 0 -
E 0 0 0 0 3 0 0 -
F 0 0 0 0 0 3 0 -
G 0 0 0 0 0 0 3 -

Para analisar ambas apreensfes juntas foi necessario identificar o
primeiro grupo de 2017 como grupo |, o segundo como grupo J, e assim
sucessivamente até a letra O. Ao analisar as duas apreensdes juntas (Tabela 7)
todas as amostras de 2014 passaram a ser corretamente classificadas, ao
contrario das amostras de 2017, cujo grupo | foi o Unico corretamente
classificado, todos demais grupos tiveram, em sua maioria, uma amostra

classificada erroneamente.

Tabela 7. Distribuicdo das amostras de 2014 e de 2017 de Cannabis do Brasil
nos grupos referentes a sua localizagdo geogréfica feita pela LDA a
partir dos dados adquiridos pela ATR.

Amostras coletadas em 2014 e 2017

A B C€C D E F G H I J K L M N O
A 3 0 0 0 0O O 0 0O O O o0 oO 0 0 0
B 0 3 0 0 0O O 0 0O O O o0 oO 0 0 0
C 0 0 2 0 0O O 0 0O O O o0 oO 0 0 0
D 0 0 0 2 0O O 0 0O O O o0 oO 0 0 0
E 0 0 0 0 6 O 0 0O O O o0 oO 0 0 0
F 0 0 0 0 0O 3 0 0O O O o0 oO 0 0 0
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Tabela 7. Continuacao

Amostras coletadas em 2014 e 2017
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5.1.1.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier por reflectancia difusa (DRIFT)

Nota-se que os espectros de Cannabis sdo muito menos definidos (Figura
9) em comparacao com aqueles obtidos a partir das analises de espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier por reflexdo total atenuada (ATR),
0 que ja era esperado tendo em vista que a DRIFT é fortemente dependente do
tamanho das particulas das amostras (que deve ser pequeno) assim como da
uniformidade dessas particulas (Larkin, 2018). Contudo, como as amostras
foram moidas com moinho de bolas e gral e pistilo buscando interferir o minimo
possivel na sua estrutura, o tamanho das particulas variava, conferindo uma

constituicdo bastante irregular para as amostras de planta.
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Figura 9. Espectros das amostras de Cannabis de 2014 (a) e 2017 (b) do Brasil
analisadas por DRIFT, 64 scans, resolucdo 4 cm, nimero de onda
entre 4000 a 400 cm™.

As atribuigbes dos grupos funcionais encontrados sdo as mesmas para
as andlises por ATR, ja mencionadas. A interpretacao dos espectros de DRIFT

€ muitas vezes mais complexa do que a de outras técnicas espectroscopicas, e

a falta de definicdo em diversas faixas de nimero de onda dos espectros gerados
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na andlise das amostras de 2014 e de 2017 dificultaria ainda mais a sua
interpretacgéo.

O teste-t evidenciou diferenca estatistica, a 5% de significancia, entre as
amostras de 2014 e de 2017 nos numeros de onda entre 1057,86 e 1056,44 cm-
1,1421,81 e 1420,39 cm™, 1434,55 e 1430,30 cm*,1482,70 e 1474,20 cm™,
1489,78 cm, 1583,25 e 1573,33 cm?, 1608,74 e 1590,33 cm™, 1618,65 e
1615,82 cm?, 1720,61 e 1680,96 cm, 2585,88 cm, 2609,95 e 2600,04 cm™,
2854,94 e 2614,20 cm, 2871,94 e 2862,02 cm™, 2884,68 e 2876,19 cm?,
2911,59 e 2905,92 cm?, 2946,99 e 2945,58 cm?, 3211,81 e 2976,73 cm™,
3224,56 e 3217,48 cml, 3244,38 e 3228,81 cm?, 3264,21 e 3248,63 cm,
3305,28 e 3279,79 cm, 3220,86 e 3310,94 cm™, 3361,92 e 3347,76 cm?,
3371,84 e 3364,76 cm, 3400,16 e 3386,00 cm™?, 3410,07 e 3405,82 cm,
3462,74 e 3412,90 cm, 3495,04 e 3466,72 cm?, 3507,79 e 3499,29 cm,
3520,53 e 3513,45 cm, 3684,80 e 3523,36 cm?, 3691,89 e 3689,05 cm,
3854,74 cm™.

A acuracia da analise discriminante linear (LDA) para as amostras de 2014
foi de 62,5% e para as de 2017 foi de 61,90%; quando analisadas
conjuntamente, a acuracia foi de 66,66%. A diminuicdo nas acuracias, em
comparacao com aquelas obtidas pelos dados de ATR, parece ter como causa
a falta de definicdo dos espectros adquiridos por DRIFT, indicando que os dados
gerados sdo mais dificeis de serem analisados por uma andlise discriminante,
possivelmente se apresentando como um ruido experimental e com isso
mascarando as semelhancas e diferencas entre as amostras.

De todos os grupos de amostras de 2014 somente as amostras dos
grupos A e G foram corretamente classificadas, os demais grupos tiveram pelo
menos uma amostra mal classificada; ja os grupos de amostras de 2017 todos
apresentaram pelo menos uma amostra classificada erroneamente (Tabela 8).
As amostras mal classificadas ndo apresentaram tendéncia de serem
classificadas como pertencentes ao grupo E, ao contrario do que ocorreu nas
LDAs das analises por ATR.

Para ambas apreensdes serem analisadas juntas, procedeu-se como
para a ATR, identificando-se as amostras do primeiro grupo de 2017 como grupo
I, 0 segundo como J, e assim por diante (Tabela 8). Nessa configuracéo, apenas

os grupos D, G e L tiveram todas suas amostras corretamente classificadas, em
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contraste com os grupos M e N, que somente tiveram uma amostra bem
classificada. Esperava-se que amostras classificadas erroneamente seriam
classificadas como pertencentes ao ponto amostral geograficamente mais
préximo ao seu, ja que a probabilidade desse ponto apresentar as mesmas
condi¢bes (ou condigbes muito similares) de microclima, tipo de solo, etc, seria
maior em comparacdo a pontos amostrais mais distantes. Porém isso nao
ocorreu, indicando novamente a importancia da variedade da planta e/ou do
aguecimento das amostras na etapa de secagem e da sua idade.
Adicionalmente, a pouca quantidade de amostras por grupo pode ter também
contribuido com o baixo desempenho.

Tabela 8. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Brasil nos grupos referentes
a sua localizacdo geografica feita pela LDA a partir dos dados
adquiridos por DRIFT.

Amostras de 2014

A B C D E F G H - - - - - - -
A 3 1 0 0 0 o o0 o
B 0 2 1 0 1 O 0 O
c 0 o 1 o o o o o
D 0O O O 1 o0 o o0 1
E O O O 1 4 1 o0 1
F 0 O O O 1 1 o0 o
G 0 O O o o 1 2 o
H O O O O O O o0 1

Amostras de 2017

A B C D E F G - - - - - - - -
A 2 0 1 0 0 o0 o
B 0 2 0 O O 1 O
c 0 o 2 0 O o0 o
D 0O O O 2 1 o0 1
E O 1 0o 0 2 1 O
F 0 O O 1 o0 1 o
G 1 0 O o o o 2

Amostras de 2014 e 2017*

A B C D E F G H I J K L M N O
A 2 0 0 o0 o o o o o o o o o o o
B 0 2 0 O 1 0 O O O o o o o o o
c o o 1 o o0 O o o o o o o o o o
b o o o 2 o0 O O 1 o o0 O o 1 o0 o
E o o0 1 o 4 1 O O 0 1 o o o o0 o
F o0 o O o0 1 2 O o0 O o o o o o o
G o o o o o o 2 o0 o0 o o o o o o
H o0 o o o0O O O o 2 o0 o o o o o o
/I o0 1 0 o0 O O O o0 2 o0 1 o o o o
J 0 o0 o o o o o o o 2 o o o o o



Tabela 8. Continuacao

Amostras de 2014 e 2017*
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*As amostras de 2014 e de 2017 foram analisadas concomitantemente no mesmo conjunto de
dados.

