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RESUMO

Canabinoides sintéticos sdo classificados como novas substancias psicoativas, que tem como
caracteristicas maiores efeitos psicotrépicos e toxicos do que o delta-9-tetrahidrocanabinol
(THC), principal fitocanabinoide responsavel pelos efeitos psicoativos da planta Cannabis
sativa. Esses efeitos potencializados se d&o, pois, essas novas substancias possuem maior
afinidade com os receptores canabinoide CB1e CB3, que o THC. Essas novas drogas de abuso
podem ser vendidas livremente, inclusive pela internet, como misturas de ervas e incensos, com
as mais variadas denominagbes como “Spice Gold” e “K2”. Essa facilidade ao acesso,
juntamente com efeitos toxicos potencializados, podem acarretar consequéncias sérias, como
intoxicacdes graves e até obitos. Desta forma, a determinacéo dos canabinoides sintéticos e dos
seus metabolitos em amostras bioldgicas assume grande interesse em Toxicologia Forense.
Sendo assim, foi realizado uma extensa revisao de literatura sobre as principais caracteristicas
dos canabinoides sintéticos, incluindo seus aspectos estruturais e quimicos, aspectos
farmacocinéticos e toxicoldgicos e ainda o perfil do seu consumo no Brasil e no mundo. Por
fim, sdo descritas as principais matrizes bioldgicas usadas para sua detec¢cdo, metodologias de

preparo destas amostras e metodos de confirmacdo e deteccdo destas drogas.

Palavras-chave: Canabinoides sintéticos; “spice gold”; toxicoldgico; matrizes bioldgicas;

anélise.



ABSTRACT

Synthetic cannabinoids are classified as new psychoactive substances, which are characterized
by greater psychotropic and toxic effects than delta-9-tetrahydrocannabinol (THC), the main
phytocannabinoid responsible for the psychoactive effects of the Cannabis sativa plant. These
potentiated effects occur because these new substances have greater affinity with the
cannabinoid receptors CB; and CBzthan THC. These new drugs of abuse can be sold freely,
including over the internet, as mixtures of herbs and incense, with the most varied names such
as “Spice Gold” and “K2”. This ease of access, together with potentiated toxic effects, can lead
to serious consequences, such as serious poisoning and even death. Thus, the determination of
synthetic cannabinoids and their metabolites in biological samples is of great interest in
Forensic Toxicology. Therefore, an extensive literature review was carried out on the main
characteristics of synthetic cannabinoids, including their structural and chemical aspects,
pharmacokinetic and toxicological aspects, as well as the profile of their consumption in Brazil
and in the world. Finally, the main biological matrices used for their detection, methodologies

for prepare these samples and confirmation and detection methods for these drugs are described.

Keywords: Synthetic cannabinoids; spice gold; toxicological, biological matrices, analysis.
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1. INTRODUCAO

A maconha produzida a partir da planta Cannabis sativa, figura entre as drogas de
abuso mais consumidas no Brasil e no mundo (PAPASEIT, et al., 2018). A utilizagéo
terapéutica da Cannabis, dos seus compostos e derivados é conhecida ha muitos anos, no
entanto, o estudo das suas propriedades, dos seus analogos e dos receptores canabinoides (CB1
e CBy) ¢ ainda muito recente (RIBEIRO, 2014).

Dentre 0s compostos que podem ser extraidos da planta tem-se o canabinoide
natural, A%-tetra-hidrocanabinol (THC), que é o principal componente ativo, além do canabidiol
e canabinol, estes, sdo conhecidos como fitocanabinoides (FERNANDES, 2013). Ha ainda o0s
endocanabinoides, N-aracdonoil etanolamina e a 2-araquidonoil glicerol, que atuam como
agonistas nos mesmos receptores CB1 e CB: que os fitocanabinoides (MATOS, et al. 2006). E
por fim, tem-se 0s canabinoides sintéticos que também atuam como agonistas potentes e
completos dos mesmos receptores que os fito e endocanabinoides, porém, com maior afinidade
que 0 THC (PINTORI et al. 2017).

A proposta inicial do desenvolvimento dos canabinoides sintéticos se relacionava
com o uso terapéutico, ndo com consumo abusivo (WILEY et al, 2016). Entretanto, devido a
esta maior afinidade com CB: e CB, 0 que causa uma maior potencialidade dos efeitos
psicoativos, tornaram-se populares em funcdo desta caracteristica (FATTORE E FRATTA,
2011). Normalmente, séo vendidos em embalagens coloridas e chamativas, a fim de se seduzir
0S usudrios e sao descritos como mistura de ervas, excluindo qualquer possibilidade de serem
enquadradas em drogas de abuso (FATTORE E FRATTA, 2011). Estas embalagens podem
conter ervas que foram processadas juntamente com produtos quimicos, como por exemplo,
plantas contendo canabinoides sintéticos impregnados. Estes compostos sdo misturados com o
material vegetal ou polvilhados sobre este, normalmente numa escala industrial, utilizando
solventes como a acetona ou o metanol para dissolver os pos (HENRIQUES, 2018). Embora
esses produtos ndo contenham tabaco ou cannabis, quando fumadas, produzem efeitos
semelhantes ou mais potentes do que os do THC (FATTORE E FRATTA, 2011).

Segundo Znaleziona et al, os canabinoides sintéticos apresentam efeitos tdxicos
semelhantes aos do THC, como por exemplo, ataques de panico, taquicardia, hipotensdo,
arritmias cardiacas, perturbacGes cognitivas, dentre outras. Porém, uma vez que as afinidades
com o0s receptores sdo maiores, acredita-se que esses efeitos podem ser potencializados e
agravados (ZNALEZIONA, 2015).
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Além dos efeitos toxicos potencializados dessas novas drogas de abuso, outra
desvantagem € que suas estruturas quimicas estdo em constantes modificacOes, a fim de se
fraudar procedimentos de triagens toxicologicas (PINTORI, 2017). De acordo com essas
mudancas estruturais e maiores afinidades com os receptores, sdo caracterizadas trés geracoes
de canabinoides sintéticos, A primeira geracdo sdo agonistas CB1 e CB2, porém com maior
afinidade que o THC e acdo estimulante da dopamina. A segunda geracdo é também
caracterizada por uma maior afinidade aos receptores, se diferenciando dos de primeira geracao
somente pela estrutura quimica. Por fim, a terceira geracdo é a classe mais recente e pode ser
ainda mais potente como agonista do receptor CB1 se comparada aos de primeira e segunda
geracdes (BOISSELIER et al, 2017, TAl e FANTEGROSSI, 2014)

Considerando o numero crescente de novas substancias sintetizadas, consumo e
potencial toxico, é imprescindivel o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de analise
qualitativa e quantitativa dos canabinoides sintéticos e seus metabdlitos. Matrizes biologicas
como sangue total, urina, fluido corporal, soro e cabelo podem ser utilizados na analise forense
dessas substancias (SANTOS, 2018). Necessitam de uma etapa prévia de tratamento uma vez
gue as amostras biologicas contém proteinas, sais, bases, lipidios, carboidratos e/ou compostos
organicos, as vezes guimicamente similares aos analitos, que devem ser removidos, para que
ndo interfiram nos resultados (SEELY, et al., 2012; ROSADO, et al.,2018).

Por fim, ap0s a etapa de pre-tratamento da amostra, métodos de confirmacdo sdo
empregados, dentre 0s métodos descritos na literatura para se detectar canabinoides sintéticos
e seus metabdlitos secundarios, encontram-se a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas e a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, capazes de identificar

a presenca de tais substancias em diferentes matrizes (WOHLFARTH, et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Realizar levantamento bibliografico sobre os principais métodos de identificacao
de compostos canabinoides sintéticos utilizados como drogas de abuso e seus potenciais efeitos

na satude humana.

2.2.  Objetivos especificos

e Realizar levantamento bibliografico sobre os principais canabinoides sintéticos
comercializados no mundo e no Brasil;

e Auvaliar o perfil de consumo e distribui¢do dessas substancias;

e Discutir sobre os riscos de exposicdo a estas drogas e seus potenciais efeitos
toxicologicos;

e Levantar e discutir metodologias para deteccéo e analise desses canabinoides em

diferentes tipos de matrizes biologicas.
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3. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo bibliografica do tipo narrativa utilizando as bases de
dados PUBMED, WEB OF SCIENCE, SCOPUS, SciELO, além de teses e dissertagdes sobre
o0 tema. O periodo da analise compreendeu artigos incluidos em um intervalo de tempo de 2000
a 2021.

