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RESUMO

A planta Cannabis sativa L., popularmente conhecida como maconha, €&
considerada uma matriz complexa devido aos seus muitos constituintes, entre eles
mais de 100 séo classificados como canabindides, que estéo distribuidos na planta
em diferentes formas isoméricas, o que dificulta a caracterizagdo inequivoca dos
compostos psicoativos. Portanto, o presente estudo descreveu a analise de sete
padrdes de canabindides (cinco neutros: A>-THC, CBD, CBC, CBN e CBG e dois
padrées de canabindides &acidos: A°-THCA A e CBDA), bem como produtos de
Cannabis (haxixe e maconha) e partes da planta (flor e folha) usando quatro
técnicas analiticas diferentes, cromatografia gasosa mono (GC-MS) e bidimensional
(GCxGC-gMS), cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massa (UPLC-ESI(x)TOF-MS) e espectrometria de mobilidade
idbnica (UPLC-ESI(£)TWIM MS). Os resultados obtidos por GC-MS demonstraram
tempos de retencdo extremamente proximos (At=1,303 min) nos cinco canabinodides
analisados a partir da utilizacdo de uma fase estacionaria apolar, DB5. No entanto, a
cromatografia bidimensional resultou em uma melhor distincdo na identificacdo de
canabindides isbmeros constitucionais, onde quatro, de onze canabindides, foram
detectados nas trés amostra; haxixe, flor e folha de Cannabis. As analises, por
UPLC-TOF, ESI(+), das amostras de maconha e haxixe, possibilitaram a
identificacdo de oito isbmeros no modo XIC m/z 315,2354. Nas analises por UPLC-
ESI(-)TWIM MS, uma grande quantidade de compostos foi principalmente detectada
para as amostras de haxixe e flor. Quanto aos canabindides de m/z 357, dez picos
puderam ser detectados, distribuidos igualmente, nos cromatogramas da flor e do
haxixe. E, apesar da cromatografia gasosa ser uma das técnicas mais utilizadas no
estudo dos canabindides em Cannabis e seus produtos, a mesma nao permite a
identificacdo dos canabindides acidos, que estdo amplamente disponiveis na planta,
sem etapas preparativas laboriosas anteriores. Diferentemente, a cromatografia
liquida, combinada a espectrometria de massas de mobilidade ibnica, possibilitou a
identificacdo de ambos tipos de canabindides (&cidos e neutros), além de
proporcionar uma maior deteccdo de compostos isoméricos constitucionais
comparada a técnica cromatografica gasosa classica.

Palavras-chave: Canabindides. Isbmeros. A°-THC. Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Cannabis sativa L. plant, popularly known as marijuana, is considered a
complex matrix due to its many constituents, among them more than 100 are
classified as cannabinoids. These compounds are distributed in the plant in different
isomeric forms, which hinders the unambiguous characterization of the psychoactive
compounds. Therefore, the present study reported the analysis of seven cannabinoid
standards (five neutral: A%>-THC, CBD, CBC, CBN and CBG, and two cannabinoid
acid standards: A>-THCA A and CBDA), as well as Cannabis products (hashish and
marijuana) and parts of the Cannabis plant (flower and leaf) using four different
analytical techniques, mono and two-dimensional gas chromatography (GC-MS and
GCxGC-gMS), Ultra performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (UPLC-ESI(x)TOF-MS) and ion mobility spectrometry (UPLC-ESI()-
TWIM MS). The results obtained by GC-MS demonstrated extremely close retention
times (At=1.303 min) in the five cannabinoids analyzed from the use of a non-polar
stationary phase, DB5. However, GCxGC-gMS resulted in a better distinction in the
identification of cannabinoids constitutional isomers, where four of eleven
cannabinoids were detected in the three samples; hashish, flower and Cannabis leaf.
The analysis, by UPLC-ESI(x)TOF-MS, of marijuana and hashish samples, allowed
the identification of eight isomers in the XIC mode at m/z 315.2354. In the analyzes
by UPLC-ESI(-)TWIM MS, a large number of compounds was mainly detected for
hashish and flower samples. As for cannabinoids of m/z 357, ten peaks could be
detected, equally distributed, in flower and hashish chromatograms. Although GC is
one of the most used techniques in the study of cannabinoids in Cannabis and its
products, it does not allow the identification of acid cannabinoids, which are widely
available in the plant, without previous laborious preparatory stages. Differently, liquid
chromatography combined with ion mobility mass spectrometry, allowed the
identification of both types of cannabinoids (acids and neutrals), in addition to
providing a greater detection of constitutional isomers compounds compared to
classical GC technique.

Keyword: Cannabinoids. Isomers. A°-THC. Mass Spectrometry.
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1. INTRODUCAO

O ramo da quimica voltado para a producdo de provas materiais para a
justica, através de analise de diversas matrizes, tais como drogas, venenos,
residuos de incéndio ou disparo de armas de fogo, entre outros, € chamado de
quimica forense.!

Esta ciéncia baseia-se nos principios da quimica e seus conceitos para
analisar as evidéncias fisicas e investigar as propriedades fisico-quimicas de uma
substancia, além de auxiliar na caracterizacdo e individualizacdo da mesma,
aplicando os principios cientificos, técnicas e métodos para a investigacéo do delito.?

A evolucédo da quimica forense tem sido proporcional ao desenvolvimento de
instrumentos sofisticados, cada vez mais precisos, sensiveis e de simples
metodologia,® a fim de garantir um alto nivel de confiabilidade, além de procurar
esclarecer, com o maximo de detalhes, casos judiciais.*

Além disso, para o quimico forense oferecer uma resposta rapida e confiavel,
€ necessario que tenha acesso a técnicas analiticas simples, robustas e
minimamente destrutivas.*

Em particular, no estudo com drogas de abuso, que tem se tornado area de
grande interesse dos cientistas, a identificacdo de substancias especificas, que as
caracterizam como droga, tem se destacado.®

Entre as drogas de abuso mundialmente conhecidas, a producao de Cannabis
continua a ser um fendmeno global, onde ja foram relatadas apreensdes em até 135
paises no periodo de cinco anos. Em 2015, cerca de 183 milhdes de pessoas, com
idade entre 15-64 anos, fizeram uso da planta Cannabis sativa L. para fins ndo
medicinais.®

A Cannabis é uma planta de cultivo anual propagada a partir de sementes,
que cresce em condi¢cdes adequadas, tais como ambientes ensolarado, abertos,
com solo drenado, nutrido e com acesso a agua. A altura da planta pode atingir até
cinco metros em um intervalo de crescimento de quatro a oito meses.’

A policia Federal no ano de 2013 apreendeu 838.000 (oitocentos e trinta e
oito mil) pés de Cannabis, que representam aproximadamente 250 (duzentos e
cinquenta) toneladas de maconha erradicadas e que deixaram de ser introduzidas

no comércio ilegal.8?
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No geral, a maconha lidera os rankings de apreensdo no Brasil quando
comparada as demais drogas ilicitas apreendidas no territorio nacional, alcancando,

em 2016, um total de 224.829 kg de maconha apreendida, figura 1.1°

Maconha - kg

270919

222.225 224.829
208.463

193.247188 939

168.867 167.653 174.224
151.565 155.072

142.006
131.365
| 11.231

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 1. Nimero de apreensfes de maconha pela Policia Federal do Brasil em fungédo do tempo
(2003-2016).10

Quanto as altas taxas de homicidios registradas no Brasil, em grande parte
devem-se, a trés fatores principais: a facil disponibilidade de armas de fogo, ao
consumo abusivo de alcool e a presenca das drogas ilicitas.™

Como consequéncia, ao uso abusivo de drogas, especialmente a maconha, o
trafico de drogas vem resultando em uma sociedade desestruturada quanto aos
aspectos sociais e econdmicos como a seguranca publica, saude, violéncia e
também a qualidade de vida num modo geral.*?

No entanto, apesar da sua ilegalidade para fins de consumo no pais e seus
efeitos téxicos, a Cannabis pode ainda apresentar efeitos terapéuticos e é
reconhecida como medicamento em algumas condicdes clinicas especificas.'>14

A grande extensao nacional, mais de 15.000 km de fronteiras continentais,
permite que o Brasil tenha varias “portas de entrada” desta droga ilicita. Somado a
isso, ha ainda uma grande producao interna de Cannabis, que vem tornando o
trafico de drogas no pais uma tarefa ardua para a qual a &rea forense busca novas e
eficientes ferramentas que auxiliem tanto na identificacdo de possiveis rotas de

trafico, como possiveis vinculos entre o perfil da droga e as regides nas quais estas



18

foram apreendidas, além da identificacdo da origem da droga a partir do estudo do
seu perfil quimico.t®

Sendo assim, o presente trabalho apresenta um estudo realizado a partir de
produtos da droga mundialmente mais utilizada para fins abusivos, oriunda da planta
Cannabis, haxixe, maconha, e partes da planta, flor e folha, além de sete padrées de
referéncia de canabindides, com objetivo de identificar diferentes compostos
canabindides isoméricos, a partir da comparacdo das andlises de diferentes técnicas
analiticas cromatograficas mono e bidimensional acopladas a espectrébmetro de
massas e a cromatografia liquida de alta performance combinada a espectrometria

de mobilidade i6nica.