Em relacdo as amostras de solo (Figura 10), as bandas de absorgcdo em
1.740a1.698 cm™ e 1.640 a 1.600 cm indicam a presenca de grupos funcionais
da matéria organica relativamente hidrofilica do solo (Ellerbrock, Gerke & B6hm,
2009). O estiramento de grupos C=0 de acidos carboxilicos e cetonas, por
exemplo, ocorre entre 1.740-1.698 cm™ (van der Marel & Beutelspacher, 1976).
A banda a 1.630 cm* se refere a grupos C=0 ligados a carboxilatos (Celi et al.,
1997) e a grupos aromaticos se estiverem conjugados com grupos C=0 (cetonas
insaturadas, acidos carboxilicos ou amidas (MacCarthy & Rice, 1985; Hesse et
al., 1984). As bandas entre 1.660 e 1.600 cm™ também podem se referir ao
dobramento de grupos OH de moléculas de agua em camadas de hidratacéo de

filosilicatos do solo (Mendelovici et al., 1995; Spaccini et al., 2001) (Figura 10).
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Figura 10. Espectros das amostras de solo de 2014 (a) e 2017 (b) do Brasil
analisadas por DRIFT, 64 scans, resolucdo 4 cm, nimero de onda
entre 4000 a 400 cm™.

A acuracia da LDA para as amostras de 2014 foi de 87,5% e para as de
2017 foi de 88,00%. Quando analisadas conjuntamente, a acuracia é de 86,41%.
Com excecéao dos grupos A, D e H, os demais grupos de 2014 tiveram todas as

suas amostras corretamente classificadas. Ja para os grupos de 2017, 0s grupos
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C, D e F tiveram todas as suas amostras corretamente classificadas (Tabela 9).
Os grupos que apresentaram classificacbes erradas ndo tiveram um
desempenho tdo baixo em comparacdo com a classificacdo das amostras de
Cannabis analisadas por DRIFT, possivelmente devido a maior homogeneidade
das amostras de solo, e maior numero de amostras por grupos, de forma geral,
e numero de grupos, facilitando a identificacdo de padrdes entre as amostras e
entre grupos.

Para fazer a LDA das amostras de solo de 2014 e de 2017 juntas, foi
necessario definir que o primeiro grupo de 2017 se identificasse como grupo |, o
segundo como J, e assim sucessivamente. Os grupos B, C, D, G, J, Ke L tiveram
todas as suas amostras corretamente classificadas, enquanto que os demais

tiveram poucas amostras classificadas erroneamente (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo das amostras de solo do Brasil nos grupos referentes a
sua localizacdo geografica feita pela LDA a partir dos dados
adquiridos por DRIFT

Amostras coletadas em 2014

A B C D E F G H - - - - - -
A 2 0 0 1 0 0 0 0
B 0 4 0 0 0 0 0 0
C 0 0 3 0 0 0 0 0
D 0 0 0 3 0 0 0 0
E 1 0 0 0 6 0 0 0
F 0 0 0 0 0 3 0 0
G 0 0 0 0 0 0 2 1
H 0 0 0 0 0 0 0 2

Amostras coletadas em 2017

A B C D E F - - - - - - - -
A 6 0 0 0 0 0
B 0 2 0 0 0 0
C 0 0 3 0 0 0
D 0 0 0 3 1 0
E 0 1 0 0 2 0
F 1 0 0 0 0 6

Amostras coletadas em 2014 e 2017*

A B C D E F G H [ J K L M N
A 3 0 0 2 0 0 0 O O O o0 0 0 0
B 0 8 0 0 0 0 0 O O O O 0 0 0
C 0 0 6 0 0 0 0 O O O O 0 0 0
D 0 0 0 6 0 0 0 O O O o0 0 0 0
E 1 0 0 0 10 1 0 1 0 0 O 0 0 0
F 0 0 0 0 0 5 0 O O O O 0 1 0
G 1 0 0 0 0 0 5 O 1 0 O 0 0 1
H 0 0 0 0 2 0 0 5 0 0 O 0 0 0
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Tabela 9. Continuacao
Amostras coletadas em 2014 e 2017*

A B C D E F G H I J K L M N

I O O 0 O 0 0 O O 6 0 0 O O 0
J O 0 O O 0 0O O O 0 3 0 0 ©O 0
K 0 0 0 ©O 0 0 O O 0 o 3 0 ©O 0
L O 0 O ©O 0 0O O o 0 O o 3 ©O 0
M 0 O 0 O 0 0 O o 0 0o o 0 2 0
N O O O © 0 0O O O 0 0 O0o o o 5

*As amostras de 2014 e de 2017 foram analisadas concomitantemente no mesmo conjunto de
dados.

A maior uniformidade e menor tamanho de particulas das amostras de
solo conferiram melhores resultados nas leituras feitas por DRIFT em
comparacao com as amostras de planta, o que foi evidenciado pelas maiores
acuracias da LDA, tendo em vista que esses dois fatores sdo importantes para
a obtencédo de espectros na analise de DRIFT (Larkin, 2018). Supbde-se, entao,
que a acuracia da LDA para as analises de planta aumente se as particulas que
compdem as amostras sejam menores e mais uniformes, 0 que se conseguiria
secando as amostras por meio de liofilizacdo, por exemplo. O uso de tal processo

de secagem nao foi possivel na presente tese devido a problemas operacionais.

5.1.2 Andlise cromatografica (cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massas, LC-MS)

Em todas as amostras foi possivel detectar e quantificar cannabinol (CBN)
entre 0,14 e 46,28 ug/mL (Tabela 10). Nas amostras 98, 105, 106, 107, 110, 111,
112, 113, 117, 118, 119, 122, 123, 124 e extra 3 foi possivel observar alta
concentracdo desse canabinoide e baixa concentracdo de @ A®-
tetrahidrocannabinol (THC). Como o THC comeca a se degradar quando a planta
nao esta mais biologicamente ativa, e com isso forma CBN (Dujourdy & Besacier,
2017), é esperado que nessas amostras em que as concentracdes de CBN sdo
mais altas as concentracdes de THC sejam mais baixas. A concentracdo média
de CBN nas amostras de 2014 é de 12,27 pug/mL, enquanto que nas de 2017 &
de 5,01 pg/mL, o que sugere que a alta temperatura empregada para secar as
amostras de 2014 assim como sua idade aumentaram a producdo de CBN.

Porém, o fato de as amostras de Cannabis de ambas apreensdes ndo terem sido
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mantidas sob refrigeracdo também acarretou na degradacdo das amostras,
fazendo com que produzissem CBN.

Tabela 10. Concentracao (ug/mL) dos canabinoides detectados em amostras de
apreensdo de Cannabis do Brasil.

Amostras de 2014 Amostras de 2017 |
CA CPA THC THCA CBN | CA CPA THC THCA CBN
94 1 - AL 1,41 | 151 9 0,47 0,72 0,55
95 1 018 0,18 6,20 | 152 9 431 557 5,04
96 1 - AL 6,90 | 153 9 AL 0,29 0,14
98 na 082 AL 16,22| 154 10 16,16 4,57 9,03
99 2 AL AL 2,81 | 155 10 17,93 6,28 12,95
100 2 AL AL 3,19 | 156 10 17,13 522 11,39
101 2 AL AL 7,22 | 157 11 731 7,38 5,88
104 3 0,36 - 6,97 | 158 11 596 503 3,95
105 3 055 - 2431] 159 11 12,82 10,96 5,18
106 4 1,29 - 13,98| 160 12 10,36 5,48 3,50
107 4 169 AL 1514] 161 12 7,12 7,13 291
110 5 066 AL 12,27| 162 12 9,37 10,23 3,42
111 5 AL AL 11,36| 163 13 2,96 1,05 4,38
112 5 051 AL 986 | 164 13 6,90 2,62 4,84
113 5 019 AL 13,01| 165 13 3,10 221 5,56
114 5 - - 0,99 | 166 14 751 289 3,38
116 6 - - 2,51 | 167 14 6,83 1,84 2,13
117 6 016 AL 8,18 | 168 14 7,17 3,07 3,72
118 6 AL AL 29,62| 169 15 12,70 6,28 8,47
119 7 015 AL 987 | 170 15 356 3,08 4,10
121 7 0,37 AL 6,39 | 171 15 980 7,87 4,71
122 8 545 0,18 21,18
123 8 264 04 46,28
124 8 018 AL 16,05
extra3 n.a. 0,10 AL 14,96

THC: A°-tetrahidrocannabinol. THCA: &cido-tetrahidrocannabindlico. CBN: cannabinol. CA:
cédigo da amostra. CPA: codigo do ponto amostral (Figura 6).