Foram utilizados os descritores de assunto “cannabis”’, “synthetic cannabinoids”,
“nonclassical cannabinoids”, ‘“synthetic cannabinoids analysis”, “herbal blends”, “new
psychoactive substances”, “spice”, “smoking mixture”, “psychosis cannabis”, “synthetic
cannabinoid toxicology”, “analysis methods for detection of synthetic cannabinoids”,
“biological matrices”, ‘“protein precipitation”, ‘“enzymatic hydrolysis”, “liquid-liquid
extraction”, ‘“‘salting-out assisted liquid-liquid extraction”, “solid Phase Extraction”, “gas

chromatography/mass spectrometry”, “liquid Chromatography/mass spectrometry” em inglés

e portugués.
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4. DESENVOLVIMENTO

A busca por drogas recreativas tem se tornado cada vez mais frequente por
adolescentes e jovens adultos de varias partes do mundo, principalmente em paises onde ha um
certo grau de tolerancia em relacdo a posse e consumo destas substancias.

Dentre elas, a maconha, droga extraida da planta Cannabis sativa (figura 1), é a
mais consumida, de forma recreativa, em nossa sociedade (terceira, se 0 tabaco e o alcool séo
considerados) tanto para uso recreativo (cannabis natural e canabinoides sintéticos), quanto para
uso médico (cannabis medicinal) (PAPASEIT, et al., 2018). Segundo Rang e Dale (2016), o
interesse medicinal veio a tona com a identificacio do canabinoide natural, A°-tetra-
hidrocanabinol (THC), principal componente ativo, dentre os compostos canabinoides (CB)

encontrados na planta.

Figura 1 - A planta Cannabis sativa. Fonte: BYNUM, 2014

Os compostos canabinoides sdo substancias seletivas que possuem como alvos,
determinados receptores canabinoides especificos, presentes em nosso cérebro e em células
do sistema imunologico periféricos, denominados CB1 e CB2, respectivamente. Esses
receptores pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, com sete dominios
transmembranares (COSTA, 2011). O mecanismo de transducéo dos sinais dos receptores CB,
envolve vias com a participacdo da proteina Gipo, inibindo a adenilil ciclase e ativando

quinases, e no caso dos receptores CBj1, ainda modulando canais idnicos (LUTZ, 2002).
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4.1.  Tipos de canabinoides

Além dos canabinoides naturais, podem interagir com o0s receptores CB 0s
canabinoides enddgenos e os canabinoides sintéticos (GURDAL, 2013).

4.1.1. Canabinoides endégenos e naturais (fitonacabinoides)

Em 1990, foram realizadas diversas pesquisas sobre os receptores CB; e CBa.
Baseando-se no modo de acdo destes receptores descobriu-se dois principais agonistas
enddgenos dos receptores CB: a N-aracdonoil etanolamina (Anandamida ou AEA) e a 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), sendo atualmente designadas como endocanabinoides (figura 2)
(MATQS, et al. 2006).

Anandamida (AEA) 2-Araquidonoil Glicerol (2-AG)

(a) (b)

Figura 2 - Estruturas dos principais endocanabinoides: (a) Anandamida e (b) 2-araquidonoil glicerol. Fonte:
SAITO, et al, 2010.

Os endocanabinoides sdo sintetizados, porém ndo sdo armazenados em vesiculas,
como acontece com 0s neurotransmissores, como a adrenalina, por exemplo. Apés o influxo de
calcio nos neurdnios pos-sinapticos, a fosfolipase D (para Anandamida) e diaciglicerol lipase
(para 2-araquidonoil glicerol) sdo ativadas convertendo assim os fosfolipideos em
endocanabinoides (SAITO, 2010). Estes séo liberados na fenda sinaptica e se difundem

livremente para estimular os receptores CB1 (MATOS et al, 2006), como mostra a figura 3.
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Neurénio pré-sinaptico
AA

glicerol

Figura 3 - Representacdo esquematica da acdo endocanabinoide nos neurdnios pré-sinapticos e pds-sinapticos.
Fonte: SAITO, et al, 2010.

Ja os fitocanabinoides sdo compostos produzidos pelas plantas do género Cannabis
(NIAZ et al, 2017). Dentre os principais, estdo o THC, que € o canabinoide responsavel pelo
efeito psicoativo, e 0s ndo psicoativos: canabinol (CBN), canabidiol (CBD) entre outros
(FERNANDES, 2013) (figura 4).

e

Cannabinol

2.
A OHs + & &
(~)-Cannabidiol

(b) (©)

Figura 4 - Representagdo estrutural dos fitocanabinoides: (a) canabinol; (b) THC e (c) canabidiol. Fonte:
HOWLETT et. al., 2002

Como dito anteriormente, os fitocanabinoides também sdo capazes de interagir com
0s receptores canabinoides enddgenos (GROTENHERMEN, 2004). O THC atua como um
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agonista parcial e exerce atividade excitatoria e inibitéria, em diferentes areas do cérebro, e ndo
somente em receptores canabinoides especificos (PERTWEE, 2008). O CBD apresenta baixa
afinidade pelo CB;3, e atua como agonista inverso no receptor CB2 (ZUARDI, 2008).

4.1.2. Canabinoides sintéticos (CS)

Esta classe desperta interesse para pesquisas académicas e para a indudstria
farmacéutica, como é o caso do farmaco Dronabinol utilizado no medicamento Marinol®
(figura 5) que tem o uso terapéutico reconhecido e baixo potencial para causar dependéncias.
Interagem com os receptores canabinoides CB1 e CB>, e sdo seus antagonistas (SOUZA, 2017).
O Marinol®, na forma de capsula de 5 mg do ativo Dronabinol é autorizado, pela autoridade
sanitaria dos Estados Unidos, o Food and Drug Administration ( FDA) para o alivio das nduseas
causadas pela quimioterapia no tratamento do céncer, além de amenizar a perda de apetite
associada a AIDS (SILVA, 2017; SOUZA, 2017).

Dronabinol
(Marinol®)

Figura 5 - Estrutura quimica do farmaco Dronabinol. Fonte: adaptado de SOUZA, 2017.

Em meados da década de 2000, CS tornaram-se populares devido a facil
acessibilidade, efeitos psicoativos potencializados e a ndo identificacdo pela urina, através de
exames laboratoriais de rotina (ZNALEZIONA et al. 2015). Apesar de atuarem nos mesmos
receptores dos fitocanabinoides e dos endocanabinoides, sdo estruturalmente diferentes

daqueles (quadro 1).
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Quadro 1 - Comparativo entre as estruturas dos fitocanabinoides, endocanabinoides e canabinoides sintéticos.
Fonte: adaptado de ZUARDI et al., 2008.

Segundo Fattore e Fratta (2011), os CS foram detectados em misturas de ervas
indicadas para serem fumadas, ou utilizadas como incenso. Sao rotulados por conter apenas
mistura de ervas e, embora esses produtos ndo contenham tabaco ou cannabis, quando fumadas,
produzem efeitos semelhantes ou mais potentes do que os do THC (FATTORE E FRATTA,
2011). Este efeito potencializado pode ser devido ao fato de que o THC é um agonista fraco e
parcial do receptor canabinoide CBj, enquanto os CS atuam como agonistas potentes e
completos do mesmo receptor. Desta forma, a atividade intrinseca no CB; é maior para
canabinoides sintéticos do que parao THC (FATTORE, 2016)

De acordo com Cho (2019), desde 2004, esses compostos sintéticos tém sido
amplamente vendidos em muitos paises europeus inclusive pela internet, sem prescrices
médicas ou restricdes legais (EMCDDA, 2017). Podem ser encontrados em sites ou em “lojas
fisicas” sob as mais variadas designagdes como “Spice Gold”, “Fogo”, “Aroma de Yucatan”,
"Spice", "Spice Diamond", "Arctic Spice", "Silver", "Aroma", "K2", "Genie", "Scene",

"Dream", dentre outros (figura 6). Uma Unica embalagem pode conter cerca 3 g de uma
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composicdo chamada de ervas, com aproximadamente 0,5-1,5% de componente ativo, 0 que
corresponde a 30 mg do componente ativo por embalagem com uma grande variacdo dentro de
um mesmo lote ou até mesmo dentro da mesma embalagem (MEDRANO, et al., 2017).

Figura 6 - Produtos comercializados contendo canabindides sintéticos sob 0s mais variados nomes e embalagens.
Fonte: adaptado de MEDRANO, 2017.

Estas embalagens podem conter ervas que foram processadas juntamente com
produtos quimicos, como por exemplo, plantas contendo canabinoides sintéticos impregnados.
Estes compostos sao misturados com o material vegetal ou polvilhados sobre este, normalmente
numa escala industrial, utilizando solventes como a acetona ou o metanol para dissolver os pos
(HENRIQUES, 2018).