1.1 Quimica Forense

A quimica forense € uma das areas de maior alcance dentro da pericia. Com
auxilio da tecnologia e de técnicas analiticas, cada vez mais a quimica tem sido
utilizada para elucidar controvérsias legais. Muitos sdo 0S casos em que Seus
conhecimentos sdo indispensaveis para solucionar crimes, uma vez que Sao
aplicados aos mais diversos tipos de vestigios. Além disso, a quimica também pode
ser utilizada para a solugdo de outras lides que ndo as penais. H& casos, por
exemplo, em que pode ser aplicada para esclarecer fatores técnicos sobre acbes
propostas nos ambitos civil e trabalhista.>1® E além de despertar grande interesse
por parte da sociedade cientifica, tem colaborado para uma nova linha de pesquisa
com carater crescente no Brasil.1®

Grande parte da literatura aponta o século XIX como o grande marco do inicio
do uso das ciéncias forenses e suas aplicacdes praticas, uma vez que anteriormente
havia pouco desenvolvimento nas ciéncias bdasicas tais como quimica, fisica,
biologia e medicina. O campo era restrito a investigacdo de evidéncias residuais e
mortes por envenenamento.>’

A quimica forense é também conceituada como a ciéncia utilizada para
investigar aspectos legais que se correlacionam a conhecimentos quimicos. Em
termos penais, é a area da Criminalistica que se encarrega da analise, classificacdo
e identificacdo dos elementos ou substancias encontradas nos locais de ocorréncia
de um delito ou que podem estar relacionadas a este.®

A quimica foi uma das primeiras especialidades a ser requisitada pela

investigacdo criminal no Brasil, inicialmente com a &rea de identificacdo de agentes
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toxicos, posteriormente ampliando e diversificando-se na Criminalistica, na qual
conquistou e mantém posicédo de destaque.®1°

As andlises com interesse criminal realizadas, frequentemente, pelos setores
de quimica forense sdo: andlise de drogas de abuso, analise de adulteracbes em
numeracdes de veiculos e armas, analise de residuos de disparos de arma de fogo,
investigacdo de fraude em medicamentos, géneros alimenticios, combustiveis e
andlise de vestigios em cenas de crime.®

Especialmente em relacdo a analise de drogas de abuso, o mesmo é
caracterizado por ser o campo com maior demanda de exames em todos 0s estados
brasileiros, dado o elevado consumo de drogas ilicitas, fato intimamente ligado ao
aumento da violéncia e criminalidade.®

As drogas de abuso sdo substancias quimicas naturais ou sintéticas que,
apos administracdo, interferem no funcionamento dos organismos vivos. E 0 uso das
mesmas para fins recreacionais tem sido relatado ao longo da histéria da
humanidade, e sdo denominadas como psicoativas ou psicotrépicas, que atuam no
sistema nervoso central (SNC), onde séao classificadas de acordo com sua acdo:*

a) Depressores do SNC: opiaceos/opidides, etanol e barbituricos;

b) Estimulantes do SNC: cocaina ou crack, anfetaminas, metanfetaminas e
anorexigenos;

c) Perturbadores do SNC: drogas alucinégenas, como LSD, psilocibina, mescalina e
canabindides.

O exame preliminar ou de constatacdo € uma espécie de triagem aplicada
sobre materiais apreendidos com suspeita de serem drogas de abuso. Os testes
preliminares sdo baseados em reagdes colorimétricas, faceis de reproduzir, de custo
acessivel e passiveis de serem transportados e aplicados de forma simples, rapida e
em qualquer local.®

Ja a identificacdo quimica inequivoca de droga (exame definitivo) é uma
tarefa bastante sensivel, visto que as substancias podem assumir diferentes formas
de apresentacgéo e diferentes teores.® Portanto, evolucéo da ciéncia forense tem sido
diretamente proporcional a capacidade de instrumentacdo cada vez mais

sofisticada.?
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1.2 Cannabis sativa L. e seus produtos

A Cannabis sativa L. € considerada uma das plantas mais antigas conhecida
pelo homem.22° Evidéncias arqueoldgicas indicam que a mesma foi cultivada na
Asia Central 12.000 a.C.2! Também existem relatos de sua utilizagdo como remédio,
em cerimdnias religiosas e para fins recreativos por diversos anos, porém somente
em 1753, a Cannabis sativa L. foi classificada botanicamente pelo sueco Carolus
Linnaeus (Carl Von Linné).2%:22

Classificacdo botanica de acordo com United States Departament of
Agriculture (2016):23

Nome da espécie: Cannabis sativa L.
TAXONOMIA:
Reino: Plantae (planta)
Subreino: Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisdo: Spermatophyta (planta com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (planta com flores)
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledénea)
Subclasse: Hamamelididae
Ordem: Urticales
Familia: Cannabaceae
Género: Cannabis L.
Espécie: Cannabis sativa L.
Subespécies: sativa, indica, ruderalis.?

Trata-se de uma planta anual e pertencente a familia Cannabacea e género
Cannabis L. Outras espécies previamente relatadas para o género, como Cannabis
indica Lam. e Cannabis ruderalis Janisch, sdo atualmente reconhecidas como
variedades de Cannabis sativa L.?4?7

7

A Cannabis é uma planta didica, portanto possui espécies femininas e
masculinas e é cultivada em praticamente todos os paises.'®?’” A mesma possui
muitos nomes e sinbnimos, entre eles destacam-se: canhamo, marijuana,
marihuana, hemp, pot, gandia, grass, chanvre e maconha, como € popularmente
conhecida no Brasil.?82°

A palavra portuguesa maconha é originaria a partir do anagrama da palavra

canhamo, figura 2, isto é, tem as mesmas letras, em outra ordem.?®
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MACONHA

CANHAMDO

Figura 2. Anagrama da palavra cAnhamo.?8

A Cannabis foi a primeira planta cultivada sem o propésito de servir de
alimento, e sim de produzir, no inicio, fibra para fiacdo de tecido e, mais tarde, a
fabricacdo de papel.?° Posteriormente outros de seus produtos, como as sementes,
foram utilizadas na alimentacdo humana e animal, e a sua resina como composi¢ao
para fabricacdo de compostos aromaticos.”3°

Os produtos de Cannabis aparecem em mercados ilicitos em inumeras
formas, resultados de outra finalidade no cultivo, que é para fins recreativos, pois a
partir desta, obtém-se materiais do tipo “buchas” de maconha, haxixe e o 6leo de
haxixe, componentes que contém maior concentracdo da classe canabinéide, aos
quais sdo atribuidas as propriedades psicotrépicas responsaveis pela classificacéo
desses derivados como entorpecentes.?’

As “buchas” de maconha ou apenas maconha sdo nomes usados para
denominar as folhas secas juntamente com outras partes da Cannabis, como flores,
caules, raizes e até mesmo sementes, utilizada na forma ilicita, fumada.3%:32

O haxixe é uma pasta semissélida de coloragdo marrom, normalmente
consumida via cachimbo ou na forma de aditivo dos cigarros convencionais de
maconha. J& o seu 6leo € um composto viscoso, escuro, com odor caracteristico,
também extraido da planta, principalmente das inflorescéncias.

As espécies femininas sdo mais ricas em compostos psicoativos comparadas
as espécies masculinas de Cannabis, porem, geralmente as masculinas sdo mais
altas e menos robustas, atingindo a média de 1-3 metros de altura. A extensdo da
ramificacdo, altura da planta, bem como a disposicdo dos seus constituintes
dependem de diversos fatores, dentre eles: condicbes ambientais, origem
geografica, método de secagem, tipo de producdo - “indoor” ou “outdoor’-, estagio
de maturidade da planta, etc.”-33

Técnicas de plantio classicas e inovadoras tém sido utilizadas para melhorar e
diversificar as formas das drogas recreativas de Cannabis, resultando assim em

muitas cultivares ricas em canabindides adequadas para o uso recreativo.’



22

A Cannabis é ainda considerada uma matriz complexa devido aos diversos
compostos presentes em sua composicdo, que estdo distribuidos entre varias
classes quimicas, tais como terpenos, acUcares, hidrocarbonetos, esterdides,
flavonodides, aminoacidos, entre outros.3° Além disso, tem sido objeto de
discussdes crescente dos pontos de vista cientifico e politico devido as propriedades
medicinais que alguns de seus compostos apresentam.33:34

Mais de 700 constituintes naturais foram identificados na planta3® destacando-
se a classe dos canabindides, que contempla os principais compostos responsaveis
pelas atividades bioldégicas da mesma, e sdo, em sua maioria, compostos
terpenofendlicos, triciclicos e possuem uma fragdo benzopirano em suas

estruturas.8:36-38

1.3 Canabindides

Atualmente j& foram identificados mais de 100 compostos classificados como
canabindides na planta Cannabis sativa L.,36:3%40 tabela 1,%° que estdo concentrados
nas secrecdes resinosas produzidas por tricomas glandulares distribuidos,

principalmente, nas superficies aéreas da planta e nas inflorescéncias femininas.3¢

Tabela 1. Canabinodides identificados na planta Cannabis.*?

Composto Nome Abreviacéo/sigla
1 (-)-A°-trans-tetraidrocanabinol A°-THC-Cs

2 (-)-A%-trans- acido tetraidrocanabinol A AS-THCA-Cs A
3 (-)-A%-trans- acido tetraidrocanabinol B AS-THCA-CsB
4 (-)-A%-trans- tetraidrocanabinol A — Cs A%-THC-C4

5 (-)-A°-trans- acido tetraidrocanabinol A — Ca A°-THCA-C4

6 (-)-A%-trans-tetraidrocanabivarin AS-THCV-C3

7 (-)-A%-trans-acido tetraidrocanabivarin AS-THCVA-C3
8 (-)-A®-trans-tetraidrocanabiorcol A®-THCO-C1
9 (-)-A%-trans-acido tetraidrocanabiorcol A%-THCOA-C1 A
10 B-fenchil-A%-trans-tetraidrocanabinolato -

11 a-fenchil-A®-trans-tetraidrocanabinolato -

12 epi-bornyl-A°-trans-tetraidrocanabinolato -

13 bornyl-A°-trans-tetraidrocanabinolato -

14 a-terpenil-A°-trans-tetraidrocanabinolato -

15 4-terpenil-A°-trans-tetraidrocanabinolato -

16 a-cadinil-A%-trans- tetraidrocanabinolato -

17 Y-eudesmil-A°-trans- tetraidrocanabinolato -

18 Canabisol -

19 8a-hidroxi-A®-trans-tetraidrocanabinolato -

20 8B-hidroxi-A°-trans-tetraidrocanabinolato -

21 11-acetoxi-A®-trans-acido tetraidrocanabinolico A -

22 AS-THC aldeido -
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

8-ox0-A%-trans-tetraidrocanabinol
A8-tetraidrocanabinol

A8-acido tetraidrocanabindlico A
10a-hidroxi-A8-tetraidrocanabinol
10B-hidroxi-A8-tetraidrocanabinol

10aa-hidroxi-10-oxo-A8-tetraidrocanabinol

Canabigerol

Acido canabigerolico
Canabigerol monometil-eter
Acido canabigerdlico monometil-eter
Acido Canabigerovarinico A
Canabigerovarin

Acido canabinerdlico A
Camagerol

Y -eudesmil-canabigerolato
a-cadinil-canabigerolato
Sesquicanabigerol
5-acetil-4-hiroxi-canabigerol
(x)-6,7-trans-acido epoxicanabigerélico
()-6,7-cis-acido epoxicanabigerélico
(¥)-6,7-trans-epoxicanabigerol
(+)-6,7-cis-epoxicanabigerol
(x)-canabicromeno

()-4cido canabicromenico
(x)-canabivaricromeno
(x)-canabivaricromeno

(+)-acido canabivaricromeno
2-metil-2-(4-metil-2-pentil)-7-propil-2H-1-
benzopirano-5-ol
(x)-4-acetoxicanabicromeno
(+)-3-hidroxi-A*-canabicromeno
(-)-7-hidroxicanabicromeno
Cannabidiol