AL : abaixo do limite de quantificac&o.

- : ndo detectado.

n.a.: amostra sem origem geografica conhecida.

N&o foi possivel detectar THC em algumas amostras (94, 96, 114,116 e
extra 3), e em outras (99, 100, 101, 111, 118, 153) suas concentracdes estavam
abaixo do limite de quantificacdo do método (Tabela 10). As concentracdes mais
altas de THC foram encontradas nas amostras 154, 155, 156, 159, 160 e 169.
As concentracdes mais altas de THCA foram encontradas nas amostras 159 e
162. Ja nas amostras 94, 96, 98, 99, 100, 101, 107, 110, 111, 112, 113, 117,
118, 119, 121, 124 e extra 3 o THCA foi apenas detectado, e nas amostras 104,

106 e 116 nao foi detectado. Nas amostras quantificadas, as concentracdes
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encontradas de THCA geralmente foram inferiores ou semelhantes as
apresentadas para THC. O CBD foi detectado apenas nas amostras 157, 158,
169 e 170, e o CBDA foi detectado nas amostras 123, 152, 154, 155, 156, 160,
161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169 e 170, mas suas concentragcdes néo
eram quantificaveis. De forma geral, amostras provenientes do mesmo ponto
amostral apresentaram concentragdes semelhantes de canabinoides.

Em relacdo a percentagem de THC nas amostras, as de 2014
apresentaram valores entre 0,0003 (amostra extra 3) e 0,0182% (amostra 122),
e as de 2017 entre 0,0005 (amostra 151) e 0,0179% (amostra 155). O valor
médio das percentagens de THC nas amostras de 2014 (0,0032%) € de
aproximadamente 10 vezes menor do que o de 2017 (0,0282%), devido a etapa
de secagem a alta temperatura, a idade da planta e as condicbes de
armazenamento, fazendo com que o THC sofresse descarboxilacao e formasse
CBN (Dujourdy & Besacier, 2017), cujos teores percentuais sao 0,0033 (amostra
114) e 0,1543% (amostra 123) para as amostras de 2014 e 0,00045 (amostra
153) e 0,0432% (amostra 155) para as de 2017.

Todas as amostras contém consideravelmente menos que 0,3% de THC
em sua composicdo, entdo séo classificadas como tipo fibra. Contudo, se
considerarmos somente a equacgdo proposta por Fetterman et al. (1971),
composta pelas concentracdes de THC, CBN e CBD para a classificacdo de
Cannabis entre tipo droga ou tipo fibra, teriamos duas situacdes: (a) as amostras
nado poderiam ser classificadas ja que o valor de CBD teria que ser considerado
zero, e com isso teriamos uma impossibilidade matematica, ou (b) que todas as
amostras seriam classificadas como tipo droga, jA que o CBD nao estava
presente ou ndo estava presente em quantidades quantificaveis nas amostras
de 2014 e de 2017, logo, pode-se especular que o valor de CBD tenderia a zero,
e com isso o valor de THC e CBN poderia exceder falsamente o valor estipulado
por Fetterman et al. (1971) para considerar uma amostra como fibra, acarretando
na sua classificagdo como droga.

O teste-t (Tabela 11) mostrou que ha diferenca estatistica, a 5% de
significancia, entre as amostras provenientes das apreensdes de 2014 e de 2017
devido as concentracdes do THC, THCA e CBN, o que provavelmente se deu
por causa das diferentes abordagens para a secagem das plantas, ja que em

2014 as plantas foram submetidas a 105 °C por um dia, e as de 2017 a 40 °C
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por sete dias, e também pela propria idade e degradacéo natural das plantas.
Outros fatores que podem ter contribuido, mas nao tém como ser avaliados por
serem desconhecidos, sdo a variedade das plantas, o tipo de solo, a forma de

cultivo, o microclima, a geologia dos locais de coleta, entre outros.

Tabela 11. Teste-t das concentracfes de canabinoides quantificados por LC-MS
a partir de amostras de Cannabis do Brasil.

T-tests; Grouping: Secagem Group 1: 2014 Group 2: 2017
Variable Mean Mean tvalue df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
2014 2017 2014 2017 2014 2017  Variances Variances

THC 0,612 8,07 -7,12157 44 0,000000 25 21 1,18892 5,083383 18,281 0,000000
THCA 0,030 4,75 -7,98101 44 0,000000 25 21 0,09167 2,962085 1044,021 0,000000
CBN 12,275 5,01 3,17598 44 0,002728 25 21 10,05451 3,169217 10,065 0,000002

Inicialmente foi feita a andlise discriminante linear (LDA) das amostras de
2014 e de 2017 separadamente. As amostras 98 e extra 3 foram excluidas por
nao terem origem geografica conhecida. A LDA das amostras de 2014 obteve
uma acuracia de apenas 39,13%, enquanto que a das amostras de 2017 obteve
80,95%, e quando analisadas juntas, a acuracia baixou para 38,63%. Observa-
se que quase todas as amostras de 2014 foram classificadas, incorretamente,
como pertencentes a um sé grupo, o grupo E (Tabela 12). A mesma tendéncia
foi observada na andlise por espectroscopia no infravermelho com transformada

de Fourier por reflex&o total atenuada (ATR).

Tabela 12. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Brasil nos grupos
referentes a sua localizacdo geogréfica feita pela LDA a partir dos
dados adquiridos pela LC-MS.

Amostras coletadas em 2014

A B C b E F GH - - - - - - -
A 1 0 0 0 0 O O O
B 1 0 0 0 1 1 O O
C 0O 0o 1. o 0 1 0 O
D 0O 0 01 0o O O O
E 1 3 1 1 4 1 2 1
F O 0 0 0o 0o 0 0o o
G O 0 0 0o 0 0 0 O
H O 0 0 0o 0 0O o0 2

Amostras coletadas em 2017

A B C D E F G - - - - - - - -
A 3 0 0 0O O O o
B 0O 3 0 0 0O 0 o
C O 0 2 0 O 0 1
D 0O 0 1 2 0 O O
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Tabela 12. Continuacao
Amostras coletadas em 2017

A B CDE F G - - - - - - - -
E 0O 0 0 0 3 0 1
F 0O 0 01 0 3 O
G 0O 0 0 0O 0 O 1

Amostras coletadas em 2014 e 2017*

A B C D E F GH I J K L M N O
A o 0o 0o o 0o 0o 0O 00O 00O O 0 o0 o
B 10 0 0O 1 1.0 O 2 O O O O o0 O
C o 0o 0o o 0o 0o 000 0 0 O o0 o0 o
D o o 0o 0o 0O 0O 0OOO O O O O o0 o
E 2 3 1 2 4 1 2 1 0 0 O O O 0 O
F o o 0o 0o 0O 00O OO O O O O o0 o
G o 0o o o 0o 0o 000 0 0O 0O o0 oo
H o o 1 o 0 1 0 2 O OO O O O o
I o oo o o 0o 0o 00O 0O O O 0O o0 1
J 0O o 0o 0o 0O 00O O 3 0 0 0 o0 o
K o 0o o o 0o 000 1 0 2 2 0 0O
L o o 0o 0o 0O 00O O OO O0O O o0 1
M o 0o o o 0o 0o 000 0 0O 0 2 0 o0
N o o 0o 0o 0O 00 0OOO O O0O 1 3 O
©) o o o o 0o 0o 00 0 0 1 1 0 0 1

*As amostras de 2014 e de 2017 foram analisadas concomitantemente no mesmo conjunto de

dados.