4.2.  Aspectos estruturais e quimicos dos CS

4.2.1. Classificacdo quimica
A proposta inicial do desenvolvimento dos CS se relacionava com 0 uso
terapéutico, ndo com consumo abusivo (WILEY et al, 2016). O primeiro CS a ser identificado
foi o JWH-018 (1-pentil-3-(1-naftoil) indol), recebeu esse nome devido a descoberta da
molécula WIN 55,212-2 (figura 7), um aminoalquilindol, que se liga aos receptores CB1 e CB>
com maior afinidade do que o THC (PINTORI et al. 2017). A partir desta molécula, John W.
Huffman, substituiu o grupo aminoalquilo por uma cadeia alquilo, conferindo a sintese de

analogos que possuissem as mesmas caracteristicas do JWH-018 (PAPASEIT, et al., 2018).
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WIN 55,2122
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C_ Y | Naptivon

1 substituent

3 JWH-018

Figura 7 - — Estruturas quimicas do WIN 55,212-2, THC e JWH-018. Fonte: adaptado de BURROWS et al., 2017.

4.2.2. Estrutura quimica
Normalmente, os CS recebem a nomenclatura de acordo com sua estrutura quimica.
Por exemplo, o composto nomeado APICA, tem a seguinte nomenclatura: N-(1- Adamantil) -
1-Pentil-1H-1ndazole-3-CarboxAmida) (figura 8). Isto permite identificar a estrutura quimica

do canabinoide sem que seja necessario expor o nome quimico completo (EMCDDA, 2017).

Figura 8 - Estrutura quimica do N-(1-Adamantil) -1-Pentil -1H-Indazole-3-CarboxAmida. Fonte: adaptado de
AMATO et al. 2014.
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Atualmente, sdo caracterizadas trés geracOes de CS. A primeira geracdo foi a
pioneira em relacdo a producéo, sdo agonistas CB1 e CB;, porém com maior afinidade que o
THC e acdo estimulante da dopamina (BOISSELIER et al, 2017, TAl e FANTEGROSSI,
2014). Inclui os derivados JWH-018, CP-47,497 e HU-210 (figura 9) (SANTQOS, 2018).
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Figura 9 - Estruturas quimicas de alguns canabinoides sintéticos pertencentes a primeira geracdo. Fonte: adaptado
de SANTOS, 2018.

A segunda geracao e também caracterizada por uma maior afinidade aos receptores,
se diferenciando dos de primeira geracdo somente pela estrutura quimica. (BOISSELIER et al.,
2017). Corresponde aos derivados alquilicos, N-metilpiperidinas e benzoilindois (Figura 10)
(SANTOS, 2018).

AM-2201

Figura 10 - Estruturas quimicas de alguns canabinoides sintéticos pertencentes a segunda geracdo. Fonte: adaptado
de SANTOS, 2018

Por fim, a terceira geracdo é a classe mais recente e pode ser ainda mais potente
como agonista do receptor CB1 se comparada aos de primeira e segunda geracdes (TAI e
FANTEGROSSI, 2014). Possuem o anel inddlico substituido por um grupo indazol ou

benzimidazol. Ainda corresponde & essa geracdo, compostos onde o grupo carbonilo é
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substituido por um grupo carboxilico ou carboxiamida, ou quinolonas com uma estrutura

secundaria ciclica e grupos nitrogenados (SANTOS, 2018) (figura 11).
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Figura 11 - Estruturas quimicas de alguns canabinoides sintéticos pertencentes a segunda geracédo. Fonte: adaptado
de SANTOS, 2018.

4.3.  Aspectos farmacologicos e toxicologicos dos CS

Por se tornar popular somente na ultima década, o conhecimento sobre a
toxicocinética dos CS ainda é restrito, porém, de acordo com dados fornecidos pela literatura,
sabe-se que é possivel que exista uma concentracdo sérica letal para essa droga (FREUND E
BANNING, 2017).

4.3.1. Absorcéo

A biodisponibilidade dos CS vai depender do modo de administracdo (SANTOS,
2018). Assim como para a maconha, a forma mais usual de administracéo dos CS € por inalacédo
(fumada). Por esta via, os efeitos psicotropicos manifestam-se entre segundos a minutos. A
droga é rapidamente absorvida pelos pulmdes e distribuida para outros 6rgdos, como o cérebro,
por exemplo (UNODC, 2011; RIBEIRO, et. al., 2014). Também pode ser inalada por meio de
vaporizadores e cigarros eletronicos (MEYER, 2016). Apds inaladas, concentracfes maximas
de cerca de 10 pg/mL sdo atingidas rapidamente no sangue, decaindo rapidamente, podendo,
no entanto, ser detectaveis por horas ou dias. O composto JWH-018, por exemplo, é detectavel
até 48 horas apds consumo (CASTANETO, et. al., 2015).
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Outro método usual de consumo dos CB é a administracdo oral. Quando ingeridos,
sofrem metabolismo de primeira passagem hepéatica (UNODC, 2011). Este processo ocorre
quando um farmaco ou droga, ap6s a ingestdo, é transportado pelo sistema porta até o figado,
onde pode ser biotransformado em metab6lito secundério mais ativo que o original ou
biotransformar em metabdlito inativo (GOLAN, 2014) (figura 12).

[e ] para a circulacio
sistémica

droga metabolizada

figado - > 4 metabolismo de
primeira
passagem

| circulagio
hepistico-portal

Figura 12 — Esquema demonstrando o metabolismo de primeira passagem. Fonte: Adaptada de CASADIEGO,
2014.

Existem também outras vias de administracdo, como a via oftalmica, em que se
encontra um pico de concentracdo apods uma hora de aplicacdo; sublingual, que tem os efeitos
relativamente mais rapidos do que o oftalmico, devido a alta vascularizacdo das mucosas desta
regido. E ainda, a administracdo retal, que possui uma biodisponibilidade muito variavel,

dependendo das caracteristicas dos supositérios utilizados (CASADIEGO, et.al., 2014).

4.3.2. Distribuicdo
Os CS sdo compostos altamente lipofilicos o que permite facil penetracdo pela
barreira hematoencefalica, além disso, se consumidos de forma crénica, podem acumular-se no
tecido adiposo, prolongando sua permanéncia no organismo (UNODC, 2011; FATTORE,
2016). Assim, 6rgdos como cérebro, pulmdes e rins apresentam concentracdes elevadas dos CS,

quando essas drogas sdo consumidas. Por outro lado, os niveis da droga na corrente sanguinea
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decrescem rapidamente, devido a redistribuicdo para 6rgdos que possuem elevado teor de
gordura, como os ditos acima (GOMES, 2013).

4.3.3. Metabolismo

A eliminacdo de um xenobidtico pode ocorrer por meio de dois processos:
metabolismo e excrecdo. O metabolismo geralmente envolve dois tipos de reacdes,
denominados de reacBes de fase | (oxidacdo, reducdo e hidrolise) e reacdo de fase Il
(conjugacédo). Frequentemente, ocorrem de modo sequencial. Ambas as fases, diminuem a
lipossolubilidade da molécula proporcionando, assim, uma melhor excre¢do (RANG & DALE,
2016).

Os metabolitos secundarios podem ser inativos ou ativos em relagdo a substancia
de origem. Ha casos, em que o metabolismo leva a bioativagdo e consequentemente a ocorréncia
de efeitos adversos toxicos (DIAO E HUESTIS, 2016; PEREIRA, 2007). Brabanter e
colaboradores (2013) realizaram um estudo in vitro e in vivo cujo objetivo foi caracterizar o
perfil metabdlico dos CS. Segundo o estudo, estes compostos sofrem oxidacdo mediada por
enzimas do sistema citocromo P450 hepatico (CYP450) e posterior conjugacdo com o acido
glucurénico pelas glucuronosiltransferases (BRABANTER, et. al., 2013; FANTEGROSSI et
al., 2014).

Como exemplo, pode-se ilustrar com o caso do CS JWH-018. Sabe-se que este
composto sofre uma oxidacdo atraves das isoenzimas CYP2C9 e a CYP1A2 formando o
metabolito ativo JWH-018 4-hidroxi-indol, como apresentado na figura 13 (STRECK et. al.,
2015). A CYP2C9 é expressa no intestino, € provavel que esteja envolvida no metabolismo de
CS que sejam administrados oralmente. Ja a CYP1A2, que se encontra no pulmdo, pode ser
importante no metabolismo de CS quando estes forem inalados (FANTEGROSSI et al., 2014).

Ao passar pela reacdo de fase I, oxidacdo, o JWH-018 tem seu anel indol ou cadeia
N-alquilica oxidados, formando compostos mono-hidroxilados, que séo excretados via urinaria
na forma de conjugados glucoronideos de fase 1l (WINTERMEYER et al., 2010). Este
metabolito ativo JWH-018 4-hidroxi-indol, sofre posterior conjugacdo mediada pelas
glucuronosiltransferases, formando o respetivo conjugado glucuronideo como mostra a figura
13 (TAI E FANTEGROSSI, 2016).
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JWH-018 JWH-018 4-hidroxi-indol Conjugado glucuronideo
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CYP2C9 e CYP1A2

Figura 13 - Metabolismo do canabinoide sintético JWH-018. Fonte: Adaptado de Tai e Fantegrossi, 2016.