Acido canabidiolico

Canabidiol monometil-eter
Canabidiol-C4

Cannabidivarin

Acido canabidivarinico
Canabidiorcol

Cannabinodiol

Canabinovarin

Acido canabielsoico A
Canabielsoin

Acido canabielsoico B

Acido canabielsoin B — Cs
Canabielsoin — C3

Canabiciclol

Acido canabicicldlico
Canabiciclovarin

Canabinol
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A8-THC-Cs
A8-THCA-Cs A
[(E)-CBG-Cs]
[(E)-CBGA-Cs]
[(E)-CBG-Cs]
[(E)-CBGAM-Cs]
[(E)-CBGVA-Cs]
[(E)-CBGV-C3]
[(2)-CBGVA-Ce]

CBC-Cs
CBCA-Cs
CBCV-Cs
CBCVA-Cs3
CBCV-Cs

CBD-Cs
CBDA-Cs
CBDM-Cs
CBD-C4
CBDV-Cs3
CBDVA-Cs3
CBD-C1
CBND-Cs
CBND-C3
CBEA-CsA
CBE-Cs
CBEA-CsB
CBEA-C3B
CBE-Cs3
CBL-Cs
CBLA-Cs
CBLV-Cs
CBN-Cs
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

86
87

88

89

90

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

104

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

Acido canabindlico

Canabinol metil-éter

Canabinol — Cas

Canabivarin

Canabinol — C2

Canabiorcol — C1

4-terpenil canabinolato

8-hidroxi acido canabindlico A
8-hidroxicanabinol
1°S-hidroxi-canabinol
(-)-trans-canabitriol
(+)-trans-canabitriol
()-cis-canabitriol
(-)-trans-10-etoxi-9-hidroxi-A6a(102)-
tetraidrocanabinol
(x)-trans-canabitriol — C3
Canabitriol-C3-homologo (estereoquimica
desconhecida)
(-)-trans-10-etoxi-9-hidroxi-Aba(10a)-
tetraidrocanabivarin — Cs
8,9-diidroxi-A%a10a)_tetraidrocanabinol

Acido canabidiélico tetraidrocanabitriol ester

Deidrocanabifurano

Canabifurano
10-oxo0-A6a(10a)-tetrahydrocanabinol
8-hidroxi-isohexahidrocanabivarin
Canabicromanone — Cs

Canabicromanone — Cs

Canabicitran
(-)-A%-cis-(6aS,10aR)-tetraidrocanabinol
Cannabicoumaronone — Cs

Canabiripsol

Canabitetrol

(#)-A7 -cis- isotetraidrocanabivarin — Cs
(-)-A"trans-(1R,3R,6R)-isotetraidrocanabivarin —
Cs
(-)-A"trans-(1R,3R,6R)-sotetraidrocanabivarin —
Cs

Canabicromanone B

Canabicromanone C

Canabicromanone D

(-)-(7R)-acido canabicoumarononique
4-actoxi-2-geranil-5-hidroxi-3-n-pentilfenol
2-geranil-5-hidroxi-3-n-pentil-1,4-benzoquinona
2-geranil-5-hidroxi-3-n-pentil-1,4-benzoquinona
Cannabimovone

Cannabioxepano
10a-hidroxi-A®1'-hexaidrocanabinol
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CBNA-Cs
CBNM-Cs
CBN-C4
CBN-Cs3
CBN-C>
CBN-C:

(-)-trans-CBT-Cs
(+)-trans-CBT-Cs
(x)-cis-CBT-Cs
(-)-trans-CBT-
Oet-Cs
(x)-trans-CBT-Cs3
CBT-Cs-
homologo
(-)-trans-CBT-
Oet-C3
8,9-di-OH-CBT-
Cs
CBDA-Cs-9-OH-
CBT-Cs-éster
DCBF-Cs
CBF-Cs

OTHC
OH-iso-HHCV-Cs
CBCN-Cs
CBCN-Cs

cis-A°-THC
CBCON-Cs

CBR

CBTT
Cis-iso-A’-THCV
trans-iso-A’-
THCVC-C3
trans-iso-A’-THC
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115 9B, 10B-epoxihexaidrocanabinol -
116 9a-hidroxihexaidrocanabinol -
117 7-0x0-9a-hidroxiidrocanabinol -
118 10a-hidroxihexaidrocanabinol -
119 10aa-hidroxihexaidrocanabinol -
120 9a-hidroxi-10-oxo-A%102.THC -

Estes canabindides sao distribuidos em onze grupos, figura 3, (1) canabigerol
(CBG), (2) canabicromeno (CBC), (3) canabidiol (CBD), (4) A®-tetraidrocanabinol (A°-
THC), (5) A®-tetraidrocanabinol (A8-THC), (6) canabiciclol (CBL), (7) canabielsoin
(CBE), (8) canabinol (CBN), (9) canabinodiol (CBND), (10) canabitriol (CBT), e (11)
tipos diferentes de canabindides, dos quais, dez desses onze grupos Sao
representados por um canabindide principal:?’

Grupo 1: CBG, foi o primeiro canabindide identificado, e seu precursor o &cido
canabigerdlico (CBGA) é o primeiro canabindide biogénico formado na planta.’
Grupo 2: CBC, descoberto em 1966 e por consequéncia outros compostos do tipo
CBC foram sequencialmente identificados. Além disso, a partir do estudo da
oxidociclizacdo do CBGA (Grupo 1) gera-se o acido canabicroménico (CBCA), forma
acida do canabindide CBC.?7:4!

Grupo 3: CBD, isolado em 1940, mas sua estrutura correta foi elucidada apenas
em 1963.7

Grupo 4: A°-THC, isolado pela primeira vez em 1942, mas a correta atribuicdo da
estrutura, por Gaoni e Mechoulam, ocorreu em 1964.7

Grupo 5: A®THC, representa uma das classes com menor quantidade de
canabindides atribuidos. O A8-THC é mais termoestavel que A°-THC, seu principal
isdmero, sendo assim, 0 mesmo se acumula durante o aquecimento de A°-THC.27:43
Grupo 6: CBL, chegou a ser considerado estruturalmente semelhante ao A°-THC,
porém em 1967 foi renomeado para canabiciclol. A conversédo do canabindide CBC
a CBL provocou nova revisdo estrutural.”27:43

Grupo 7: CBE, relatado na literatura pela primera vez em 1973 e o mesmo pode ser
formado, também, a partir do 4cido CBDA e CBD neutro.?’

Grupo 8: CBN, elucidado estruturalmente em 1940 e é considerado produto de
degradagédo do A°-THC.?

Grupo 9: CBND e os demais canabindides dessa classe sao derivados do CBD. O
primeiro composto dessa classe foi identificado em 1972.%7

Grupo 10: CBT, isolado pela primeira vez em 1966,* e sua estrutura determinada
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em 1976.%7

Grupo 11: Nesse grupo, denominado “tipos diferentes”, ndo ha uma estrutura ou
canabindide determinado como padrdo. Mas estdo presentes canabindides que nao
se enquadram nos demais grupos, além de compostos canabindides que

apresentam a fungéo organica cetona.’

J\\ o~ /?\'.—' S
QBo! 4 o (1 (e
) HO" e PV N e
N (AS-THC)
— ~_~_ (CBC HO_ /
/{ \[‘\\ (,\_ ) | ~-"on (CBT)
e o OH N
(] D DN
Y DN e
A~~~ (CBL) IO
( T "\-,-..//\L.\ T (AQ'THC)

N O OH
J\ o

1" (cep) L\,—T\TL&I (CBE) O
A

i . AL e HO
P e e T e i

Wt . (CBND)

Figura 3. Dez canabinoides principais que representam os dez dos onze grupos da classe
canabindides.

Destacam-se como canabindides mais abundantes em Cannabis:*>46
(a) CBD - farmaco anticonvulsivo testado em tratamentos de pacientes epiléticos,*’
além de ser ansiolitico, anti-inflamatério, antipsicético, antiespasmédico e
analgésico;®® (b) CBG - possui atividades antiproliferativas e antiglaucoma,’-32:33
antibiético, anti-inflamatério, antifingico e analgésico;®® (c) CBN - sedativo,
anticonvulsivo e anti-inflamatério;®33 (d) CBC - anti-inflamatério, antifingico e
analgésico® e (e) A%-THC - principal composto psicoativo da planta.84148-50

Como caracteristica estrutural, grande parte dos canabindides possuem 21 ou
22 atomos de carbono, com possiveis variagbes no comprimento de suas cadeias
laterais (Ci-Cs) unidas ao anel aromatico. Nos homoélogos mais comuns, a cadeia
lateral de n- pentila é substituida por um n- propila, sendo esses analogos nomeados
usando o sufixo "varin", como por exemplo: tetraidrocanabivarin (THCV),
canabidivarin (CBDV) e canabinovarin (CBNV).%!

Ha também diversos isbmeros encontrados em Cannabis, a exemplificar, os
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canabindides na figura 4a: CBND, CBN e canabifuran (CBF) com formula molecular
C21H2602, double bound equivalente (DBE) 9 e average molecular weight
(Mw) 310 Da; figura 4b: CBD, CBC, CBL, A°trans-THC, A°-cis-THC e A8-THC
férmula molecular C21H3002, DBE 7, Mw 314 Da; e figura 4c: acido canabididlico
(CBDA), acido canabicroménico (CBCA), acido canabicicldlico (CBLA), acido A®-
tetraidrocanabindlico A e B (A°-THCA A ou B) e acido A®- tetraidrocanabindlico (A8-

THCA) férmula molecular C22H3004, DBE 8, Mw 358 Da.5!
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Figura 4. Canabindides isdbmeros e suas formulas moleculares, DBE e massa exata: (a) C21H260z2;
(b) C21H3002; (¢) C22H3004.

No material vegetal fresco de Cannabis, a maioria dos canabindides que sao
produzidos pelo metabolismo da planta estdo na forma de acidos carboxilicos, tais
como: A%>-THCA A, CBDA e CBGA, que podem ser convertidos em seus analogos
por descarboxilagdo, via perda do grupo -COOH produzindo “canabindides neutros”
tais como: A°-THC, CBD e CBG.434546

As propriedades medicinais dos componentes da planta Cannabis foram
debatidas dos pontos de vista cientifico e politico, e 0 assunto ganhou muito
interesse ao longo dos anos, especialmente apés a descoberta, em 1964, do A°-
THC, nomenclatura IUPAC: 6,6,9-trimetil-3-pentil-6h-dibenzol[b,d]piran-1-ol, figura 3,
sua férmula molecular é C21H3002, massa molar = 314 Da.*°?