Dezessete das 21 amostras (80,95%) de 2017 foram corretamente
classificadas, somente uma amostra do grupo C foi alocada no grupo E, uma
amostra do grupo D foi para o grupo F, e duas amostras do grupo G, que foram
classificadas como pertencentes aos grupos C e E (Tabela 12). Apesar de as
amostras de 2017 serem de origens geogréaficas muito mais préximas do que
varias amostras de 2014, o que tenderia a dificultar a sua classificacdo, quase
81% delas foram corretamente classificadas, o que indica que a metodologia de
secagem de amostras de Cannabis, assim como sua idade e forma de
armazenamento, impacta ndo somente a sua composi¢do quimica, mas também
a acuracia da LDA. Contudo, isso nao impediu que fossem rastreadas utilizando
essa analise estatistica, somente diminuiu a acuracia do rastreamento,
mostrando que a LDA é uma ferramenta confiavel e util para a ciéncia forense ja
que é capaz de detectar semelhancas existentes mesmo entre amostras
bastante distintas, e classifica-las com acuracia satisfatoria.

Quando as amostras de 2014 e de 2017 foram analisadas em conjunto

encontrou-se novamente a tendéncia de as amostras de outros grupos serem
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atribuidas ao grupo E. Ademais, somente os grupos E, H, J, K, M, N e O tiveram
algumas amostras classificadas corretamente (Tabela 12). Para poder fazer a
LDA das amostras de 2014 e de 2017 juntas (Tabela 12) foi necessario identificar
as amostras do primeiro grupo de 2017 como grupo |, o segundo grupo como J,

e assim por diante.

5.2 Amostras provenientes dos Estados Unidos da América

5.2.1 Analise espectroscoOpica (espectroscopia no infravermelho

com transformada de Fourier por reflexdo total atenuada - ATR)

Observa-se uma grande diferenca de intensidade de absorbancia em
todos os espectros das analises de planta (Figuras 11 e 12), especialmente entre
3.500 e 3.000 cm™ e 2.800 e 2.400 cm™, e que a resolucéo de 2 cm evidenciou
mais a presenca de ruido entre 3.900 e 3.500 cm (Figura 12a). As atribuicdes

dos grupos funcionais encontrados pela analise constam na Tabela 13.

Sample spectra
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Figura 11. Espectros das amostras de Cannabis do Colorado analisadas por

ATR com 32 scans, resolucéo 4 cm, nimero de onda 4000 a 400 cm-
1
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Sample spectra
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Figura 12. Espectros das amostras de Cannabis do Colorado analisadas por
ATR com 100 scans, resolucdo 2 cm™(a) e 100 scans, resolucdo 4cm-
1 (b), nimero de onda 4000 a 400 cm™.
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Tabela 13. Atribuicdo dos principais grupos funcionais encontrados nas
amostras de planta do Colorado por ATR.

Bandas o
(cm™) Atribuicéao Grupos
Estiramento de O-H em ligagbes de H Compostos organicos que
3279 (e estiramento de N-H se houver abundéancia de P 9 q
N) possuem OH
~3000 Estiramento de C-H de anel aromético
2917 Estiramento de C-H R—CHs3
2848 Estiramento de C-H R-CH2-R ou -C-H terciario
1733 Estiramento de C=0 de —COOH e/ou cetonas
1615 Estiramento de C=C H de anel aromatico
Estiramento de N-H de aminas primarias e/ou
1577 .
amidas
Estiramento de N-H de aminas primérias e/ou
1516 ;
amidas
1417 Dobramento assimétrico de C-H R-CH3
1375 Dobramento simétrico de C-H R-CH3
1245 Dobramento C-O de —-COOH
Dobramento C-O de alcoois ou de éteres
1144 ez
alifaticos
Pode ser atribuido a
~1100 . Dobramento C-0-C, . carboidratos, ésteres,
estiramento C-O de polissacarideos . "
acidos carboxilicos,...
Pode ser atribuido a
1014 Dobramento C-O e/ou Si-O cqrp oidratos, e,s_teres,
acidos carboxilicos,
silicatos...
884 Dobramento C-H de aroméaticos

Fe-OH ou AI-OH

O teste-t evidenciou que as amostras provenientes das apreensdes de
2014 e de 2017 analisadas com 32 scans e resolucdo 4 cm™? diferem
estatisticamente, a 5% de significancia, nos nimeros de onda 3997,77 cm,
entre 3993,92 e 3986,20 cm, 1861,00 e 1832,07 cm 1828,21 e 1797,36 cm™,
1789,64 e 1785,79 cm, 798,39 e 781,04 cm™. As amostras analisadas com 100
scans e resolucdo 2 cm* diferem estatisticamente nos nimeros de onda 2159,91
cm?, 2153,16 e 2152,20 cm™, 2137,74 e 2136,77 cm', 805,14 e 804,18 cm™,
792,61 a 789,72 cm, 763,68 a 753,07 cm, enquanto que as amostras
analisadas com 100 scans e resolucdo 4 cm diferem nos nimeros de onda
3997,77 a 3991,99 cm, 3988,13 a 3984,27 cm?, 1857,14 a 1849,43 cm,
1839,78 a 1832,07 cm, 1822,43 a 1803,14 cm™, 1797,36 cm™, 1787,71 e
1785,79 cm, 794,54 a 784,89 cm™.

A andlise discriminante linear (LDA) realizada com 32 scans, resolugéo 4
cm, nimero de onda entre 4.000 e 400 cm™, 100 scans, resolucdo 2 cm?, e

100 scans, resolucédo 4 cm™, apresentou acuracias de 94,44%, 100% e 94,44%,
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respectivamente. Esses resultados assemelham-se aqueles encontrados para
as andlises por ATR das amostras de planta de 2017 do Brasil, mas ndo aqueles
provenientes das andlises de Cannabis de 2014, indicando que fatores
responsaveis pela degradacdo da planta, como temperatura de secagem e
idade, foram determinantes para a acurécia da LDA. O tamanho de particulas,
considerado importante em analises por ATR (Udvardi et al., 2017; Kontopoulos
et al., 2018) de todas as amostras tanto do Brasil quanto dos Estados Unidos era
muito similar visualmente, logo, esse fator pode ser descartado.

A resolucdo da andlise, aparentemente, foi a variavel que definiu o melhor
desempenho mostrado pela LDA, sendo um fator chave no rastreamento de
Cannabis utilizando ATR. O maior nimero de dados gerados pela maior
resolucdo amplifica a quantidade de informac&o que sera analisada pela LDA,
que, por sua vez, detectara padrbes entre as amostras e entre grupos mais
facilmente.

Na LDA, os grupos B, D e E tiveram todas as suas amostras corretamente
classificadas em todas as abordagens testadas para a ATR; somente uma
amostra foi mal classificada no grupo A na abordagem utilizando 32 scans, e o
grupo C também teve somente uma amostra classificada erroneamente na

abordagem com 100 scans e resolugdo 4 cm™ (Tabela 14).

Tabela 14. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Colorado nos grupos
referentes a sua localizagdo geogréfica feita pela LDA a partir dos
dados adquiridos por ATR.