O JWH-200, é outro CS com metabolismo relativamente elucidado. Os metabolitos
secundarios existentes deste CS podem ser formados por hidroxilacdo e desidratacdo do
composto primario como demonstrado na figura 14 (BRABANTER et al.,, 2013). O
metabolismo de outros canabinoides da classe JWH, como o JWH-250, forma-se metabolitos
através de reacdes de: mono-hidroxilacéo e di-hidroxilacdo de residuos aromaticos e alifaticos
do composto primario; tri-hidroxilacao e desidratacdo da cadeia N-alquilica; N-desalquilacéo e
mono-hidroxilacdo (GRIGORYEV et al., 2013).
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Figura 14- Metabolismo do canabinoide sintético JWH-200, sendo M3 um dos possiveis metabdlitos formados.
Fonte: Adaptado de Brabanter et al., 2013.

Dentro da classe dos naftoilindois, CS como o PB-22 podem sofrer uma
hidroxilagdo seguida de uma carboxilagéo e posterior hidrolise do éster, formando o metabolito
1-pentil-1-OH-indol-3-acido carboxilico-N-pentandico. Do mesmo modo, o composto 5F-PB-
22 ao sofrer uma hidrdlise do éster, seguida de uma desalogenacdo oxidativa com uma
carboxilagéo, logo adiante, convertendo-se no mesmo metabolito, 1-pentil-1-OH-indol-3-acido
carboxilico-N-pentanoico (figura 15) (CASTANETO et al., 2015).
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Figura 15 - Metabolismo dos canabindides sintéticos PB-22 e 5F-PB-22, correspondendo ao 1-pentil-1H-indol-3-
cido carboxilico. Fonte: Adaptado de Castaneto et al., 2015).

O metabolismo dos CS é bastante amplo pois alguns compostos primarios podem
ser metabolizados em mais de um metabolito secundario. Por exemplo, o CS 5"- OH-JWH-018
pode ser um metabolito do JWH-018 tendo ocorrido para a formacéo deste uma 5-hidroxilacéo,
mas também pode ser um metabolito do AM-2201 por desalogenacdo oxidativa (DIAO E
HUESTIS, 2016).

4.3.4. Excrecédo
Os CS, sdo normalmente excretados por via urinaria (uma pequena parte por via
fecal), sob a forma de metabdlitos glucuronideos. A excrecdo predominante deste metabolito é

devida a presenca de mais grupos polares neste produto do que no composto de origem
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(UNODC, 2011). Portanto, em amostras de urina de consumidores de CS, havera altas
concentracdes de metabolitos glucuronideos, sendo os metabolitos hidroxilados e carboxilados
0s mais prevalentes (SEMPIO et al., 2017).

Desta forma, os CS geralmente ndo sdo detectados na forma original na urina e
somente seus metabolitos glucuronideos podem estar presentes ao serem excretados. Um estudo
realizado por Hutter et al., demonstrou que, apés o uso do JWH-018, somente o acido JWH-
018-N-pentandico, estava presente na urina a aproximadamente 0,1 ng/mL aproximadamente
48 horas ap6s um Unico uso (HUTTER, et. al., 2012).

4.3.5. Efeitos Toxicos
Como sdo agonistas dos receptores CB1, 0s canabinoides sintéticos possuem maior
afinidade aos receptores do que o THC e, por isso, seus efeitos psicotropicos sao
potencializados (FATTORE E FRATTA, 2011).
Os efeitos adversos e intoxicacdes relacionados ao consumo destas substancias,

podem ser classificados sistematicamente de acordo com o quadro 2 abaixo:

Principais efeitos toxicoldgicos relacionado ao consumo de canabinoides sintéticos

) Arritmias, cardiotoxicidade, enfarte do
Cardiovasculares o o
miocardio, bradicardia.

Pneumopatias, lesbes pulmonares nao
Pulmonares especificas, infiltrados pulmonares difusos,

hiperventilacdo ou apneia.

Digestivos Dores abdominais, disfagia, lesdes ulcerosas.

o Aumento das enzimas séricas, faléncia
Hepatotoxicos .
hepaética.

Midriase ou miose, vermelhidao (dilatacdo dos

Oftalmologicos ] .
vasos sanguineos), fotossensibilidade.

Necrose tubular aguda, nefrite intersticial
Nefrotdxicos aguda (efeitos raros), aumento da creatinina,

rabdomidlise.

Vasoespasmo cerebral, hipotensdo sistémica
Cerebrovasculares o }
com diminuicdo da autorregulacdo cerebral,
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eventos cerebrovasculares agudos, acidente

vascular cerebral.

o Paranoia. Os canabindides sintéticos tém um
Psiquiatricos ) L o
risco elevado de complicagdes psiquiatricas.

Escurecimento da pélpebra, emagrecimento e
o envelhecimento do rosto, notorio na zona das
Dermatoldgicos .
bochechas, envelhecimento precoce da pele,

acne, calvicie precoce.

Tremores, sensacdo de vertigens, ataxia,
fasciculagdes, hipertonia, hiperflexao,
hiperrefletividade, hiperextensdo, midriase,
nistagmo, discurso lento, desordem de
consciéncia, perturbacbes na  memoria,
Neurologicos confuséo, hemorragias, acidentes vasculares,
crises de epilepsia, perturbacdes cognitivas,
euforia, riso facil, percepcdo aumentada de
estimulos externos alternando com sonoléncia
e tonturas, uma diminuicdo da atividade

psicomotora e sedacgéo.

Mialgia, espasmos musculares, rigidez

Musculares
muscular.
] . Disturbios eletroliticos, hipoglicemia,
A nivel de balango energético _ )
hipertermia.

Quadro 2 - Principais efeitos toxicos dos CS. Fonte: adaptado de SANTOS, 2018.

Vardakou, et al., em seu artigo, publicado em 2010, apontou observaces feitas
através de um estudo com injecdes de doses repetidas de JWH-018 em ratos. Neste
experimento, doses de 0,1 a 10mg/kg de rato, geraram estados de letargia, na concentracéo de
10 mg/kg, houve diminuicdo da respiracdo e uma morte (VARDAKOU, et. al., 2010).

Em 2010, Auwarter et al., fizeram um autoexperimento, com um tipo de produto a
base de plantas, denominada de “Spice Diamond” a fim de se verificar a atividade
farmacolégica do CS em questdo. Foi fumado um cigarro contendo 0,3 g de “Spice Diamond”

e varias amostras de sangue e urina foram coletadas. Em aproximadamente 10 minutos apds o
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uso, efeitos como vermelhiddo da conjuntiva foram notados, aumento dos batimentos cardiacos,
depressao e distor¢do da realidade. Esses efeitos duraram por cerca de 6 horas ap0s o uso, além
de ainda serem percebidos durante todo o dia seguinte (AUWARTER et. al., 2010). Pode-se
considerar este autoexperimento como tendencioso, uma vez gque a mesma substancia pode
reagir de diferentes maneiras em cada organismo.

Em casos fatais, foram detectadas concentragdes de substancias no sangue dos
seguintes canabinoides sintéticos: 0.1-199 ng/mL para o JWH-018, 0.1-68.3 ng/mL para o
JWH-073, 12 ng/mL para o AM-2201, 1,1-1,5 ng /mL para o 5SF-PB-22, ¢ 12.4 ng/ml para o
MAM-2201 (HARRIS et al., 2012).

4.4. Consumo de CS no Brasil e no Mundo

Com o aperfeicoamento das técnicas laboratoriais capazes de sintetizar e modificar
as estruturas quimicas de moléculas ja existentes, novas substancias tém sido identificadas e
apreendidas em diversas partes do mundo. Entre 2005 e 2011, 164 novas substancias
psicoativas foram notificadas. Em 2011 foi detectado, pelo terceiro ano consecutivo, um
namero recorde de novas substdncias na Europa: 49, contra4lem 2010 e 24 em 2009
(EMCDDA, 2012) (figura 16).
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Figura 16 - Comparacdo entre 0s principais grupos de novas substancias psicoativas identificadas por meio do
mecanismo de alerta rapido desde 2005, na Europa. Fonte: adaptado de EMCDDA, 2012
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Dados disponiveis através do relatorio anual da EMCDDA, em 2012, mostram que
a maioria das novas substancias psicoativas que surgem no mercado europeu de drogas ilicitas
sdo sintetizadas fora da Europa, sendo a China e, em menor grau, a india os seus principais
paises de origem (EMCDDA, 2012).

A prevaléncia do consumo dos CS é maior nos Estados Unidos da América (EUA).
Um estudo realizado em 2014 nos EUA, por essa mesma institui¢do, intitulado de “Monitoring
the Future”, mostrou que o consumo entre estudantes de 17/18 anos foi de 5,8%,
comparativamente aos valores de 2013, que eram de 7,9%, e de 2012, de 11,3% (EMCDDA,
2017). Entre os militares americanos, a prevaléncia foi de 1,4% (290 amostras de urina positivas
para CS, em um total de 20.017 amostras analisadas, por um periodo de 1 ano, entre 2011 a
2012) (BOISSELIER, 2017). Foi apontado que alguns militares fumam CS para se evitar a
deteccdo em exames antidoping de rotina (CASTANETO et al., 2014).