O teor do A®-THC nos produtos de Cannabis pode variar por causa da
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proporcédo de diferentes partes da planta utilizadas na preparacdo dos mesmos.3?
Porém, esse teor (de A°-THC) pode ser classificado nas partes da planta de forma
decrescente a partir da parte mais alta; flores, figura 5a (10 - 12%), folhas, figura
5b, (1 - 2 %) e em propor¢cdes muito menores nas partes mais baixas; caule, figura
5¢ (0,1 - 0,3%) e raiz, figura 5d (< 0,03%).53

Nas sementes, figura 5e, a presenca do A°>-THC ainda é um tema discutivel
entre autores.”?%32 Elsohly e colaboradores (2007) sugerem que a semente da
Cannabis ndo esta isenta do principal composto ativo, responsavel pelos efeitos
psicotropicos da planta, mas que de acordo com a variedade da planta, sua
concentracdo de A°-THC na semente pode ser inferior a 0,5ug/g.” No entanto, a
UNODC (2009) diz que ndo ha A°-THC nas sementes, e é sustentada a ideia que
quando detectado possivelmente seja por contato das mesmas com as bracteas

e/ou flores da planta, que possuem alto teor desse canabindide.*?

a) Flor b) Folha c) Caule d) Raiz e) Semente

Figura 5. Partes da planta Cannabis; a) flor; b) folha; c) caule; d) raiz e €) semente

De forma geral, os canabindides s&do rapidamente absorvidos por via
inalatéria quando fumados, proporcionando absorcdo de aproximadamente 20% do
teor de A®-THC disponivel.>* A concentracdo maxima no cérebro é atingida em
aproximadamente 15 minutos. Os efeitos psicoativos podem durar de 2 a 4 horas. A
absorcdo de AS-THC no corpo é variavel de acordo com cada metabolismo. Apds
serem inalados, os canabindides sdo distribuidos no organismo atingindo,
respectivamente; cérebro, pulmdes, figado, rins e ovarios.>®

Quanto a biossintese de compostos canabinodides, a mesma €é exclusiva da
planta Cannabis, e cultivares com perfis quimicos especificos estdo sendo
desenvolvidos para diversos usos industriais, farmacéuticos e ilicitos.’

Portanto, o estudo da composicdo quimica da Cannabis e seus produtos é

considerado relevante, principalmente nas analises forenses que se baseiam na
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identificacdo dos perfis quimicos, inclusive para rastrear possiveis rotas de
trafico.3040.54-56 porém, devido aos diversos fatores, além das caracteristicas
genéticas, que podem influenciar na composi¢cdo quimica dos canabindides na

planta, a caracterizacdo inequivoca dos compostos psicoativos é dificultada.>’

1.4 Legislacao Brasileira

A maconha ja foi considerada em diversos paises, inclusive no Brasil, um
medicamento utilizado para véarias enfermidades até o inicio do século XX. Na
mesma época, era também utilizada com fins abusivos por individuos interessados
em sentir diferentes sensacfes. A proibicdo veio como consequéncia dessa
utilizacdo abusiva, ndo sé no Brasil, mas em quase todo mundo.%8

O Decreto-Lei n° 891 de 1938, foi considerada a primeira proibicdo da
maconha no pais. Atualmente a planta Cannabis sativa L. é classificada como droga
ilicita, proscrita pela Lei n° 11.343 de 23 de agosto de 2006. Essa lei vigora no Brasil
desde 08 de outubro de 2006,%°345° onde o trafico de drogas pode ser punido com 5
a 15 anos de prisdo, e aos usuarios, penas alternativas podem ser administradas,
como a prestacdo de servicos comunitarios.3#60

No entanto, no ano de 2014, a Comissao de Constituicdo e Justica (CCJ) do
Senado, aprovou o Projeto de Lei Complementar - PLC 37/2013, que muda a Lei
Antidrogas, permitindo a importacdo de derivados da maconha para uso medicinal,
diante das suas comprovadas acgoes, tais como; anticonvulsivo e relaxante muscular
em pacientes com quadros de epilepsia ou esclerose multipla, diminuicdo da
pressdo intraocular no glaucoma, entre outros.®!

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), retirou o canabindide
CBD da lista de substancias proibidas no Brasil, passando a ser considerada
substancia controlada e enquadrada na lista C1 da portaria 344/98, que regula os
controles e proibicGes de substancias no pais.5162

A RDC n° 17, de 6 de maio de 2015, definiu critérios e procedimentos para a
importacédo, por pessoa fisica, de produtos a base de CBD em associacdo com
outros canabindides, para uso proprio, excepcionalmente mediante prescricdo de
profissional legalmente habilitado, para tratamento de salde.5?

Ainda no ano de 2015, o Brasil teve a quarta maior populacao encarcerada do
mundo, 0 que aponta para a necessidade de alternativas no combate a violéncia e

ao crime, particularmente quando relacionadas ao consumo de drogas ilicitas.®3
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Em 2016, a ultima atualizacdo da portaria n° 344, em 18 de marco de 2016,
corresponde a RDC n° 66 que, atualizou as substancias proscritas, além de fazer um
adendo em cumprimento a deciséo judicial proposta pelo Ministério Publico Federal,
que permite, exclusivamente para uso e tratamento de salde, a prescricdo médica e
também a importacao, por pessoa fisica, de produtos farmacéuticos que contenham

as substancias CBD e A°-THC em sua formulacéo.%*

1.5 Técnicas para identificacdo de canabinoides

Apesar da proibicdo do uso em diversos paises, segundo o Relatério Mundial
de Drogas (WDR, World Drug Report) de 2017 da Organizagao das Nagdes Unidas
sobre Drogas e Crimes (UNODC, United Nations Office on Drugs and Crime), a
maconha continua sendo a droga mundialmente mais utilizada.®

E ainda que existam avang¢os notérios na area medicinal, a maconha continua
sendo amplamente consumida para fins abusivos.*3:47:65-67

Além disso, métodos de producdo da Cannabis tem sido aperfeicoados com o
passar dos anos, resultando em metodologias cada vez mais sofisticadas e gerando
uma maior variedade de produtos, com variadas concentracées do A°-THC,
disponiveis nos mercados ilicitos.3?

Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento e aperfeicoamento de
técnicas para fins de identificacdo, quantificacdo e rastreio das substancias ditas

proscritas por lei.
1.5.1 Teste colorimétrico

No Brasil, um dos testes realizados pela policia forense, especificamente para
amostras de maconha, € o Fast Blue BB ou B Salt. A sua reacdo colorimétrica é
atribuida a natureza fendlica das estruturas quimicas dos canabindides, e por esse
motivo lhe faltaria especificidade, visto que demais compostos presentes nos
vegetais podem apresentar tal caracteristica.®®

A reacdo colorimétrica ocorre em meio alcalino, onde o sal B ou BB reage
com os canabindides extraidos da planta Cannabis, formando uma nova molécula
gue resulta em uma cor avermelhada, que € a combinacéo de cores especificas dos
trés canabindides que reagem com o sal revelador, sdo elas; o A%-THC que
apresenta coloracdo vermelha, o CBN coloragéo purpura e o CBD laranja.*°®

Esse teste porém, necessita de comprovacdes a partir de técnicas analiticas
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instrumentais mais especificas, como por exemplo a técnica de espectrometria de
massas, do inglés: Mass Spectrometry — MS, para validacdo do seu resultado,* isso
porque apenas o teste colorimétrico ndo produz resultado conclusivo sobre a

presenca da droga na amostra ensaiada.!

1.5.2 Espectrometria de Massas

A MS é uma técnica multidisciplinar que consiste na ionizacdo das moléculas
de interesse, e separacdo dos ions com base em suas diferentes razdes
massa/carga, m/z, que possibilita detectar, contar e caracterizar atomos e moléculas
variadas, com diferentes composicdes e tamanhos.5%70

Os espectrometros de massas constituem-se basicamente de (figura 6): um
sistema de introducdo de amostra, uma fonte de ionizacdo, um analisador de
massas, e um detector, que realiza a “contagem” dos ions e que também transforma
o sinal em corrente elétrica, que posteriormente, de acordo com a magnitude do

mesmo, proporciona um espectro de massas correspondente.16

Espectrometro de Massas
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Figura 6. Diagrama esquematico de um espectrdmetro de massas. 16

A MS ja foi uma técnica rara em investigagdes forenses, pois inicialmente era
limitada a analise de moléculas relativamente pequenas, volateis e
preferencialmente puras, com o passar dos anos, tornou-se possivel analisar
diferentes matrizes devido ao desenvolvimento de novas fontes de ionizacéo. "

Especialmente em relacdo ao método de ionizacao por electrospray ionization

(ESI), a solucdo é nebulizada para a formacdo de uma pulverizacdo de goticulas.
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Em seguida, o solvente é entdo evaporado e os ions moleculares em fase gasosa
sdo gerados em pressdo atmosférica e conduzidos ao analisador de massas.’? Essa
fonte de ionizacéo é aplicavél a desde pequenas espécies inorganicas ou organicas
até macromoléculas como polimeros, acidos nucleicos e proteinas.”

Nascimento e colaboradores, em 2016, identificaram 21 espécies de
canabindides, em amostras apreendidas pela policia, a partir do equipamento
espectrometro de massa de ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier, do inglés: Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, FT-
ICR MS, fonte ESI, no modo negativo, que demonstrou melhores resultados
comparado ao modo positivo de ionizacdo. Além disso, demais substancias foram
detectadas nas regifes de m/z 600-800 e 800-1000, que correspondiam a dimeros e
trimeros de canabindides.”™

Em 2017, Borille et al. a partir de 68 amostras de sementes de Cannabis
apreendidas pela policia federal brasileira, que foram germinadas, plantadas e
cultivadas sob condi¢des controladas, estudaram sua composi¢cdo quimica também
por ESI(x)FT-ICR MS, em ambos modos de ionizacdo, considerando distintos
periodos de crescimento da Cannabis. Nesse estudo, o perfil quimico no modo de
ionizacao positivo permitiu a identificacdo de 123 substancias como canabindides ou
metabdlitos e 8 ndo canabindides.*°

No entanto, em ambos trabalhos uma limitacdo na identifcacdo dos
canabindides por infusdo direta, como ESI(), independente do modo de ionizacgéo,
foi a distincdo dos canabindides isbméricos, que possuem mesma massa exata e
férmula molecular. Portanto uma etapa anterior de separacédo, como a cromatografia,
pode ser acoplada para o estudo de matrizes complexas, a exemplificar; a planta

Cannabis e seu produtos; haxixe, maconha e partes da planta.

1.5.3 Cromatografia Gasosa

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo de compostos de
determinada matriz, realizada através da distribuicdo dos mesmos em duas fases;
movel (FM) e estacionaria (FE).”>76

A amostra, por meio de um sistema de injecdo, € introduzida em uma coluna
contendo a fase estacionaria. Tanto a temperatura durante a injecdo da amostra,
como também na coluna, possibilitam a vaporizagdo destas substancias que, de

acordo com suas propriedades e as da fase estacionaria, sdo retidas por tempos
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determinados e chegam a saida da coluna em tempos distintos. O uso de um
detector adequado na saida da coluna torna possivel a identificacdo e quantificacédo
destas substancias.”