ATR planta 32 scans, resolucdo 4 cm, nimero de onda 4.000 a 400 cm™*

A B C D E
A 3 0 0 0 0
B 0 6 0 0 0
C 0 0 2 0 0
D 1 0 0 3 0
E 0 0 0 0 3

ATR planta 100 scans, resolucéo 2 cm™, nimero de onda 4.000 a 400 cm™

A B C D E
A 4 0 0 0 0
B 0 6 0 0 0
C 0 0 2 0 0
D 0 0 0 3 0
E 0 0 0 0 3

ATR planta 100 scans, resolucéo 4 cm™, nimero de onda 4.000 a 400 cm™

A B C D E
A 4 0 0 0 0
B 0 6 1 0 0
C 0 0 1 0 0
D 0 0 0 3 0
E 0 0 0 0 3
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Em relacdo as amostras de solo (Figuras 13 e 14), observa-se uma grande
diferenca de intensidade de absorbancia em todos os espectros, especialmente
na regido de fingerprint, entre aproximadamente 1.500 e 400 cm?, e que a
resolucdo de 2 cm fez com que o espectro ficasse mais rugoso, especialmente
entre 1.200 e 900 cm™ (Figura 14a). As atribuicbes dos grupos funcionais

encontrados pela analise constam na Tabela 15.
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Figura 13. Espectro das amostras de solo do Colorado analisadas por ATR com
32 scans, resolugdo 4 cm*, nimero de onda 4000 a 400 cm™.
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Sample spectra
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Figura 14. Espectro das amostras de solo do Colorado analisadas por ATR com

100 scans, resolucdo 2 cm™ (a) e 100 scans, resolugédo 4 cm (b),
nimero de onda 4000 a 400 cm-2.
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Tabela 15. Atribuicdo dos principais grupos funcionais encontrados nas
amostras de solo do Colorado por ATR.

Bandas (cm) Atribuicao Grupos

~3700 Estiramento de O-H Octaedros em minerais
silicatados

1435 c=0 Possivelmente
carbonato

Estiramento de Si-O e
1003 dobramento assimétrico de Si-O- -
Si
915 Dobramento de AI-OH e/ou de i
Fe-OH

As avaliacdes por LDA a partir dos dados das andlises de ATR com 32
scans, resolucdo 4 cm™, nimero de onda entre 4.000 e 400 cm™, 100 scans,
resolucdo 2 cm, nimero de onda entre 4.000 e 400 cm™ e 100 scans, resolucéo
4 cm™, nimero de onda entre 4.000 e 400 cm™ apresentaram acuracias de
100%, 90,90% e 90,90%, respectivamente.

Diferentemente da andlise de Cannabis do Colorado por ATR, a resolugéo
nao impactou os resultados da LDA, sendo que a analise com somente 32 scans
e resolucdo 4 cm? foi a que teve a maior acuracia, enquanto as demais
abordagens apresentaram a mesma acuracia. Somente uma amostra das duas
abordagens com 100 scans foi mal classificada, uma amostra do grupo D foi

classificada como parte do grupo B (Tabela 16).

Tabela 16. Distribuicdo das amostras de solo do Colorado nos grupos referentes
a sua localizacao geogréfica feita pela LDA a partir dos dados
adquiridos por ATR.

ATR solo 32 scans, resolucédo 4 cm*, nimero de onda 4.000 a 400 cm™!

A B D E
A 2 0 0 0
B 0 3 0 0
D 0 0 3 0
E 0 0 0 3
ATR solo 100 scans, resolucdo 2 cm!, nimero de onda 4.000 a 400 cm™!
A B D E
A 2 0 0 0
B 0 3 1 0
D 0 0 2 0
E 0 0 0 3
ATR solo 100 scans, resolucdo 4 cm*, nimero de onda 4.000 a 400 cm™!
A B D E
A 2 0 0 0

B 0 3 1 0



65

Tabela 16. Continuacao
ATR solo 100 scans, resolucdo 4 cm, niimero de onda 4.000 a 400 cm™!

A B D E
D 0 0 2 0
E 0 0 0 3

5.2.2 Andlise cromatogréfica (cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos, HPLC-DAD)

O acido canabidivarinico (CBDVA) se degradou em algumas amostras
quando a secagem foi feita na estufa. Isso foi observado, por exemplo, nas
amostras 188 e 189, que séo originalmente a mesma amostra que foi dividida
em duas partes (uma das metades — a 188 - foi seca em estufa e a outra metade
— a 189 - foi seca ao ar, como explicado na secdo 4. Material e Métodos). A
amostra 189 apresentou uma concentracdo de 5,53 pg/mL enquanto que a
amostra 188 apresentou 0,00 ug/mL (Tabela 17). A concentracao de cannabidiol
(CBD) aumentou mais de 10 vezes em quase todos 0s casos devido a secagem
na estufa. As amostras de planta que sdo da mesma variedade (variedade
Cherry Wine), que séo provenientes dos pontos de coleta 17 e 18 (Figura 7,
Tabela 2), quando secas ao ar apresentam teores de CBD semelhantes as
amostras dos demais pontos amostrais, mas quando secas em estufa a
concentracdo desse canabinoide aumenta muito mais do que as amostras secas
em estufa do ponto 16, por exemplo, que é de outra variedade. Esse padréao
também se repetiu para o cannabigerol (CBG), indicando que a variedade e a
proximidade geogréfica sdo fatores que, separadamente ou em conjunto, afetam
a concentracao de alguns canabinoides se as plantas forem secas ou mantidas
em locais a pelo menos 40 °C. Houve formacéo de cannabicromeno (CBC) e de
A®°-tetrahidrocannabinol (THC) em todas as amostras secas em estufa, a Ultima
sendo explicada pela descarboxilagcdo do &cido-A®-tetrahidrocannabindlico-A

(THCAA), cuja concentracdo diminuiu com a secagem em estufa.
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Tabela 17. Concentracdo de canabinoides nas amostras do Colorado.

CBDVA CBDA CBD CBGA CBG THCAA THC CBCA CBC

pug/mL*
174 0,0 3934,8 648,2 554 0,0 246,1 58,9 1756 27,0
175 0,0 1660,8 530,2 0,0 0,0 85,5 24,5 56,3 18,3
176 0,0 3626,6 65,6 62,8 0,0 285,7 0,0 181,6 0,0
177 0,0 3552,1 94,0 17,3 0,0 239,6 0,0 198,8 0,0
182 0,0 6827,6 1041,1 5056 1134 1607,2 1352,8 231,2 84,4
183 0,0 2803,1 78,9 394,1 0,0 24475 50,9 3255 0,0
184 0,0 4146,8 965,7 272,6 875 120,4 75,8 2351 0,0
185 0,0 31633 37,2 2330 0,0 205,5 0,0 184,0 0,0
186 0,0 2237,1 1981,2 141,9 536,6 72,9 205,9 279,1 0,0
187 0,0 3848,7 131,9 2245 0,0 306,4 0,0 513,6 0,0
188 0,0 2873,4 1746,9 60,3 52,8 41,6 1405 224,14 336,44
189 55 45339 129,3 127,0 0,0 2915 0,0 750,7 0,0
193 0,0 34853 83,7 76,9 0,0 208,7 0,0 258,5 0,0
194 35,6 7482,8 282,3 279,3 0,0 436,4 0,0 375,6 0,0
195 149 5138,0 1653 87,6 2,6 307,5 0,0 476,3 0,0
199 4,0 6436,5 172,6 3929 0,0 419,5 0,0 504,0 0,0
200 0,0 4624,1 181,3 273,2 0,0 267,4 0,0 2944 0,0
201 0,0 3209,7 213,6 418,6 0,0 313,2 0,0 348,8 0,0

CBDVA: acido cannabidivarinico; CBDA: acido cannabidiolico; CBD: cannabidiol; CBGA: acido
cannabigerdlico, CBG: cannabigerol; THCAA: A&cido tetrahidrocannabindlico-A; THC:
tetrahidrocannabinol; CBCA: acido cannabicroménico; CBC: cannabicromeno

*Médias de triplicatas

Os canabinoides &cido tetrahidrocannabidivarinico  (THCVA),
tetrahidrocannabidivarino (THCV), cannabidivarino (CBDV) e cannabinol (CBN)
nao foram detectados em nenhuma amostra. A auséncia de CBN indica que as
amostras foram bem acondicionadas, ja que esse canabinoide é formado a partir
da degradacdo do THC quando a planta ndo estd mais biologicamente ativa, e
denuncia a ocorréncia de condi¢cdes de armazenamento inadequadas. Ademais,
a refrigeracdo a 7 °C mostrou ser capaz de preservar a composicao de
canabinoides da planta por periodos de aproximadamente um ano, tempo que
as amostras ficaram armazenadas até a analise cromatografica ser feita.