Ainda de acordo com pesquisas realizadas pelo EMCDDA, na Europa, mais
precisamente no Reino Unido, os valores encontrados foram de 0,2% em 2010/2011 e 0,1% em
2011/2012. Na Espanha, em 2014, o consumo de drogas entre a populacdo estudantil dos 14
aos 18 anos identificou niveis reduzidos de consumo de produtos como o “Spice”, com taxas
de prevaléncia de 0,8 % para consumo ao longo da vida (EMCDDA, 2017). Na Noruega, 16
casos de CS foram detectados em um total de 726 amostras de sangue coletadas de motoristas
noruegueses, durante 7 semanas.

Na Franca, os valores de consumo dos canabinoides sintéticos situam-se entre 1%
e 1,7%, mostrando uma diferenca significativa em relacdo aos EUA (SANTOS, 2018). A faixa
etaria que mais se consome essas substancias corresponde as idades abaixo de 35 anos.
Geralmente os usuarios sdo do sexo masculino, que normalmente frequentam casas noturnas e
possuem maior acesso a internet, onde o comércio de canabinoides sintético ocorre com maior
facilidade (EMCDDA, 2017).

Ja na Turquia, o Instituto de Medicina Forense do pais, salientou que canabinoides
sintéticos estavam dentre os narcoticos mais comuns confiscados pela policia entre os anos de
2016 e 2017 (MATROUK et al, 2019). Na Italia, durante investigacGes de amostras de urina
positivas para canabinoide sintético, em 52,6 % (10 de 19 amostras) havia a presenca de
metabolitos de JWH-073 e em 47,4% (9 de 19 amostras) foi constatada a presenca de
metabolitos secundarios de JWH-250 (GURDAL et al. 2013). Foi apresentado por Cho et al.,
(2019) que na Coreia do Sul os canabinoides JWH-019, JWH-122, JWH203, JWH-250 E AM-
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2201 séo encontrados desde 2009. No Japéo, o CS AB-CHMINACA foi detectado pela primeira
vez em 2013 (CHO et al, 2019).

Por fim, no Brasil, Clarice Sandi Madruga, psicologa e professora afiliada da
disciplina de Psiquiatria da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo
(EPM/UNIFESP), coordenou o Global Drugs Survey (GDS) e, durante o estudo realizado em
2015, com a participacdo de 107.624 pessoas, foi detectado pela primeira vez o uso de JWH-
018 no Brasil (SEMEAR, 2020). As prevaléncias mais altas foram observadas entre o0s
individuos do sexo masculino, de 25 a 34 anos, solteiros, com niveis mais elevados de educacédo
e maior renda. Observa-se mudanca de faixa etaria, sendo os mais jovens, com idade entre 15
e 24 anos, os maiores consumidores (LARANJEIRA, et. al., 2016).

De acordo com 0 aumento do consumo de CS em territdrio brasileiro, a ANVISA,
orgao responsavel pela fiscalizacdo da producéo e consumo de produtos no Brasil, incluiu
a substancia JWH-018 na lista “F2” (Lista das Substancias Psicotropicas de Uso Proscrito no

Brasil), como sendo o primeiro canabinoide sintético proibido no Brasil (ALVES, et al. 2012).

4.5. Meétodos de andlise para detecgédo de CS

Considerando o numero crescente de novas substancias sintetizadas, consumo e
potencial efeito toxico, é imprescindivel o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de
analise qualitativa e quantitativa que permitam o isolamento e identificacdo dos CS. O fato
dessas substancias estarem em constantes modificacGes quimicas, representa um contratempo
para os laboratérios de toxicologia (MAZZARINO et al, 2014).

Essa diversidade nas modificacfes quimicas e a frequéncia com que isso ocorre, faz
com que os CS sejam compostos particularmente dificeis de se detectar e monitorar. No entanto,
0 seu consumo tem causado um elevado niumero de intoxicagdes graves e até mesmo de mortes,
algumas das quais resultantes de intoxicagcdes em massa. Portanto, para uma investigacdo
toxicologica post mortem, quando houver histérico de abuso de drogas, é essencial constar no
laudo a presenca ou auséncia de CS, a fim de se concluir se este foi a causa ou contribuiu para
tal desfecho (LABAY et al., 2015). Outrossim, analises toxicologicas no ambito da fiscalizacédo
rodoviaria sdo de grande relevancia, uma vez que motoristas que fazem uso deste entorpecente,
podem se apresentar confusos, lentos e desorientados (CHASE et al., 2016).

As matrizes bioldgicas utilizadas para essas analises sdo: sangue total, urina, fluido
corporal, soro e cabelo (SANTOS, 2018). Elas devem ser cuidadosamente selecionadas,

colhidas, armazenadas e pré tratadas, a fim de se evitar que contaminantes interfiram nos
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resultados (SEELY, et al., 2012). Além disso, deve-se atentar também para o fato de que o
tempo entre a coleta e o processamento da amostra pode resultar na deterioracdo do material e
acarretar possiveis erros nas analises amostrais (AIRES, et. al., 2015).

4.5.1. Matrizes bioldgicas

4.5.1.1. Sangue

Uma amostra de sangue nao é facilmente adulterada, portanto, o consumo recente
dos canabinoides sintéticos pode ser detectado com certa facilidade, apesar da coleta ser mais
invasiva, em relacdo a outras amostras como a urina, por exemplo (KERRIGAN, 2011). Em
contrapartida, tanto o composto principal quanto os secundarios, podem ser identificaveis
(BERANKOVA et al., 2006). Um estudo realizado por Seely e colaboradores, apontou que
nesta matriz, alguns CS das subclasses dos naftoilindois, ciclohexilfenois e benzoilindois,
possuem meia-vida curta, indicando que o uso do sangue € mais apropriado em casos de
intoxicacdo aguda. (JAGER, et al., 2012; SILVA, 2017).

A amostra de sangue pode ser avaliada na forma de sangue total, plasma (que
constitui do sobrenadante obtido do sangue adicionado de anticoagulante, com o contetdo
precipitado) ou o soro (que constitui o plasma sem os fatores de coagulacéo, podendo ser obtido
pela centrifugacdo do sangue jad coagulado). Se o objetivo da analise compreender a
quantificacdo da droga € mais indicada a avaliacdo em amostra de sangue total, pois as drogas
apresentam diferentes afinidades por proteinas e uma vez que apresentam consideravel
afinidade, podem ser descartadas se investigadas apenas em amostra de plasma ou soro.
(BORDIN et al., 2015

4.5.1.2. Urina
A urina € a matriz mais tradicional e utilizada por ser de facil coleta, com
possibilidade de uma amostra de grande volume (KERRIGAN, 2011). E um ultrafiltrado do
sangue formado continuamente pelos rins a partir do qual foram reabsorvidas substancias
essenciais a0 metabolismo do organismo, como glicose, aminoécidos e agua. E composta de
substancias quimicas organicas como ureia, acido Urico e creatinina e inorganicas como ions
cloreto e sodio, dissolvidas em agua (BULCAO et al., 2012).
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Como vantagem dessa matriz, pode-se citar a presenca de muitos metabdlitos uma
vez que os CS sdo biotransformados rapidamente em metaboélitos secundarios, por isso, através
da urina, se consegue diferenciar diferentes metab6litos, quando dois ou mais compostos
primarios com estruturas quimicas semelhantes, como é o caso do JWH-015 e JWH-073 (figura
17). O periodo de deteccdo é somente apds a metabolizacéo e, dependendo do método, uma
etapa adicional na anélise, hidrdlise - que pode ser enzimatica e que € extremamente cara, ou
alcalina, que apesar de mais barata apresenta maior degradacdo de compostos menos estaveis,
pode ser necessaria, mas representa um risco para a deteccdo dos CS. Nao é uma boa opcao
para realizar experimentos de toxicocinética pois para fazer amostragem de varios tempos de
coleta, o voluntério terd que urinar em intervalos muito curtos, como de 5 em 5 minutos, e se
isso ndo ocorrer de maneira padronizada em todos 0s voluntarios pode inviabilizar o estudo
(MAZZARINO, et al. 2014; CLAUWAERT et al., 2001).

JN\H U W 0
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@) (b)
Figura 17 - Estruturas dos canabinoides sintéticos a) JWH-015 e b) JWH-073. Adaptado de Pubchem.

4.5.1.3.Fluido Oral
Fluido oral é uma mistura de células da mucosa bucal, restos de alimentos, e saliva,
secretada pelas glandulas presentes na mucosa bucal (BORDIN, et. al., 2015). Apesar da
facilidade de ser coletada (podendo ser por expectoracédo), conferira resultado positivo somente
ap0Os consumo recente da substancia (ELSOHLY et al., 2011). Quando os CS sdo ingeridos por
via oral ou inalados através de cigarros ou vaporizadores, podem ser detectados em altas
concentragcdes apoOs uso recente uso devido ao farmaco residual na cavidade oral. Sob estas

circunstancias, a interpretacdo pode ser afetada, porque a concentra¢do encontrada no fluido
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oral pode ndo refletir a concentragdo da droga no sangue (CROUCH, 2005). Além disso, a
composicdo do fluido oral pode ser afetada por muitos fatores, incluindo restos alimentares e
doencas bucais.