O acoplamento da cromatografia gasosa ao espectrometro de massas, do
inglés: Gas Chromatography — Mass Spectrometry, GC-MS, une a habilidade de
separacao, identificacéo e quantificacdo de espécies quimicas da cromatografia com
0 alto poder de resolucédo, seletividade e sensibilidade na detecgdo de massa do
espectrometro,’”’® permitindo assim a identificacdo de quase todos os compostos
presentes em uma amostra. Este sistema consiste basicamente em um
cromatografo (com coluna capilar), uma interface que liga os dois sistemas, uma
camara (fonte) de ionizacdo, um analisador de massas mantido sob vacuo e um
sistema de deteccdo acoplado a um sistema de registro de dados,”’67° como

ilustrado na figura 7.7

Injetor
: Vacuo
Coluna Camara -
de Analisador Detector
lonizagdo de massas
Forno |
¥
Sistema de

dados

Figura 7. Diagrama esquematico do GC-MS. 76

Métodos de GC-MS sado rotineiramente utilizados para identificacdes
qualitativas de compostos desconhecidos e quantificacées precisas dos mesmos,
inclusive dos canabindides.””: "8

Em 2016, Mariotti e colaboradores, apdés a compreensdo de uma recente
forma de tréfico internacional de drogas no Brasil, a partir do envio de sementes de
Cannabis aos centros urbanos por meio de logistica postal, realizaram estudo com
50 sementes de Cannabis de diferentes variedades, apreendidas pela policia federal
brasileira. Essas sementes foram cultivadas em estufas com condic¢des pré-definidas
durante um periodo de 4,5; 5,5; 7,5; 10 e 12 semanas e posteriormente analisadas
por GC-MS associada a analise exploratoria e discriminante. Entre os canabinoides
detectados; CBG, CBN, CBD, CBC e A%THC, os isbmeros CBC e CBD, foram
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identificado com mesmo tempo de retencdo cromatografico, separando-os apenas
do isdmero A°-THC, com tempo de retencéo distinto.®

Essas informagBes corroboram que devido a composicdo complexa do
material vegetal, a analise dos principais canabinoides néo é facilmente alcancada e
ocorre, em alguns casos, a sobreposicéo de picos.3®

A cromatografia a gas bidimensional abrangente, do inglés: Comprehensive
Two Dimensional Gas Chromatography, GCxGC, porém, oferece algumas vantagens
em comparacdo a cromatografia monodimensional classica, como o aumento do
sinal (maior relacédo sinal/ruido) e maior capacidade de separacéo, possibilitando a
deteccdo de compostos que por meio da técnica GC-MS, por dificuldade na
separacdo, ndo sdo identificados.®° Trata-se de uma técnica inovadora, apresentada
por Liu e Phillips no inicio da década de noventa.8!

O sistema bidimensional é caracterizado pela utilizacdo sequencial de duas
colunas cromatograficas, com fases estacionarias distintas, sendo uma convencional
e a outra curta, onde os analitos proveniente da primeira coluna sédo direcionados a
segunda através de um modulador, melhorando a separacdo obtida
inicialmente 828384

Usualmente, a separacdo em GCxGC é ortogonal e utiliza primeiro uma
coluna apolar (D), primeira dimensédo, e, sequencialmente uma coluna polar ou
porlaridade média na segunda dimenséo (?D). Convencionalmente, no processo de
separacdo na D, se da por diferenca nos pontos de ebulicdo dos analitos, enquanto
na 2D, por diferenca de polaridade.?

No entanto, apesar da cromatografia gasosa ser uma das técnicas mais
utilizadas no estudo do perfil quimico de Cannabis e seus produtos, baseia-se no
aguecimento da amostra, ndo permitindo a determinacédo de canabindides acidos
devido a descarboxilacdo que resulta na identificacdo de seus compostos neutros
durante a analise. Além disso, a conversdo térmica dos canabinoides &cidos a
neutros pode ser incompleta.®® Sendo necessario, etapa anterior de preparo, como
derivatizacdo para previnir a descarboxilacdo dos acidos precursores, que Sao

abundantes, em sua maioria, em plantas de Cannabis fresca.®
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1.5.4 Cromatografia Liquida

Outro método cromatografico, no entanto que permite a determinacéo tanto
das formas neutras como dos &cidos precursores dos canabindides, uma vez que
nao ocorre aquecimento durante a etapa de separacao, € a cromatografia liquida, do
inglés: Liquid Chromatography, LC.86-8°

A fase estacionaria € composta por coluna empacotada (recheada) e como
fase movel, utiliza-se solventes liquidos eluidos sob altas pressdes. Esta técnica se
destaca pois consegue separar misturas com grande nimero de variados compostos
distintos e até mesmo similares, com alta eficiéncia.’> 7%

Quando a fase estacionaria € constituida de grupos apolares como por
exemplo; octil (-CsH17), octadecil (-CisHs7), fenil (-CeHs), metil (-CHs), etc., denomina-
se cromatografia em fase reversa, que € mais comumente empregada. E comum
referir-se as colunas mais utilizadas como sendo tipos C8 e C18.%°

No estudo de canabindides e seus metabolitos em fluidos biolégicos como
urina, sangue e saliva, a cromatografia liquida tem sido amplamente utilizada.3886-
89,91

Além disso, especialmente nos ultimos anos, a cromatografia liquida tem sido
combinada a espectrometria de mobilidade ib6nica, do inglés: lon-mobility
spectrometry — IMS, que tambem pode ser acoplada a espectrometria de massas
(IMMS), e utilizada na area de metabolémica, possibilitando o aumento no grau de
separacao e distingao entre picos, resultando em espectros de massas mais limpos

e com resolucdo suficiente para resolver isébaros e isdbmeros estruturais. %3
1.5.5 Mobilidade Iénica

A IMS surgiu na década de 70, como uma técnica de separacao de ions em
fase gasosa e por isso, era inicialmente denominada “cromatografia de plasma”.®4%

Tornou-se mais comumente vista como uma técnica para deteccao seletiva de
compostos organicos.®® Apresentando rapidez nas separagfes, na ordem de
milissegundos, adequacao para monitoramentos em tempo real e baixo custo, e logo
encontrou aplicacdo nos campos militar e de seguranca para analise de tracos de
vapores organicos, especialmente compostos como explosivos, drogas e também
agentes de guerra quimica.®* Apesar disso, a IMS sofreu uma falta de interesse no

periodo dos anos 70 e 80 que foram associadas a possiveis mal entendidos gerados
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por comparacdes errbneas com a espectrometria de massas, concluindo, na época,
que a IMS era uma tecnologia interessante mas néo pratica.%

Porém, anos mais tarde, uma variedade de modificacbes no design dos
instrumentos renovou o interesse em utilizar IMS, resultando em equipamentos de
melhor resolucéo e na sua adequacao para o uso numa vasta gama de aplicagées.®’

Entre essas modificacbes esta o desenvolvimento da ionizagcdo por
eletrospray (ESI).%’

A IMS quando acoplada a MS, torna-se uma ferramenta analitica poderosa
para a investigacdo de estrutura molecular e separacdo de amostras complexas.®?
Enquanto que a MS mede primariamente a razao massa carga dos ions, a IMS
adiciona uma nova dimensédo aos dados conferindo para cada valor de m/z um
espectro de drift time.®*

Na IMS, os ions, gerados em etapa anterior, atravessam a cela de mobilidade
com um fluxo de gas contracorrente, do qual a principal funcdo é atrasa-los durante
0 percurso, resultando em um maior atraso dos ions maiores em relagcdo aos
menores, ocorrendo assim a separacdo de acordo com o tamanho da molécula. Isso
implica que a velocidade com que cada diferente ion atravessa sob um campo
elétrico com um gas neutro contra-corrente varia de acordo com a sua mobilidade
ibnica, sendo caracteristica para cada ion e relativo a demais fatores como massa,
carga e seccdo transversal de interacédo entre o ion e o gas neutro.®49.:99

Portanto, os ions com maior mobilidade possuem uma velocidade de fluxo
maior e chegam mais rapidamente ao analisador. Cada grupo de ion separado
chega ao analisador de massas em tempos diferentes resultando em um pico no

espectro de mobilidade, figura 8.
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Figura 8. Esquema demonstrativo do principio basico da separagao por mobilidade i6nica. %

Os equipamentos de IMMS tem sofrido um satisfatério desenvolvimento,
com aumento da sensibilidade e velocidade das aquisicdes de espectro de
massas. Um desses avanc¢os baseia-se na utilizacdo de gradiente de voltagem
no lugar de voltagem fixa na cela de mobilidade. Nessa técnica, denominada
travelling wave ion mobility (TWIM), a sensibilidade do espectrometro de massas néo
¢ afetada pelo ciclo de trabalho como ocorre com as técnicas de IMS
convencionais.??

Na técnica TWIM uma sequéncia de ondas de potenciais simétricos
propagando continuamente através da cela de mobilidade impulsiona os ions com
velocidade dependente de suas mobilidades, e as espécies diferentes transitam pela
cela em tempos distintos. A fim de formar essas ondas de potenciais, a cela de
mobilidade €é composta por uma série de eletrodos planares dispostos
ortogonalmente ao eixo de transmissao dos ions, e em cada eletrodo € aplicada uma
radiofrequéncia (RF) de fase oposta daquela aplicada aos seus eletrodos
adjacentes, para “passar’ os ions através da cela. Dessa maneira, forma-se uma
onda de campo elétrico, denominada travelling wave.®*

Em 2014, Armenta e colaboradores, identificaram, a partir de TWIM-MS,
novas substancias psicoativas, dos grupos fenetilaminas, catinonas, canabindides

sintéticos, triptaminas entre outros compostos.1%
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Tose e colaboradores, em 2017, analisaram produtos de Cannabis: haxixe e
maconha, e também partes da planta: flor e folha, a partir da cromatografia liquida
de ultra performance acoplado a espectrometria de massas de mobilidade ionica
(UPLC-TWIM-MS) para diferenciar os principais isémeros dos canabinéides A°-THC,
CBN, A°-THCA A e B, presentes na planta Cannabis, usando a técnica de infusdo
direta ESI-TWIM-MS, enquanto uma maior seletividade foi observada nos dados
UPLC-ESI-TWIM-MS, com a separagdo isomérica maxima entre quatro e cinco
compostos ao usar a aquisicdo de modo de ion Unico, do inglés, single-ion mode,
SIM. Este foi o primeiro estudo utilizando o equipamento TWIM-MS com finalidade
de separacao de canabindides isoméricos detectados em partes da planta Cannabis,
além dos seus produtos; maconha e haxixe, porém com auséncia de padrdes de

referéncia (padrdes isoméricos).>!