O teste-t (Tabela 18) mostrou que héa diferenca estatistica, a 5% de
significancia, entre as duas formas de secagem das amostras (na estufa ou ao
ar) devido as concentracdes (ng/mL) do CBD, CBG, THC, CBC e CBCA.
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Tabela 18. Teste-t das concentracdes de canabinoides quantificados por HPLC-

DAD a partir de amostras de Cannabis do Colorado.
T-tests; Grouping: Secagem Group 1: estufa Group 2: ao ar

Variable  Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
estufa aoar estufa aoar estufa aoar Variances  Variances
CBDVA 0 5,006  -1,1388 16 0,271551 6 12 0 10,603 0 1
CBD 1152,218 136,305 6,08625 16 0,000016 6 12 588,039 70,208 70,15 0
CBG 131,726 0,216 231152 16 0,034456 6 12 203,546 0,748 7414173 0
CBDA 3613419 4325,336 -0,91053 16 0,376056 6 12 1842,463  1419,065 1,69 0,436751
CBGA 172617 215611 -0,54632 16 0,592384 6 12 188,655 140,909 1,79 0,389955
THC 309,724 4,244 2,1201 16 0,049981 6 12 515,041 14,703 1227,02 0
CBC 77,697 0 2,13023 16 0,04902 6 12 130,492 0 0 1
THCAA 362,277 477,404 -0,37065 16 0,715762 6 12 614,014 624,471 1,03 1
CBCA 20021 367,647 -2,28036 16 0,036631 6 12 77,839 169,156 472 0,09921

Como o CBN néo foi detectado em nenhuma amostra, excluiu-se esse
canabinoide do célculo proposto pela United Nations Office on Drugs and Crime
(2009) para classificacdo de Cannabis e tipo fibra ou tipo droga. As amostras
174, 175, 182, 183 e 184, 186 e 188 apresentaram relacdo THC/CBD de 0,091,
0,046, 1,299, 0,645, 0,078, 0,104 e 0,080 pug/mL, respectivamente, e as demais
apresentaram O pg/mL. Com isso, todas essas amostras séo classificadas como
tipo fibra, com excecao da amostra 182 que apresentou uma relagdo THC/CBD
acima de 1 (1,299), sendo classificada como droga.

Sete das 18 amostras de planta apresentaram percentagens de THC
maiores que zero, sendo elas a 174, 175, 182, 183, 184, 186 e 188, as demais
amostras tém 0% de THC. Entre essas amostras com teor de THC maior que
zero a Unica que foi seca ao ar € a 183, as restantes foram secas em estufa.
Somente a amostra 182 foi classificada como droga ja que apresentou 1,35% de
THC em sua composi¢ao, bastante acima do limite de 0,3%. Coincidentemente,
as amostras 182 e 183 sdo a mesma amostra que foi dividida e cada metade foi
seca diferentemente.

A amostra 183, seca ao ar e que “originou” a amostra 182, apresenta
apenas 0,05% de THC, mas quando aquecida a 40 °C por sete dias essa
concentracdo passou a ser 1,35%, ultrapassando os limites legais estipulados
pelos Estados Unidos, de 0,3%. Se essa planta fosse aquecida para ser
consumida por algum usuario, poderia chegar a temperaturas mais altas do que
40 °C e apresentar efeitos alucinbgenos causados pelo THC.

Percebe-se entdo a dificuldade em se produzir alimentos e/ou
medicamentos a partir de Cannabis, e também de exportar ou importar a planta

ou produtos gerados a partir dela, jA que cada planta precisaria ter o THC
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quantificado, a fim de garantir que todas as plantas sado do tipo fibora mesmo
guando aquecidas/queimadas. Segundo Gertsch (2018), a padronizacdo de
Cannabis medicinal € urgente. Além das dificuldades encontradas na
qualificacédo e quantificacdo dos seus compostos devido as diferentes respostas
que diferentes solventes, métodos de secagem e de extracdo e analise podem
ocasionar (Namdar et al., 2018), h& ainda diversos e importantes problemas em
relacdo a identificacdo incorreta de produtos (alterando a variedade da planta,
por exemplo), possivelmente visando torna-los mais atraentes aos
consumidores. Além disso, ha também a ocorréncia de concentracdes duvidosas
de canabinoides apresentadas nos relatérios de laboratérios que analisam esses
produtos (Jikomes & Zoorob, 2018).

A andlise discriminante linear (LDA) (Tabela 19), que foi feita utilizando as
percentagens de cada canabinoide presente nas amostras de Cannabis,
apresentou 94,44% de acuracia. Observa-se na Tabela 19 que somente uma
amostra do grupo E foi erroneamente classificada como parte do grupo B,
resultando em uma diminui¢éo na acuracia da LDA para os resultados da analise
em HPLC-DAD.

Tabela 19. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Colorado nos grupos
referentes a sua localizacdo geografica feita pela LDA a partir dos
dados adquiridos pela HPLC-DAD.
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5.2.3 Analise termogravimétrica (TGA)

Em relacdo as amostras de planta, observa-se um padrao uniforme de
resposta a temperatura até atingirem aproximadamente 400 °C (Figura 15),
quando, a partir dai, comecam a perder massa a diferentes taxas, possivelmente
devido a degradacao de lignina (Wongsiriamnuay & Tippayawong, 2010). O fato
de as amostras estarem relativamente bem separadas na faixa entre 90 e 200
°C indica que a TGA foi consideravelmente sensivel para detectar perdas de

compostos presentes em baixas quantidades como os canabinoides e terpenos.
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Contudo, evidenciou mais claramente as perdas de compostos presentes em
concentracdes mais altas e que se degradam em aproximadamente 400 °C em
diante, como a lignina, cujo teor em plantas jovens é geralmente de 5% e em
plantas maduras de até 15% (Carvalho et al., 2010), assim como a celulose e a
hemicelulose, que também sdo grandes responsaveis pela composicao da
parede das plantas, representando até 15 e 30% da sua massa, respectivamente
(Carvalho et al., 2010). A degradacao mais tardia da lignina é explicada pela sua
natureza relativamente recalcitrante, por ser uma biomolécula aromatica com
presenca de carbono orgéanico coloidal ndo-hidrolizavel e ligagcdes C-C entre as
unidades fenilpropanoides (Haider & Guggenberger, 2005).

Entre 90 e 200 °C ha a degradacéo/descarboxilacdo/ponto de fusédo de
varios canabinoides e terpenos. Na faixa entre 200 e 375 °C ocorre a degradacao
de celulose, hemicelulose (Wongsiriamnuay & Tippayawong, 2010) e de diversos
compostos volateis (Werle et al., 2019).

Overlay plant samples
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Figura 15. Resultado da TGA: amostras de Cannabis do Colorado agrupadas.
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A amostra 176 perdeu menos componentes (10,20%) na faixa 90 a 200
°C, enquanto que a amostra 188 foi a que mais perdeu componentes (16,95%)
(Tabela 20) em comparacdo com as demais amostras. Os compostos perdidos
nessa faixa de temperatura podem ser, principalmente, agua, canabinoides e
terpenos, ou seja, supde-se que a amostra 188 tivesse maiores concentracoes
desses compostos em compara¢cdo com a amostra 176.