4.5.1.4.Cabelo

O cabelo apresenta uma larga janela de detecgédo, que possibilita detectar o tempo
estimado do consumo de determinada droga. E uma coleta nfo invasiva, de facil obtencéo, e
necessita de poucos cuidados no transporte e armazenamento. Porém, ndo é possivel detectar o
uso recente, de até uma semana, devido ao processo de incorpora¢do na matriz queratinizada
que pode levar dias (BORDIN et al., 2015; COSTA, 2008).

Segundo Pragst e Balikova (2006), a incorporacdo de CS em cabelos ocorre da
seguinte maneira: essas substancias adentram no cabelo por meio de difusdo passiva dos
capilares sanguineos para as células da matriz e para fim da zona de queratinizagao do foliculo
capilar. Podem passar tambem do suor e sebo da pele ao cabelo por meio de difusao (PRAGST;
BALIKOVA, 2006; BORDIN et al., 2015; COSTA, 2008).

Antes de ser analisada, a amostra passa por algumas etapas de descontaminacao,
que normalmente é realizada através de lavagens com agua e solventes organicos (BORDIN,
2015). O uso de tinturas, tratamentos cosméticos como descoloracdo e permanentes podem
afetar a estabilidade e retencdo das drogas na matriz, pois estes causam danos a fibra capilar
(GORDO, 2013; SILVA, 2017).

Amostra
Saliva Urina Sangue Cabelo
Coleta Nao invasiva Nao invasiva Invasiva M3o invasiva em
Quantidade de amostra 1-5mL > 50mL até 10mL media 100mg
Velocidade na coleta minutos minutos minutos minutos
Possibilidade ) ) )
_ baixa alta baixa baixa
de adulteragao
Concentragao de droga baixa média a alta média a alta Baixa
baixa, . alta, em média
Janela de detecgio semelhante moderada, mais alta baixa semanas e meses
ao sangue que a do sangue antes da coleta

Tabela 1 - Comparacgdo entre as matrizes bioldgicas. Fonte: adaptado de COSTA (2008); BORDIN et al. 2015.
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45.2. Pré-tratamento das amostras

As amostras bioldgicas sdo constituidas de varios componentes enddgenos que
podem adsorver de forma irreversivel junto a fase estacionaria da coluna cromatogréfica,
diminuindo a eficiéncia da separa¢do e reduzindo a resposta analitica. Desse modo, a etapa de
preparo de amostra visa a eliminacdo de grande parte dos componentes enddgenos e a pré-
concentracdo dos analitos, quase sempre presentes em niveis de tracos (GRECCO, et. al., 2018)

Uma etapa de pré-tratamento em um estdgio inicial do processo analitico é
fundamental, uma vez que as amostras bioldgicas contém proteinas, sais, bases, lipidios,
carboidratos e/ou compostos organicos, as vezes quimicamente similares aos analitos, que
devem ser removidos. Esses compostos naturalmente compdem a matriz, mas podem interferir
no resultado, conferindo uma conclusao inexata e imprecisa (ROSADO, et al.,2018). Por outro
lado, os analitos podem estar em concentragfes muito baixas na amostra, sendo muitas vezes
necessaria a escolha de procedimentos de preparo que, além de efetivos na eliminacdo de
interferentes majoritarios, sejam também capazes de pré-concentrar os analitos (KATAOKA,
et. al., 2002)

Os procedimentos mais comumente realizados nesse estagio inicial sdo precipitacdo
de proteinas, hidrolise enzimatica, extragdo liquido-liquido, extracdo liquido-liquido assistida

por salting-out e extracdo em fase sélida (SANTOS, 2018).

4.5.2.1. Precipitacdo de proteinas (PPT)

Em se tratando de matrizes como sangue total, soro e plasma, este procedimento é
bastante utilizado mesmo ndo removendo completamente as interferéncias por ser uma técnica
rapida e simples (ALDLGAN et al., 2016). Para se analisar CS o0s solventes precipitantes mais
utilizados sdo acetonitrila e os acidos perclorico e tricloroacéticos, sendo que a acetonitrila
apresenta uma recuperacao de 80% da amostra (WOHLFARTH, et al., 2014; POLSON, et al.,
2003).

Essa precipitacdo de proteinas em matrizes biologicas se da pelo fato de que a
solubilidade das proteinas em solventes organicos, como a acetonitrila, € menor do que em
agua, pois a capacidade de interacdo com as particulas de soluto ¢ diferente para cada solvente.
A grandeza que mede a capacidade de interacdo do solvente com o soluto é denominada
constante dielétrica e a &gua apresenta constante dielétrica bastante elevada (aproximadamente
80). Numa solucdo contendo, exclusivamente, agua e moléculas protéicas tera interacdo agua -

proteina e interacdo proteina-proteina. Os solventes orgéanicos apresentam valor de constante
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dielétrica bem inferior & da agua, isso proporcionard uma maior interagdo proteina-proteina
levando a sua precipitacdo (SOLOMONS, 2012).

Além de proporcionar um extrato limpo, acetonitrila € o solvente mais utilizado
como um dos constituintes da fase mével em cromatografia liquida e compativel com a detecgéo

por espectrometria de massas. (GRECCO et. al., 2018)

4.5.2.2 Hidrdlise enzimética

Técnica obrigatéria em se tratando de amostras de urina quando analisada por
espectrometria de massas, a fim de se detectar metabdlitos de fase I, ja que os canabinoides
sintéticos, quando metabolizados sdo, em sua maioria, glucoronizados, principal reacdo de fase
I1 em seu metabolismo (DIAO E HUESTIS, 2016). A hidrdlise enzimatica permite a hidrélise
dos glucoronideos presentes na urina, resultando, com isso, na determinacdo de seus
metabélitos (BORG, et al, 2016; SIMOES, et al., 2014).

De acordo com Sempio et al., além da hidrolise enzimatica, pode-se usar uma
hidrolise alcalina, posteriormente, apesar de estar caindo em desuso ultimamente. Essa etapa
subsequente, tem como funcdo a quebra das ligacGes éter existentes nos glucoronideos
canabinoides. A hidrolise alcalina normalmente é feita com hidroxido de sodio ou hidréxido de
potassio, ja a hidrdlise enzimatica, tem como principal enzima empregada a B-glucoronidase
(SEMPIO et al., 2017).

A enzima B-glucuronidase (GUSB) pertence a familia das hidrolases glicosidicas 2
(GH2) onde estdo inseridas a [-galactosidase ¢ B-manosidase (HASSAN et al., 2013). Esta
enzima catalisa ligacdes glicosidicas, hidrolisando ligacGes O-glicosil e S-glicosil entre dois ou
mais carboidratos ou entre uma porcéo de carboidrato e ndo carboidrato de glicoproteinas,
oligossacarideos de glico-conjugados (WERNER et al., 2010; MEGAZYME, 2019). Além
disso, catalisa varios substratos como glicosaminoglicanos e outros conjugados de agucar de
acido glucurénico de uma variedade de compostos para produzir &cido glucurdnico e um alcool
(BURCHETT et al., 2015).

Segundo Junior, 2019, esta reacdo ocorre quando a B-glucuronidase catalisa a
reacdo do - D- glucuronideo que reage com a agua, resultando em D-glucuronato + um alcool,

como mostra a figura abaixo:
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COOH N .
0 " p-glucuronidase COOH
0_
O, oH
OH + H:_}D
OH + ROH
OH
OH > OH
CH
p-D-glucuronideo + H,O GUSB D-icido glucurénico + alcool

Figura 18 - Reagdo catalisada pela B-glucuronidase. (Adaptada de JUNIOR, 2019).

A p-glucuronidase pode ser encontrada nas Escherichia coli e tem papel fundamental
no metabolismo, liberando os &cidos glucurdnicos dos conjugados de agucar para a producao
de energia (WALLACE et al., 2010; BURCHETT et al., 2015)

4.5.2.3.Extracéo liquido-liquido (ELL)

CS sdo altamente lipofilicos, portanto, umas das técnicas mais utilizadas para a
extragdo dessas substancias nas matrizes é a extracgdo liquido-liqguido (NAMERA et al., 2015).
Esta extracdo é considerada um procedimento muito mais eficaz em relacdo ao metodo de
precipitacdo da proteina, pois além de também remover proteinas, pode ser usado na extracdo
de diferentes compostos (ALDLGAN et al., 2016).