39

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar estudos analiticos de sete padrdes de canabindides (cinco neutros:
A°-THC, CBD, CBC, CBN e CBG e dois acidos: A>-THCA A e CBDA), além de
produtos de Cannabis (haxixe e maconha) e partes da planta (flor e folha), a partir
de técnicas cromatograficas, mono e bidimensional acopladas a espectrébmetro de
massas, e cromatografia liqguida de alta performance combinada a espectrometria de
mobilidade idnica, GC-MS, GCxGC-qMS e UPLC-TWIM-MS, respectivamente.

2.2 Especifico

- Determinar a presenca de isOmeros constitucionais nas amostras de
maconha, haxixe e a partes da planta; flor e folha de Cannabis sativa L.;

- Realizar experimentos de collision-induced dissociation (CID) nos isdmeros
constitucionais de m/z 315 (A°-THC, CBD, CBC) e m/z 357 (A%-THCA A e CBDA);

- Comparar a eficiéncia da identificacdo de canabindides isoméricos a partir
de técnicas cromatograficas classicas acopladas a espectrometria de massas e

mobilidade i6nica.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostras e Reagentes

3.1.1 Padrdes Isoméricos de canabindides

Os padrdes certificados de canabindides comercialmente obtidos (Cerilliant®,
Round Rock, TX, EUA) nas concentracdes de 1mg mL*: A>-THC, CBD, CBC, CBN,
CBG, A°-THCA A e CBDA, foram dissolvidos em metanol (canabinéides neutros) e
acetonitrila (canabinoides &cidos), grau de pureza analitica superior a 99,5%,
Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil. Os padrées foram mantidos a 8°C até o momento

das analises.

3.1.2 Cannabis e seus produtos

Cerca de 10 mg de produtos de Cannabis (maconha, haxixe e partes da
planta; flor e folha) foram extraidas com metanol (grau de pureza analitica superior a
99,5%, Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil). Todas as amostras foram apreendidas no
estado do Espirito Santo e fornecidas pela Policia Civil do ES, por meio do acordo
de cooperacao, processo 23068.011398/2012-72.

3.2 GC-MS

Os padroes de: A°-THC, CBD, CBC, CBN e CBG (Cerilliant®, Round Rock,
TX, EUA) foram analisados individualmente por GC-MS, a partir do cromatografo
Agilent Technologies, modelo 7890B, equipado com detector de massa modelo
5977A. Os parametros do equipamento sdo: i) coluna DB5-MS (30 m x 0,25 mm)
0,25 um (5% de difenil - 95% de dimetilpolisiloxano; ii) O hélio foi utilizado como gas
de arraste; iii) vazao/fluxo constante de 1 mL / min; iv) injetor com divisor (Split) a
280°C; v) razédo de divisdo de fluxo: 10:1; vi) volume de injegédo: 1 pL; vii)
temperatura inicial do forno: 80°C, mantida constante por 2 minutos, apés rampa de
aquecimento de 10 °C/min, alcance de 290°C e mantendo-se constante por 5 min
(tempo total da analise 28 minutos); viii) temperatura do detector de massas: 290°C
e ix) operando em modo de varredura completo em uma faixa de m/z 50-400.

Para a analise de padrdes, foram coletados 7 yL da solugédo reserva e o
solvente foi evaporado. Depois, adicionou-se 80 pL de diclorometano de grau de

pureza analitica superior a 99,5%, da Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil.
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3.3 GCxGC-gMS

O sistema GCxGC-gMS (GCMS QP 2010 Shimadzu ULTRA system) contém
um auto amostrador AOC-5000 Plus equipado com um modulador ZX1-GCxGC
(Zoex, Houston, TX, EUA). O modulador utiliza um sistema de jato simples de
nitrogénio. A separacao cromatografica na primeira dimenséo foi realizada em coluna
apolar, DB-5, 5% fenil, 95% polimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, J & W
Scientific, Agilent Technologies, EUA). Na segunda dimensé&o foi usada uma coluna
polar DB-17, 50% fenil e 50% metil-polisiloxana (1,8 m x 0,1 mm x 0,1 uym, J &W
Scientific, Agilent Technologies, EUA). O programa de temperatura do forno comeca
em 80°C por 5 minutos sendo aquecido a uma taxa de 7°C/min até 300°C, mantido
em isotérmica durante 10 min. A temperatura do injetor foi mantida a 280°C no modo
splitless e 1 pL foi injetado. Hélio foi utilizado como gas carreador, com vazao de
1 mL min' e a temperatura de interface e fonte de ions foi mantida em 300°C. A faixa
de aquisicédo utilizada foi de 50 a 550 Da, e o processamento realizado pelo software
GC Image (ZOEX Corporation, Houston, Texas, EUA), utilizando a biblioteca NIST05
para identificacdo dos compostos.

3.4 UPLC-ESI(+)TWIM-MS e ESI(x)MS/MS

Trés isdmeros de Mw = 314 Da (A°-THC, CBD, e CBC) e dois contendo o
Mw=358 Da (A°-THCA A e CBDA) foram inicialmente analisados por um sistema
cromatografico composto por um UPLC-I Class (Waters Acquity - Waters, Milford,
MA, USA) acoplado ao espectrobmetro de massas TWIM-MS, Synapt G2-S HDMS
(espectrometro de massas de alta definicho, Manchester, UK). Posteriormente,
amostras de haxixe, partes da planta de Cannabis e maconha foram submetidas as
analises usando o sistema UPLC-MS, e UPLC-TWIM-MS no modo de aquisi¢cdo de
ions full scan e extracted ion chromatograms (XIC).

Os experimentos de ESI(z)MS/MS foram realizados, utilizando energia
de colisdo de 15-30% para os ions de m/z 315 (padrées de CBD, CBC e A°-THC) e
m/z 357 (padroes de A>-THCA A e CBDA).

O Synapt G2-S HDMS possui a geometria hibrida, compreendendo
analisadores quadrupolares e de tempo de voo (Q-TOF). A eluicdo cromatografica

foi em solvente binario, razdo A/B (fase A=agua/acido formico 0.1% v/v; fase
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B=metanol/acido férmico 0.1% v/v). A vazdo foi 0,50 pL mint. As condicdes de
analise foram: 10% fase B em 0 min; 60% fase B em 8 min; 95% fase B em 10 min;
95% fase B em 12 min; e apdés 2 min, a analise retornou a condicao inicial. O
analisador TOF foi operado com poder de resolugcdo de m/Am50%= 45000, e
calibrado com NaTFA 0.1% em acetonitrila/agua 1:1 (v/v. %) num alcance de
m/z 100-700. A cela de transferéncia e acumulacdo de ions foi operada a presséo
de 102 mbar de argdnio. Nos experimentos de mobilidade e separacdo de ions foi
usado gas Nz2. A aquisicdo e processamento de dados foram no software Mass
Lynx 4.1 (Waters Corporation). Os parametros da fonte ESI e da célula de
mobilidade ibnica sao: (i) voltagem do capilar: 2,5 — 3,5 kV; ii) temperatura da fonte:
90°C; iii) voltagem do cone: 40-50 V; iv) fluxo do gas de dessolvatagdo (N2): 500Lh;
v) taxa de acumulacdo: 0,1 s scan?; vi) traveling wave height: 29,0-40,0 V;
vii) traveling wave speed: 650-652 m s; e viii) pressdo do nitrogénio (drift gas):
2,90 mbar.>!
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 GC-MS

Os cromatogramas dos padroes de A°-THC, CBD, CBC, CBN e CBG, bem
Como seus respectivos espectros de EI-MS sdo mostrados na figura 9a-e e 10a-e,
respectivamente, no qual tempos de retengcdo proximos (At=1,303 min) sao
observados. Em todos 0s casos, 0s picos resultantes foram bem definidos e a ordem
de eluicdo semelhante ao reportado por outros autores na literatura, isto €,
CBD < CBC < A%THC < CBG e CBN.%1%

Em geral, a similaridade com a biblioteca NIST variou de 45 a 98%, tabela 2.
Vale destacar que, com excecdo do CBG (Mw=316 Da) e do CBN (Mw=310 Da), os

outros trés canabindides sdo isbmeros constitucionais (Mw=314 Da).
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Figura 9. Perfil cromatografico para os padrbes de (a) A%-THC; (b) CBD; (c) CBC; (d) CBG e (e) CBN.
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Tabela 2. Tempo de retencdo em minutos e similaridade a partir da biblioteca NIST dos cinco padrbes
de canabinodides analisados

Padrdo de canabindide | Tempo de retencdo (min) | Biblioteca NIST (%)
CBD 20,714 45,0
CBC 20,731 62,1
A°-THC 21,489 91,7
CBG 21,885 97,6
CBN 22,017 98,0

Quanto ao perfil de fragmentacdo entre os isbmeros de Mw=314 Da, o
espectro de EI-MS do A°-THC, figura 10a, é inequivoco, se diferindo das moléculas
de CBD e CBC, figura 10b-c, mesmo o CBD apresentando similar conectividade
quimica ao A%-THC. Por outro lado, os isbmeros CBD e CBC, embora apresentam
uma maior diferenca de conectividade entre seus atomos, figura 9b-c, possuem um
similar espectro de fragmentacao (m/z 299, 271, 258, 243 e 231), contendo o pico
base de m/z 231. Além disso, eles possuem um tempo de eluicdo bastante préximo,
com diferenca de 0,017 min. Mariotti et al. usando um GC-MS, reportaram um similar

tempo de retencéo entre os canabindides CBD e CBC.8
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Figura 10. Perfil de fragmentagcdo, EI-MS, dos cinco padrdes neutros analisados: (a) A°-THC;
(b) CBD; (c) CBG; (d) CBG e (e) CBN.

O tempo de retencdo préximo observado entre os canabindides nas anélises
de GC-MS pode estar relacionado ao tipo de fase estacionaria empregada, coluna
DB5-MS (5% difenil — 95% dimetilpolisiloxano), no qual, é classificada como uma

coluna de carater apolar, proporcionando assim, uma menor interagdo com O0S
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analitos. Caso, uma coluna de maior polaridade fosse utilizada, uma melhor
separacao deveria ser esperada principalmente entre os isbmeros constitucionais
CBD e CBC, onde por carater de polaridade, o dltimo teria menor tempo de
retencao.

Em geral, compostos aromaticos podem formar interacdo intermolecular do
tipo m-stacking (empilhamento dos anéis da cadeia) resultando em uma maior
interagdo molecular e portanto maior ponto de ebulicdo e tempo de retencdo. Como
pode ser observado relacionado ao CBN, figura 9e, que possui DBE 9, sistema tri-
ciclico e bi-aromético, possuindo portanto maior ponto de ebulicdo e tempo de

retencdo comparados aos demais canabindides analisados.