Em relacdo a faixa entre 200 e 700 °C, a amostra 200 perdeu menos
componentes (53,49%) enquanto que a amostra 184 perdeu mais componentes
(68,29%) em comparacado com as demais amostras (Tabela 20). Considerando
que entre 200 e 375 °C ha degradacdo de celulose, hemicelulose
(Wongsiriamnuay & Tippayawong, 2010) e perda de compostos volateis (Werle
et al., 2019), e entre 375 e 700 °C h& degradacao de lignina (Wongsiriamnuay &
Tippayawong, 2010), os resultados indicam a possibilidade de verificar quais
amostras tém maior teor de fibras, podendo-se selecionar aquelas que

preferencialmente seriam utilizadas em industrias.

Tabela 20. Percentagem de perdas de componentes das amostras de Cannabis
do Colorado entre as faixas de 90 a 200 °C e de 200 a 700 °C.

Amostra Perdas entre 90 e 200 °C (%) Perdas entre 200 e 700 °C

(%0)
174 11,09 54,32
175 10,31 60,42
176 10,20 68,12
177 10,93 63,93
182 13,14 55,27
183 12,14 63,75
184 10,28 68,29
185 10,80 55,35
186 12,36 60,13
187 11,58 55,92
188 16,95 66,52
189 14,87 66,52
193 11,41 55,97
194 13,21 63,31
195 13,65 59,30
199 13,03 55,38
200 11,56 53,49
201 12,80 56,58

O teste-t mostrou que héa diferenca estatistica, a 5% de significancia, entre

as amostras secas ao ar e aquelas secas em estufa somente entre 90 e 200,824
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°C. Em relacdo a analise discriminante linear (LDA), como as analises de TGA
resultam em extensas quantidades de dados, foi necessario selecionar faixas de
temperatura a fim de reduzir a dimenséo desses dados. Observou-se a eficacia
dessa abordagem uma vez que a primeira faixa de temperatura, de 90 a 200 °C,
tem uma quantidade de dados muito maior do que o restante das faixas devido
a reducdo na rampa de temperatura, o que reduziu a acurécia da LDA. As
acuracias encontradas pela LDA para as faixas de temperatura de 90-200 °C,
200-300 °C, 300-400 °C, 400-500 °C, 500-600 °C e 600-700 °C foram de 44,44%,
100%, 94,44%, 83,33%, 72,22%, e 100%, respectivamente. Como a faixa de 200
a 300 °C apresentou 100% de acurécia, abre-se a possibilidade de parar a
analise em 300 °C, fazendo com que haja economia de tempo e de gas
nitrogénio, enquanto se atinge uma acuracia desejavel.

Os resultados de acuracia parecem ter relacdo com os desvios-padréo
dos dados em cada faixa de temperatura, ja que quanto maior o desvio-padrao
maior a acuracia da LDA para a analise de TGA, com excecao das faixas 90-200
°C e 400-500 °C, que apresentaram os menores desvios-padréo (3,84 e 3,44,
respectivamente); no entanto, a faixa 90-200 °C apresentou menor acuracia do
que a outra (44,44% e 72,22%, respectivamente).

Os grupos B e C ficam préximos um do outro no grafico gerado pela LDA
(dados ndo mostrados), enquanto os demais grupos ficam bem separados. Isso
era esperado, considerando que esses dois grupos sao 0S mais proximos
geograficamente (aproximadamente 15 km de distancia entre si), além de a
variedade das plantas ser a mesma. Ainda assim, a LDA foi capaz de distinguir
0S grupos com acuracia de até 100%. Em relacéo a atribuicdo das amostras em
grupos (Tabela 21), para a faixa de temperatura entre 90 e 200 °C, somente 0
grupo E teve todas as suas amostras corretamente classificadas, os demais

grupos tiveram uma amostra mal classificada.

Tabela 21. Distribuicdo das amostras de Cannabis do Colorado nos grupos
referentes a sua localizacdo geogréfica feita pela LDA.
TGA Cannabis 90 a 200 °C

A B C D E
A 1 0 0 0 0
B 3 5 0 2 3
C 0 0 1 0 0
D 0 1 1 1 0
E 0 0 0 0 0
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Tabela 21. Continuacdo
TGA Cannabis 200 a 300 °C
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Para as amostras de solo (Figura 16), as perdas de massa estdo
associadas a interacfes entre 0os minerais e a matéria organica presente no solo.
A inflexdo que comecga no inicio da andlise e termina em aproximadamente 250
°C estd associada a desidratacao da agua adsorvida a superficies de esmectitas
(Jananee, Thangam & Rajalakshmi, 2019). A perda de massa entre
aproximadamente 270 e 370 °C pode ter sido causada pela desidroxilacdo de
goethita e pela desidroxilacdo de caulinita entre 500 e 560 °C (Diko, Ekosse &
Ogola, 2016). Adicionalmente, as amostras que perderam grandes quantidades
de massa a partir de aproximadamente 275 °C, como as amostras 191 e 192,
possivelmente também possuem maior teor de matéria organica em comparacao
com as demais, especialmente com o solo 181, devido a degradacdo da

celulose, hemicelulose e lignina ocorrer a partir dessa temperatura.
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Figura 16. Resultado da TGA: amostras de solo do Colorado agrupadas.

As amostras perderam entre 5,42 e 13,78% da sua massa entre 40 e 700
°C (Figura 17). A amostra 181 foi a que perdeu menos componentes (5,42%),
enquanto que a amostra 191 foi a que mais perdeu (13,78%). Observa-se uma
tendéncia de perdas de massa similares entre amostras provenientes da mesma
origem geografica, com excec¢éo da amostra 190, que perdeu consideravelmente
menos massa do que as amostras 191 e 192, sendo todas provenientes do
mesmo local.

As acuracias encontradas na LDA para as faixas de temperatura 40-100
°C, 100-200 °C, 200-300 °C, 300-400 °C, 400-500 °C, 500-600 °C, e 600-700 °C
foram 90,91%, 90,91%, 90,91%, 100%, 81,81%, 100% e 100%,
respectivamente. Algumas amostras do ponto B e do ponto E tendem a ficar
préximas nos graficos gerados pelas LDAs (dados ndo mostrados), o que foi
confirmado pelos resultados mostrados na Tabela 22, em que uma amostra do
grupo E foi classificada como pertencente ao grupo B, e uma amostra do grupo
B foi classificada como parte do grupo E. Isso possivelmente se deu por conta

de semelhantes teores de determinados minerais e/ou matéria organica.
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Figura 17. Percentagem de perdas de componentes das amostras de solo do
Colorado entre 40 e 700 °C.

Tabela 22. Distribuicdo das amostras de solo do Colorado nos grupos referentes
a sua localizacdo geogréfica feita pela LDA.
TGA solo 400 a 500 °C

A B D E
A 2 0 0 0
B 0 2 0 1
D 0 0 3 0
E 0 1 0 2

TGA solo 300 a 400 °C
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6. CONCLUSOES

A percentagem de THC nas amostras foi determinante para a sua
classificacdo entre tipo droga ou tipo fibra, ndo sendo possivel calcular a razao
fendtipa, que considera o teor de CBD, ja que esse canabinoide nao foi detectado
ou nao se encontrava em quantidades quantificaveis em muitas amostras, o que
nao exclui a possibilidade dessas amostras terem acéo psicotomimética.

Observou-se acuracias maiores para as amostras de Cannabis e de solo
do Colorado, Estados Unidos. A espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier por reflexdo total atenuada (ATR) e a andlise
termogravimétrica (TGA) alcancaram acuracias de até 100%, especialmente ao
se considerar a pouca disponibilidade de amostras por grupos e poucos grupos.

A andlise discriminante linear (LDA) se mostrou uma ferramenta
estatistica adequada na classificacdo das amostras do Brasil e dos Estados
Unidos, tendo em vista as grandes diferencgas existentes nos conjuntos de dados
das amostras provenientes desses paises.