Essa técnica de extracdo consiste na adicdo de um solvente organico imiscivel na
amostra biologica, como por exemplo o cloroférmio, seguida de agitacdo, que favorece a
migracao do analito pelo solvente, formando duas fases liquidas separadas (NAMERA et al.,
2015). Essa técnica, também pode ser feita usando uma mistura de n-hexano/etilacetato (90:10)
ou ainda apenas hexano (ZNALEZIONA et al., 2015).

A escolha do solvente é baseada de acordo com sua polaridade, uma vez que 0s
solventes polares extraem analitos polares com maior eficiéncia, quando comparados com a
extracdo dos analitos apolares. Desta forma, para que um grande namero de analitos, tanto
polares quanto apolares, sejam extraidos, é importante que haja combinagdo de solvente com
varias polaridades (JARDIM, 2010). Para minimizar esses problemas de solubilidade, na
década de 90, Alpert introduziu a cromatografia por interac@es hidrofilicas (HILIC, do ingles
hydrophilic interaction chromatography). A HILIC é uma modalidade de separacdo na qual é
empregada uma FE mais polar do que em RP-HPLC e com pouca concentracdo de dgua ou
tampao, sendo normalmente > 70% em solvente organico, tipicamente acetonitrila. Dessa

forma, ha a possibilidade de se explorar diferentes perfis de seletividade, 0 que permite a sua
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aplicacdo em cromatografia liquida bidimensional abrangente com a finalidade de fornecer um
maior poder de separacgéo e distribuicdo dos analitos (SILVA, et. al., 2015).

Outra caracteristica importante é que o solvente deve ter alta pureza, pois a ELL €
atécnica analitica mais utilizada na rotina toxicoldgica, em que o preparo da amostra é essencial
nas analises cromatogréficas. Ser imiscivel em &gua, apresentar baixo ponto de ebuli¢do, para
que possa ser eficientemente removido no final do processo de extracdo, e baixa viscosidade,
para possibilitar a perfeita interacdo com a matriz da amostra (DORTA, et. al., 2018;
OLIVEIRA, et. al., 2005).

Por fim, em alguns casos, o valor da constante de distribuicdo, KD, entre as fases
pode ser aumentado pelo ajuste do pH, para prevenir a ionizacdo de &cidos ou bases, pela
formacdo de par ibnico com solutos ionizaveis, pela formacdo de complexos lipofilicos com
jons metalicos ou pela adicdo de sais neutros, para diminuir a solubilidade de compostos
organicos na fase aquosa (STRELAU, 2006)

4.5.2.4.Extracéo liquido-liquido assistida por Salting-out (SALLE)

Em um procedimento tipico SALLE, um solvente organico miscivel em dgua e uma
solucéo concentrada de sal séo adicionados a matriz bioldgica contendo o analito de interesse.
Quando a concentracdo salina se torna muito alta, ocorre a diminuicdo da solubilidade das
moléculas do solvente na fase aquosa, levando a formacdo de um sistema bifasico. Este
fenomeno ¢ frequentemente chamado de “separagao de fases induzida por sal” (GRECCO et.
al., 2018). Com a formacdo desse sistema bifasico, os analitos migram da fase aquosa em
direcdo a fase organica. Dependendo do solvente, o extrato organico obtido pode entdo ser
injetado diretamente no sistema cromatografico principalmente junto a cromatografia liquida
por interacdo hidrofilica (HILIC), ou na cromatografia liquida em fase reversa por simples
diluicdo com solucdo aquosa ou solucdo tampdo (GRECCO et. al., 2018; MATOS, 2016;
CASTANETO et. al., 2015)

O que diferencia esta extracdo da extracao liquido-liquido, é que esta utiliza agua e
solventes organicos misciveis com agua, induzindo a separacdo de fases pelo efeito Salting-out
(RAMOS, 2014). Neste processo, adiciona-se um eletrélito, normalmente o cloreto de sédio e
carbonato de calcio, a uma solucdo aquosa, de forma que modifiqgue o coeficiente de
distribuicdo do soluto, alterando, com isso as forcas de solvatacao entre este e a agua (RAMOS,
2014).
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Como foi citado por Tang e Weng, em seu artigo, a técnica por Salting-out mostrou-
se capaz de extrair uma infinidade de compostos, dentre eles os compostos polares de dificil
extracdo por liquido-liquido e extracdo de fase solida. A grande vantagem, é o uso reduzido de
solventes, ao se comparar com as demais técnicas, além de ndo necessitar de agitacdo vigorosa,

uma vez que o solvente é miscivel em agua (TANG E WENG, 2013).

4.5.2.5. Extragdo em fase solida (SPE)

E uma técnica de preparo de amostras de grande importancia, que esta
rotineiramente sendo empregada na extracdo de CS em matrizes complexas como sangue e seus
derivados, cabelo, urina ou amostras de tecidos (hepatico, renal, cerebral, disponiveis em
analises toxicoldgicas post-mortem) (ALDLGAN, et. al., 2016). Essa importancia justifica-se
pelo fato de que a SPE viabiliza a realizagdo simulténea dos processos de purificacdo (cleanup)
e pré-concentracdo (ou enriquecimento) do analito, por possibilitar a passagem de grande
volume de amostra através da fase extratora polimérica, que ira reter seletivamente os analitos
de interesse, tornando possivel a passagem de interferentes da matriz, que serdo descartados.
Os analitos retidos poderdo, entdo, ser eluidos utilizando-se pequena quantidade de solvente de
eluicdo (OLIVEIRA, et. al., 2005).

E uma técnica baseada no principio de separacdo & base de afinidade como
cromatografia em fase liquida, consistindo na separacdo liquido-sélido. Nas etapas dessa
técnica incluem-se retencao e eluicdao de analitos do fluido bioldgico, remocéo de interferentes
e concentracao da amostra. Tradicionalmente a SPE esta disponivel nos modos de fase normal,
de fase reversa e de troca ibnica; no entanto, um dos formatos mais utilizados € o de fase reversa
(BORDIN, et. al., 2015).

A fase reversa baseia-se na interacdo dos analitos com carater polar presentes em
meio aquoso (como urina e sangue) e uma fase extratora apolar. A interacdo entre a fase apolar
e a fase sdlida ocorre por ligacdes de Van der Waals, sendo utilizados solventes organicos
apolares para eluicdo dos analitos retidos. Atualmente, fases extratoras poliméricas estdo
disponiveis comercialmente e sdo preparadas, por exemplo, a partir de monémeros de N-
vinilpirrolidona e divinilbenzeno, que proporcionam bons rendimentos e extratos limpos
(OLIVEIRA, et. al., 2005). Os analitos contidos numa matriz aquosa séo extraidos, juntamente
com os compostos interferentes, apds passarem por um cartucho contendo um sélido sorvente
(BORDIN, et. al., 2015; DIAO, 2016, MATOS, 2016; ALDLGAN et al., 2016).
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O fator de concentracdo é obtido pela razdo entre o volume inicial de amostra
aplicado no cartucho e o volume final de solugdo concentrada. A concentragdo pode ser
aumentada por um fator de 100 a 5000, tornando possivel a analise qualitativa e quantitativa a
nivel de tracos (JARDIM, 2010).

Apds a aplicacdo da amostra no cartucho, ocorre a lavagem da coluna com solventes
para remocdo de interferentes, onde ficara retido na fase extratora ndo apenas os analitos
desejados, mas também alguns interferentes, que serdo eliminados nesta etapa do processo. Para
lavagem, € possivel utilizar agua, solucbes tampéo, acidos ou bases diluidas ou, ainda, um
solvente organico polar, como metanol ou acetonitrila. E fundamental que a solugo utilizada
na lavagem da coluna tenha forca suficiente apenas para eluir os interferentes, mantendo os
analitos retidos na fase sélida. Apos a lavagem, a fase extratora deve ser seca pela passagem de
ar atraves da fase extratora (de 2 a 10 min de vacuo), para que, todo o residuo de &gua ou tampao
seja, retirado (OLIVEIRA, et. al., 2005)

Por dltimo se tem a fase de eluicdo e coleta dos analitos. Esta etapa geralmente
utiliza pequeno volume de solventes organicos para arrastar as substancias, até entdo retidas na
fase extratora. O solvente utilizado na elui¢do depende das caracteristicas da fase extratora e do
analito que esta sendo extraido. Os solventes organicos utilizados na eluicdo evaporam, e 0
residuo desta evaporacao € reconstituido com um pequeno volume de solvente adequado para
0 método de analise empregado (SANTOS, 2018; ZNALEZIONA et al., 2015)

Comparando-se com a ELL, esta técnica é mais vantajosa pois apresenta um menor
consumo de solvente organico, ndo formacdo de emulsGes, facilidade de automacdo, altas
porcentagens de recuperacdo do analito, volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de
aumentar seletivamente a concentracdo do analito e disponibilidade comercial de muitos
equipamentos e sorventes para extracdo de fase solida (BORGES, et. al. 2007). Em
contrapartida, apresenta como desvantagens o tempo elevado de analise, os altos custos dos
cartuchos e dos dispositivos comerciais e, eventualmente, a dificuldade em selecionar o
sorvente adequado para a aplicacdo desejada. Além disso, 0s cartuchos sao utilizados uma Unica
vez e, geralmente, ha baixa reprodutibilidade de lote para lote de cartucho (NOVAKOVA, et.
al., 2009; ZNALEZIONA et al., 2015; ALDLGAN et al., 2016).
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Tampio Amostra Tampio Solvente de
solvente polar (A+Pi+]) solvente polar eluicdo (apolar)

Figura 19 - Esquema mostrando as etapas da extracdo em fase solida. A: analito; Pi: padrdo interno; I: interferentes
da matriz. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, et. al., 2005.