4.2 GCxGC-gMS

A cromatografia bidimensional proporciona um aumento da relagdo sinal-ruido
e uma melhor resolucdo cromatografica em relacdo ao sistema de separacdo
unidimensional.&°
Dessa forma, utilizou-se a técnica GCxGC-gMS na analise de trés amostras
apreendidas pela PC-ES (haxixe, flor e folha), onde seus respectivos
cromatogramas sdo mostrados nas figura 11a-c.
No total, 11 canabinoides (A8-THC, A°®-THCV, CBD, CBV, CBC,
CBL, CBCR, A®-THC, CBG, CBN e 8A-OH-A°-THC) foram identificados na amostra
de haxixe, figura 1lla, enquanto que menor quantidade de compostos foram
observados nas amostras de flor e folha (9 e 7 canabindides, respectivamente,
figura 11b-c). Os canabindides A°-THC e CBN se destacam por serem as espécies

mais abundantes.
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2°Dimensdo (s) 2°Dimensdo (s)

2°Dimensdo (s)

| I I
30.3 33.3 36.3 39.3 42.3 45.3

1° Dimens3o: tempo de retengio (min)

Figura 11. Cromatogramas obtidos a partir de GCxGC-gMS na analise de: (a) haxixe; (b) flor e
(c) folha.

Entre os canabindides detectados, as moléculas A®-THC, CBD, CBC, e CBL
se destacam por serem isdmeros constitucionais do A°-THC (Mw = 314 Da);
apresentando a seguinte ordem de eluigdo: A3-THC < CBD < CBC < CBL < A%-THC.

A flor da Cannabis é considerada a regido da planta que concentra um alto
teor de A°-THC, que é o principal composto psicoativo em Cannabis.?”*° De maneira
similar, as amostras de haxixe, que séo produzidas a partir das secrec¢des resinosas
da planta, podem ser associadas as estruturas florais.?”

Além dos canabindides, essas amostras podem concentrar uma grande
variedade de terpenos, acucares e flavondides, tipicamente presentes nas plantas

de Cannabis®3® que a faz ser caracterizada como uma matriz complexa,?®
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justificando assim a grande quantidade de picos nos cromatogramas obtidos.

No material vegetal fresco, a maioria dos canabindides estdo disponiveis sob
a forma de seus acidos precursores, que posteriormente, sdo convertidos, por um
processo de descarboxilagdo, aos seus correspondentes canabindides neutros e
isso pode ocorrer ao longo do tempo, por aquecimento ou em condicdes alcalinas.*
O A°-THC possui como principal molécula precursora o canabindide A°>-THCA A e a
sua descarboxilacdo ocorre a partir de 125-150°C de temperatura.®813.33
Considerando as condi¢des de injecao direta por GCxGC-gqMS (isto €, T = 280 °C),
bem como a auséncia do uso de métodos de derivatizacdo de &cidos
terpenofendlicos,0119% o método de GCxGC-gMS ndo se mostrou adequado para a
identifcacao das espécies acidas dos canabindides, e possivelmente grande parte
dos mesmos, especialmente o A>-THCA A, ainda existentes na amostra antes da
analise, foram convertidas a suas formas neutras apoés injecdo no equipamento.

O canabindide CBN por sua vez, é produzido pela degradagdo do A°-THC,
ndo existindo de forma natural na planta.3%3347 A sua maior abundancia pode ser
justificada devido ao envelhecimento, condicdes de armazenamento da amostra
bruta apreendida, bem como as condi¢es de injecao. Qualquer um desses, além de
outros fendmenos podem potencializar a degradacéo do A°-THC para gerar CBN.1%

O nome cientifico dos canabindides identificados nas trés amostras
analisadas, bem como seus respectivos valores de Mw e similaridade sdo mostrados
na tabela 3.

Tabela 3. Canabindides identificados nas amostras de haxixe, flor e folha de Cannabis a partir dos
dados de GCxGC-gMS, bem como seus respectivos valores de My, e similaridade.

Mw Similaridade

Canabindide lon (Da) NIST % Haxixe Flor Folha
A8-THC A8-Tetraidrocanabinol 1 314 82 X - X
AS-THCV AS-Tetraidrocanabivarin 2 286 78 X X -
CBD Canabidiol 3 314 75 X X X
CcBvV Canabivarin 4 282 78 X X -
CBC Canabichromeno 5 314 86 X X X
CBL Canabiciclol 6 314 80 X X X
CBCR Canabicumarone 7 328 66 X X X
AS-THC A°-tetraidrocanabinol 8 314 89 X X X
CBG Canabigerol 9 316 83 X X -
CBN Canabinol 10 310 84 X X X
80-OH-A°-THC 8a-hidroxi-A%-THC 11 326 70 X - -

(x) corresponde a detectado e (-) a ndo detectado;
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4.3 UPLC-ESI(+)TOF-MS, e ESI(+)MS/MS

Inicialmente, o perfil cromatografico do A°-THC e seus isémeros (CBD e CBC)
foram adquiridos no modo full scan pela técnica UPLC-ESI(+)TOF-MS, figura 12a-c.
Os trés isdbmeros de m/z 315,2354 sao detectados na forma protonada, ion [M+H]",
apresentando tempos de retencdes de 5.71 min (CBC), 5.21 min (A°-THC) e
3.86 min (CBD).

5.21
315.2354 J\

(a) Padrao A°-THC

3.00 ' 400 500 ©eo00 " 7.00
3.86 |
315.2354 [/ N on
(b) Padrao CBD l/ \\J
T
‘300 400 '5.00 ' o0 77 7.00
571
OH 315.2354
(c) Padrio CBC - 1 H CBC
3.00 4.00 " '5.00 ' e00 7 700

Tempo (min)

Figura 12. Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI(+)-TOF-MS a partir da analise dos padrbes de
canabindides de m/z 315: (a) A%-THC; (b) CBD e (c) CBC.

Experimentos CID foram realizados para fins de identificacdo dos perfis de
fragmentacdo de cada canabinéide em m/z 315, e os espectros de ESI(+)MS/MS
para as moléculas de CBD, A°-THC e CBC sdo mostrados nas figura 13a-c,
respectivamente, bem como seus mecanismos de fragmentagdo (transicbes m/z
315 — 259, 315 — 193 e 193 — 123).
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Figura 13. Experimentos de CID por ESI(+)MS/MS para os ions de m/z 315 dos padrdes de

canabindides: (a) A°-THC; (b) CBD e (c) CBC.

Em geral, se observa uma semelhanca nos padrbes de fragmentacédo desses

isdbmeros constitucionais,>19510  figura 14, no qual pode-se destacar como

principais fragmentos, os sinais m/z 259, 193 e 123, sendo similar ao descrito para

experimentos CID em amostras tipicas de maconha apreendida pela PC-ES.5174

A perda neutra de 56 Da, transicdo m/z 315 — 259, representa a clivagem da

cadeia lateral da molécula do canabindide (grupo butila, CsHs) resultando no

fragmento [Ci7H2202+H]* (estrutura [). Outra via de fragmentacdo pode ser

justificada pela transicdo m/z 315 — 193, com perda neutra de 122 Da (CoHz14). Apos

a quebra da ligagdo entre o carbono e oxigénio (fungdo éter), nas moléculas de A°-

THC e CBC, que pode ocorrer durante a propria etapa de protonacdo, e apos

abertura do anel de seis membros saturado (A°-THC e CBD), ocorre a formacédo do

ion [C12H1602+H]*" (II). Subsequentemente, existe uma perda neutra de 70 Da,

transicdo m/z 193 — 123, que corresponde a saida da cadeia lateral da molécula

(CsHao, penteno) e deteccdo do fragmento (lll), ion [C7HeO2+H]".
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Figura 14. Proposta de mecanismo reacional simplificado a partir dos principais fragmentos
identificados nos experimentos de CID realizados em trés padrdes isoméricos: (a) CBD, (b) A>-THC e

(c) CBC.

A figura 15a-d sugere, de maneira mais detalhada, uma proposta de

mecanismo reacional para os fragmentos dos padrées isoméricos CBD, A°-THC, e

CBC.
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Figura 15. Proposta de mecanismo reacional sugeridos a partir dos principais fragmentos dos
padrBes isoméricos de canabinoides nos experimentos de CID, transi¢cbes m/z 315 — 193: (a) CBD;
(b) AS-THC; (c) CBC e transig¢des (d) m/z 193 — 123 semelhante para todos.

Uma comparacédo entre o perfil quimico dos cromatogramas de uma mistura
equimolar isomérica dos padrdes A°-THC, CBD e CBC (figura 16a) com amostras
de maconha (figura 16b) e haxixe (figura 16c) € mostrada na figura 16a-c, sendo
os resultados obtidos pela técnica de UPLC-ESI(+)-TOF-MS no modo full scan para
a figura 16a e modo XIC do ion de m/z 315 para as figura 16b-c. Quando
comparamos o perfil cromatografico da figura 16a com os da figura 16c (amostra e
haxixe), um total de oito isdmeros de m/z 315,2354, isto €&, 7 isdbmeros
constitucionais do A°-THC, sdo detectados com t = 2,58; 3,86; 4,99; 5,21; 5,71; 6,85;
8,95 e 9,42 min. Os ions com tempo de retencdo em 3,86, 521 e 5,71
correspondem aos padroes de CBD, A°®-THC e CBC, respectivamente.

Semelhantemente, ao comparar o cromatograma da mistura equimolar,
figura 16a, com o cromatograma da maconha, figura 16b, sete isbmeros de
m/z 315,2354, portanto, seis isomeros constitucionais de A°-THC, puderam ser
detectados, entre eles os canabinodides, CBD e CBC. Em ambos os casos, 0
composto A>-THC é a espécie mais abundante presente nas amostras de maconha

e haxixe, figura 16b-c.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI(+)-TOF-MS a partir da analise: (a) mistura
isomérica dos padrées CBD, A°-THC e CBC (modo full scan); (b) amostra de maconha e (c) amostra
de haxixe (modo XIC m/z 315).

Comparando os resultados obtidos pela técnica de UPLC-ESI(+)-TOF-MS,
figura 16a-c, com os de GCxGC-gqMS, figura 11 e tabela 3, uma maior quantidade
de isémeros do A°-THC foi detectado pela primeira (7 versus 4).

Os picos com t = 8,95 e 9,42 min, figura 16 b-c, podem corresponder a
dimeros contendo como estrutura basica um isébmero de m/z 315, visto que nessa
regido do cromatograma, adqurido no modo full scan, se concentram ions com m/z >
600, figura 17a-c.