Considerando-se o0s resultados obtidos, assim como o tempo de
preparacao de amostra e de tempo de analise, insumos necessarios para realizar
as analises e rejeitos gerados (quando aplicavel), a ATR é a técnica mais
recomendavel para o rastreamento de Cannabis, jA que apresentou acuracias
acima de 90% (de forma geral), requer pouca preparacao de amostra, ndo é uma
técnica destrutiva, ndo exige insumos, ndo gera residuos, e o custo por andlise
€ muito baixo. A mesma andlise é recomendada para o rastreamento de solo,
podendo ser empregado na area forense.

Dentro das condicfes experimentais e os procedimentos e analises
realizados, as técnicas avaliadas sdo capazes de rastrear a origem geografica
de amostras de Cannabis e do solo em que essas amostras foram cultivadas no

Brasil e nos Estados Unidos da América.
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Tabela 23. Codigos das amostras, tipo de amostra e coordenadas geogréficas
dos pontos de coletas das amostras provenientes do Brasil. C= codigo
do grupo de amostras de mesma origem geogréfica; CA=codigo da
amostra; PA=parte aérea; SR=solo rizosférico, SNR=solo nao-

rizosférico.
Coordenadas geograficas do ponto de
C CA PA SR SNR
Sul (S) Oeste (W)
Primeira coleta (2014)
1 X
1 2 X 8°46'59.50" 39°42'26.60"
4 X
6 X
7 X o B9 10" 05911 ("
2 8 X 10°5'2.10 42°22'1.00
9 X
10 X
3 11 X 9°21'11.14" 40°19'27.12"
12 X
13 X
14 X ooy " e
4 15 X 8°20'32.40 40°40'2.40
16 X
17 X
18 X
19 X
5 20 X 8°35'20.82" 39°29'30.66"
21 X
22 X
23 X
6 24 X 8°33'28.02" 39°25'53.58"
25 X
26 X . " 020" "
7 57 X 8°30'21.00 39°39'12.78
29 X
8 30 X 8°36'7.86" 39°32'5.10"
31 X
32 X opE " oo "
1 35 X 8°46'59.50 39°42'26.60
37 X
38 X o B9 10" 05511 A"
2 39 X 10° 5'2.10 42°22'1.00
40 X
41 X
3 42 X 9°21'11.14" 40°19'27.12"
43 X
44 X
45 X oo " oAn "
4 46 X 8°20'32.40 40°40'2.40
X
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100

48
49
50
51
52
53

8°35'20.82"

39°29'30.66"

54
55
56

8°33'28.02"

39°25'53.58"

57
58
59

8°30'21.00"

39°39'12.78"

60
61
62

XX XX X X|X X X|X X X X X X

8°36'7.86"

39°32'5.10"

94
95
96

8°46'59.50"

39°42'26.60"

98

na

na

99
100
101

10° 5'2.10"

42°22'1.00"

104
105

9°21'11.14"

40°19'27.12"

106
107

8°20'32.40"

40°40'2.40"

110
111
112
113
114
115

8°35'20.82"

39°29'30.66"

116
117
118

8°33'28.02"

39°25'53.58"

119
121

8°30'21.00"

39°39'12.78"

122
123
124

XX XX XX X XX X X X X XX XX XXX XIXIXXX

8°36'7.86"

39°32'5.10"

Segunda coleta (2017)

125
127
128

8°11' 23.74080"

38°46'10.92720"

15

129
130
131

X X XX X X

8°18'05.40000"

38°52'19.80120"

132
133
134
135

8°11' 23.74080"

38°46'10.92720"

10

136
137
138

8°38'55.83480"

39°37'47.41680"

11

139
140
141

XX XX X X|X X X X|X X X|X X X

8°35'11.73480"

39°29'01.26240"
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101

13

142
143
144

8°33'16.25760"

39°20'21.91200"

14

145
146
147

8°33'28.54440"

39°17'44.45160"

15

148
149
150

8°18'05.40000"

X X XX X X|X X X

38°52'19.80120"

151
152
153

8°11' 23.74080"

38°46'10.92720"

10

154
155
156

8°38'55.83480"

39°37'47.41680"

11

157
158
159

8°35'11.73480"

39°29'01.26240"

12

160
161
162

8°32'14.60040"

39°25'16.74840"

13

163
164
165

8°33'16.25760"

39°20'21.91200"

14

166
167
168

8°33'28.54440"

39°17'44.45160"

15

169
170
171

XX XX X X|X X X|X X X|X X X[X X XX X X

8°18'05.40000"

38°52'19.80120"

Tabela 24. Codigos das amostras, tipo de amostra e coordenadas geogréficas
dos pontos de coletas das amostras provenientes dos Estados Unidos
da América. C= codigo do grupo de amostras de mesma origem
geografica; CA=cddigo da amostra; PA=parte aérea; SNR=solo nao-
rizosférico.

Coordenadas geogréficas do ponto de coleta
Norte (N) Oeste (W)

C CA PA SNR

172 X

173 X

174

175

176

177
178 X

17 179 X 38°05'53,2" 103°50'57,3"
X
X

16 296 | Street, Penrose, CO

X X X X

180
18 181
182
183
184
185
186
187

38°07'26,3" 104°01'23,7"

17 38°05'53,2" 103°50'57,3"

X X X X X X
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18 188 X 38°07'26,3" 104°01'23,7"
189 X
190
191
192 02128 (" °02'44 O

19 193 38°31'38,0 106°02'44,9
194
195
196
197
198 .

20 199 320 34 road Palisade CO 81526
200

201

X X X

X X X

X X X

X X X

Tabela 25. Distancia aproximada entre os pontos amostrais do Brasil e dos
Estados Unidos da América. PA=pontos amostrais; DA=distancia

aproximada.
Brasil Estados Unidos da América

PA DA (km) PA DA (km)
1-2 323,7 16 - 17 107,9
1-3 90,2 16 -18 91,8
1-4 115,9 16— 19 90,2
1-5 32,2 16 - 20 302,7
1-6 40,3 17-18 15,3
1-7 32,2 17-19 196,5
1-8 27,4 17 - 20 410,6
1-9 122,4 18-19 182,0
1-10 17,7 18 — 20 396,1
1-11 33,8 19 -20 214,2
1-12 41,9
1-13 48,3
1-14 51,5
1-15 106,3
2-3 239,9
2-4 268,9
2-5 357,5
2-6 363,9
2-7 346,2
2-8 352,7
2-9 4477
2-10 339,8
2-11 357,5
2-12 367,1
2-13 373,6
2-14 376,8
2-15 431,6
3-4 115,9
3-5 122,4
3-6 130,4
3-7 117,6
3-8 119,2
3-9 212,6
3-10 106,3
3-11 124,0
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3-12 132,0
3-13 138,5
3-14 141,7
3-15 194,8
4-5 132,0
4-6 136,9
4-7 112,7
4-8 127,2
4-9 207,7
4-10 117,6
4-11 132,0
4-12 138,5
4-13 146,5
4-14 151,4
4-15 196,5
5-6 6,4
5-7 19,3
5-8 4,8
5-9 90,2
5-10 16,1
5-11 0,8
5-12 8,1
5-13 16,1
5-14 20,9
5-15 74,1
6-7 24,2
6-8 11,3
6-9 82,1
6-10 24,2
6-11 6,4
6-12 2,6
6-13 9,7
6-14 14,5
6-15 67,6
7-8 16,1
7-9 103,1
7-10 14,5
7-11 19,3
7-12 24,2
7-13 33,8
7-14 38,6
7-15 88,6
8-9 95,0
8-10 11,3
8-11 4,8
8-12 12,9
8-13 20,9
8-14 25,8
8-15 78,9
9-10 106,3
9-11 88,6
9-12 80,5
9-13 74,1
9-14 69,2
9-15 16,1
10-11 16,1
10-12 25,8
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10-13 32,2
10-14 37,0
10-15 91,8
11-12 8,1

11-183 16,1
11-14 20,9
11-15 74,1
12 -13 8,1

12 -14 12,9
12 -15 66,0
13-14 4,8

13-15 58,0
14 -15 54,8
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