No modo full scan, o cromatograma, figura 17b (amostra de maconha)
destaca-se o Unico pico com sinal m/z 315,2354 referente ao ion [C21H3002+H]",
molécula do canabindide A°-THC protonada. Na amostra de haxixe analisada,
figura 17c, dois isoméros constitucionais (C21H3002), com m/z 315,2354, molécula
protonada, puderam ser detectados; o A>-THC com mesmo tempo de retencéo
representado pelo padréo, figura 17a, e outro canabindide de massa exata igual,
porém com o tempo de retencdo prOXimo a 7 min no cromatograma, portanto

composto diferente dos trés isomeros analisados.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI(+)TOF MS a partir da andlise: (a) mistura

isomérica dos padroes A°-THC, CBD e CBC; (b) amostra de maconha e (c) amostra de haxixe, no
modo full scan.

4.4 UPLC-ESI(-)TOF-MS, UPLC-ESI(-)TWIM-MS, e ESI(-)MS/MS

O sistema UPLC-TOF-MS, figural8a-c, e UPLC-TWIM-MS, figura 18d-f,
foram aplicados no modo negativo de ionizacédo, ESI(-), para os dois padroes
isoméricos de canabinddes acidos (A%-THCA A e CBDA) e sua mistura equimolar.
Os padrbes sao detectados na forma desprotonada, ion [M-H], com m/z 357,2104,
no qual, o CBDA, figura 18a e d, é eluido em um tempo menor do que o A°>-THCAA,
figura 18b e e. Esse comportamento é analogo ao observado para essas mesmas
espécies em suas respectivas formas neutras (A%-THC e CBD), figura 12a-b.

Para o sistema UPLC-ESI(-)TWIM-MS (Synapt G2-S), onde o sistema de
UPLC é acoplado a mobilidade idnica, além da separacdo dos dois isbmeros, existe
o aparecimento de um pico adicional (6,90 min) no cromatograma do acido A%>-THCA

A, figura 18d, bem como na mistura equimolar dos padrdes, figura 18f.
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Figura 18. Comparacéo do perfil cromatografico entre as técnicas de UPLC-ESI(-)TOF MS e UPLC-
ESI(-)TWIM MS (SYNAPT G2-S) para os padrdes de (a e d) A°>~-THCAA; (b e e) CBDA, bem como a
mistura equimolar destes (c e f).

Em relacéo a deteccdo do outro pico no cromatograma do A°>-THCA A (6,80 e
6,90 min), figura 18d e f, a proximidade entre eles é sugerida pela formacdo de um
isdmero com semelhantes propriedades fisico-quimicas ao do A°-THCA A, onde a
sua interacdo com as fases movel ou estacionaria proporciona seu aparecimento, e
até mesmo por um processo de isomerizacdo do canabindide, ou seja, a
interconversdao da molécula de A%-THCA A para A°>-THCA B, onde o composto “A”
apresenta o grupo carboxila em R1 e o composto “B” em Rs, figura 19, portanto, sua
diferenca estrutural estd na posicdo do grupo carboxi da molécula acida,
posicionando-se em Cz, ou seja, na posicédo orto-hidroxila para a molécula A>-THCA
A ou em Ca, posicdo para-hidroxila para a molécula de A°-THCA B. Outra
possibilidade é a isomerizacdo da molécula de A>-THCA A para A8-THCA A. Neste
caso, a diferenca estrutural entre elas estaria na posi¢ao da dupla ligacédo do anel de

seis membros.107-109.

A8-THCA

AS-THCA

R3

A%THCA A: R, COOH e Ry H
A%THCA B:R; H e R; COOH

AB-THCA A: R, COOH e R; H

P) ASTHCA B:R, H e Ry COOH

a)

Figura 19. Estrutura molecular (a) A>-THCA A ou B e (b) A-THCAA ou B.
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Além dos isdmeros do A°-THCA A, existe a detec¢do de um sinal com m/z 353
proximo a molécula de A°>-THCA A, figura 18d e f. Esse pico pode representar a
oxidagdo do padrdo A°-THCA A, gerando como produto o &cido canabindlico
(CBNA), que é detectado como ion [C22H2604-H]. O CBNA é um dos canabindides
precursores do CBN, e o mesmo nao pode ser isolado a partir da planta de Cannabis
fresca, mas, somente apés o armazenamento ou degradacao natural da planta.108.10°
Dessa forma, a deteccdo do ion representado por esse canabindide pode ser
relacionada a converséo do padrao de A°>~-THCA A em CBNA.#!

Experimentos de CID foram realizados para os padrées de CBDA e A°>-THCA
A, e os resultados de ESI(-)MS/MS do ion m/z 357 sdo mostrados na figura 20a-b,
respectivamente. Diferentemente do padréo de fragmentacédo observado para seus
respectivos canabindides neutros, as moléculas de A°>-THC e CBD, figura 13a-b, os
perfis de fragmentacao dos ions de m/z 357 foram distintos.

Para o padrdo de CBDA, figura 16a, as fragmentacdes principais podem ser
sugeridas inicialmente na transicdo m/z 357 — 339, representada pela perda neutra
de 18 Da (H20), resultando na formacéo do fragmento [C22H2803-H], estrutura (1),
figura 17a. Subsequentemente, a transicdo de fragmentacdo m/z 339 — 311, leva a
perda neutra de 28 Da (CO), gerando o fragmento proposto na estrutura (ll), ion
[C21H2802-H]. Outra possibilidade de fragmentacdo pode ser justificada pela
transicdo m/z 357 — 313, demonstrando o processo de descarboxilacdo, perda
neutra de 44 Da (COz) gerando a molécula de CBD, que esta presente na forma

desprotonada como ion [C21H3002-H], estrutura (IV).
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Figura 20. Experimentos de CID para os ion de m/z 357 correspondente aos padrdes isoméricos de
(a) CBDA e (b) A°-THCAA.

Para os experimentos de ESI(-)MS/MS do padréo de A°-THCA A, figura 20b,
a transicdo m/z 357 — 313, resultou na perda neutra principal de 44 Da (CO2) e
formacdo do A°-THC3033 como ion desprotonado [C2:H3002-H], estrutura (I). A
transicdo subsequente, m/z 313 — 245, mostra a perda neutra de 68 Da (CsHs),
devido a dupla cisdo homolitica a partir do anel de seis membros, resultando na
formacéo da estrutura (I1), ion [Ci1sH2202-H]". Outra via de fragmentagdo a partir do
ion m/z 313, é pela perda neutra de 122 Da via cisdo da ligacdo carbono e oxigénio
(do grupo éter ciclico), seguido da eliminacdo do grupo CoHis4, transicao
m/z 313 — 191, formando a estrutura (I11), [C12H1602-H].

Os ions detectados nos espectros de fragmentacdo dos padrdes acidos de
canabindide (CBDA e A°-THCA A) estdo disponiveis em uma proposta de
mecanismo reacional simplificado, figura 2la-b, sugeridas a partir das

fragmentacoes dos padrdes isoméricos acidos.
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Figura 21. Proposta de mecanismo reacional simplificado a partir dos principais fragmentos
identificados nos experimentos de CID realizados em dois padrdes acidos isoméricos: (a) CBDA e (b)
AS-THCAA, a partir de ESI(-)MS/MS m/z 357.

Por fim, partes da planta Cannabis (folha e flor) e uma amostra de haxixe
foram analisados pela técnica de UPLC-ESI(-)TWIM MS no modo full scan,
figura 22a-c, e XIC, m/z 357, figura 22d-f, no qual uma grande quantidade de
compostos € principalmente detectado para as amostras de haxixe e flor. Entre os
picos detectados, destacam-se 0s sinais em m/z 309,1869, 345,2080, 353,1774,
359,2265, 357,2086, 367,1207, e 373,2411, figura 22a-c, onde as atribuicbes destes
sao mostradas na Tabela 4.

No que tange a presenca de isbmeros de m/z 357, cinco picos (t = 4,63, 6,44,
6,55, 7,98 e 8,76 min) sdo observados no cromatograma da figura 22e-f
correspondendo as amostras de flor e haxixe, respectivamente. Os picos em 4,63,
6,43 e 6,55 min correspondem aos isdmeros CBDA, A%-THCA A e A°-THCA B,
respectivamente. J4 os demais picos em 7,98 e 8,76 podem corresponder a dimeros
dos acidos CBDA e A°>-THCA A, bem como outras formas isoméricas de Mw = 358 Da

que séo descritos na figura 4c.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos por UPLC-ESI(-)TWIM MS no modo full scan e XIC, m/z 357 para

as amostras de (a e d) folha; (b e e) flor; (c e f) haxixe.



Tabela 4. m/z medido, canabindide proposto e quantidades detectadas em amostras de folha, flor e haxixe por UPLC-ESI(-)TWIM MS.

N° m/z medido Canabinoide sugerido Folha Flor Haxixe Referéncia
Canabinol, Canabinodiol ou Nascimento, |.R et al, 2015;
1 309,1869 Canabifurano - 1 1 Romdo, W. et al, 2017;
2 345,2080 Canabitriol, &cido Canabielsdico A ou B 3 2 3 Roméo, W. et al, 2017;
Kill, J. B. et al, 2016; Garrett,
3 353,1774 Acido Canabinélico A 1 1 1 R. etal, 2013; Roméio, W. et
al, 2017;

A°- 4cido tetraidrocanabindlico A ou B,
acido canabicroménico, acido

4 357,2086 NN a o 1 3 3 Romdo, W. et al, 2017;
: canabicicldlico, acido canabididlico ou
A8-acido tetraidrocanabindlico A ou B
P . . Nascimento, |.R et al, 2015;
5 359,2265 Acido canabigerolico - 1 1 Roméo, W. et al, 2017:
L, . . . e e Romaéo, W. et al, 2017,
6 367,1207 8-acido Hidroxicanabindlico A - 1 1 Watanabe, K., et al, 2007:
11-Hidroxi-A°-acido Jung, J., et al, 2009;
7 373,2411 tetraidrocanabindlico, acido 1 2 1 Aizpurua-Olaizola, O., et al,

canabigeroélico monometileter 2014.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelo GC-MS demonstraram tempos de retencdo
proximos (At=1.303 min) na separacgdo dos cinco padrdes de canabindides (A°-THC,
CBD, CBC, CBN e CBG), enquanto o GCxGC-gMS proporcionou uma identificacao e
distincdo substancialmente melhor de isdmeros constitucionais de canabindides,
onde um total de 11 canabindides (A8-THC, A®-THCV, CBD, CBV, CBC, CBL, CBCR,
A°-THC, CBG, CBN, e 8a-OH-A°-THC) foram identificados na amostra de haxixe.
Entre os canabindides detectados, quatro sdo isdmeros constitucionais do A°-THC
(A®-THC, CBD, CBC e CBL). Por outro lado, informacdes quimicas mais completas
foram obtidas a partir das andlises por UPLC-ESI-TOF MS e UPLC-ESI-TWIM MS,
em que, ESI(+) revelou a existéncia de sete isbmeros constitucionais de A°-THC,

enquanto a ESI(-) provou a existéncia de quatro isbmeros de A>-THCA A.
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