4.5.3. Métodos de confirmacao

Laboratorios de toxicologia necessitam sempre se reinventar em relacdo aos métodos de
confirmag&o, principalmente em relagéo aos canabinoides sintéticos, pelo fato de que novas
drogas sintetizadas podem ndo ser detectadas pelos métodos analiticos tradicionais
(WOHLFARTH, et al., 2014). Havendo alguma suspeita de abuso desta droga, deve-se realizar
um metodo de confirmacdo especifico. Dentre os descritos na literatura para se detectar CS,
encontram-se a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e a cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massa.

4.5.3.1.Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)

A cromatografia gasosa é uma técnica em que a fase movel é um gas, denominado
comumente géas de arraste. A principal funcdo desta fase é carrear os analitos volatilizados que
foram introduzidos na coluna cromatografica mediante um sistema de injecao. Por serem gases
inertes, as moléculas da fase movel, ndo apresentam afinidade pelas moléculas do analito com
a fase estacionaria existente dentro da coluna cromatografica. (LANCAS, 2009).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccdo, tratando-se de
uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho. O acoplamento de um
cromatografo com o espectrdmetro de massas combina as vantagens da cromatografia (alta
seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencédo
de informac&o estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade) (VEKEY, 2004).

(Figura 20). Na CG, podem ser utilizadas colunas capilares, neste caso, o sistema de
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bombeamento do espectrdmetro de massas é capaz de captar todo o eluente da coluna.
(CHIARADIA, et. al., 2008).

Existem dois métodos de ionizacdo empregados em CG-EM: por impacto de
elétrons (IE) e a ionizagdo quimica (1Q). Na IE o analito de interesse, em fase gasosa, é
bombardeado com elétrons de alta energia (geralmente 70 eV). As moléculas do analito
absorvem esta energia desencadeando varios processos, dentre 0s quais 0 mais simples é aquele
em que o analito é ionizado pela remocdo de um Unico elétron (M™). Este processo requer
tipicamente 10 eV e o restante da energia gera fragmentacdo dos analitos (ARDREY, 2003;
SMERAGLIA, et. al., 2002; HAGER, et. al., 2003; CHIARADIA, et. al., 2008)

Ja a 1Q é a técnica que foi desenvolvida especialmente para aumentar a producdo
do ion molecular e reduzir as fragmentacgdes associadas a ionizagdo por elétrons. Nesta técnica,
as moléculas do analito, em fase gasosa, sdo introduzidas na camara de ionizacdo do
espectrometro de massas, que contém um gas reagente. Esta mistura (moléculas do analito mais
gas reagente) é bombardeada com elétrons, assim como na IE. Mas, como 0 géas reagente esta
em excesso em relacdo ao analito (geralmente em proporcdo maior que 1000:1), ele ¢ ionizado
quase que exclusivamente e passam a ocorrer reacdes entre os ions em fase gasosa do gas
reagente e as moléculas neutras do analito, dando origem aos ions pseudo-moleculares do
analito [M+H]*. Por este processo ser relativamente de baixa energia, quase ndo é observada
fragmentacdo (ARDREY, 2003; SMERAGLIA, et. al., 2002; HAGER, et. al., 2003;
CHIARIDIA, et. al., 2008; ALDLGAN E TORRANCE, 2016).

Ha

Espectrémetro de massas

Cromatagrafo

-romatograma
de ions tolais

Espectro de massas

Figura 20 - Esquema de cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas. Fonte: Adaptado de VEKEY
et. al., 2004.



47

A temperatura da coluna é uma variavel importante para se obter boa resolugéo.
Nesse sentido, usa-se a programacdo de temperatura, na qual a temperatura da coluna é
aumentada a medida que a separagdo se processa, de tal forma que os compostos mais
fortemente ligados a FE possam sair no cromatograma em tempos aceitaveis, sem que a
resolucdo dos sinais dos compostos mais volateis seja comprometida (HARRIS, 2012).

Desta forma, espectros de massa tipicos para CS especificos obtidos por GC/MS,
estdo representados na figura 21. A fragmentacao da subclasse dos CS naftoilindoles tém sido
bem estudadas para a identificacdo por GC-MS, logo, a identificacdo é facilitada pela
comparagdo dos espectros com bancos de dados laboratoriais (ZAITSU et. al., 2011).

A tentativa de identificacdo de CS pode ser um pouco dificultada, porque espectros
de massa semelhantes, porém de substancias diferentes podem ser obtidos por GC-MS. Isso
ocorre devido a constante substitui¢do de grupos funcionais, como anel aromatico, por exemplo,
levando a modificacdo do CS, gerando substancias ainda ndo cadastradas em bancos de dados.
Além disso, a identificacdo de ciclopropil ou anélogos de éster, como UR-44 ou QUPIC,
geralmente ndo sdo possiveis porque o ciclopropil e analogos sdo instaveis ao calor e séo
facilmente degradados na porta de inje¢éo do instrumento GC (ERNST, et. al., 2012; IBANEZ,
et. al., 2013; GRIGORYEV, et. al.,2013; TSUJIKAWA, et. al., 2014).

Um exemplo da utilizacdo destes bancos de dados para CS especificos obtidos por
GC/MS, foi descrito no site do Instituto-Geral de Pericias, do Rio Grande do Sul (IGP-RS)
datado do dia 27 janeiro de 2021. Uma droga com efeito semelhante a maconha, comercializada
sob a forma de um pequeno selo de papel, foi identificada pela primeira vez no Rio Grande do
Sul pelo Departamento de Pericias Laboratoriais do IGP. A amostra apreendida foi diluida e
depois analisada por CG-EM. Por exigéncia do padrdo de qualidade seguido pelo IGP/RS, é
necessario comparar a amostra com um exemplar de referéncia, sem impurezas — o chamado
padrdo analitico. O padrédo acabou sendo fornecido pela Policia Federal, que ja havia feito esse
trabalho em Brasilia, por fim, a substancia foi identificada como o CS 5F-MDMB-PICA.
(IPG/RS, 2021).
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Figura 21 - Espectros de massa tipicos de canabindides sintéticos obtidos por GC-MS: a) JWH-018, b) RCS-4, ¢)
JWH-250, d) AM-1220, e) THJ-018. Fonte: Adaptado de NAMERA et. al., 2015.

4.5.4.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS)
O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia com a espectrometria de
massas (LC-MS) é uma ferramenta analitica de grande aplicabilidade, pois combina a
capacidade de separacdo de diferentes compostos da cromatografia liquida (LC) com a

capacidade de analisar massas da espectrometria de massas (MS) (GRIGORYEV et. al., 2004).
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A espectrometria de massas fundamenta-se na medida da massa de ions
provenientes de analitos em fase gasosa e determinados como uma relagdo massa-carga (m/z)
(PITT, 2009). De forma geral, espectrometros de massas fornecem identificacdo do (s)
composto (s) em estudos por meio da determinacdo da massa molecular, da composicéo
elementar e da composicdo isotopica dos elementos, bem como informacdo estrutural por
experimentos de fragmentacdo (ROSSI, et. al., 2001; ARDREY, 2003).

E possivel explorar as capacidades analiticas do LC e do MS, resultando em maior
rapidez nas andlises, na possibilidade de avaliar a pureza das bandas cromatogréaficas, na
capacidade de analisar compostos com retencdo cromatogréfica idéntica ou similar e na
obtencdo de elevada sensibilidade, possibilitando a deteccdo de compostos em baixas
concentragdes (pico e fentogramas) (ARDREY, 2003; NIELSEN, 2007). Na figura 22, é

representado esquematicamente este sistema.

Solvente
N
/) Espectrometro de massa
Cotlunq i
cmmca_, I : Analisador —|D
Eome de ions de massa etector

Regiao de alto vacuo (10'5 a 10'8 mbar)

Figura 22 - Representacgdo esquematica de um sistema LC-MS. Fonte: Adaptado de GRIGORYEYV et. al., 2004

As fontes de ionizacao mais utilizadas nos sistemas

LC-MS sdo a fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI), ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI). Estas fontes diferem quanto
a0 processo em que os ions sdo formados e, consequentemente, na sua aplicagdo, como aponta

0 quadro abaixo:
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Interfaces API Vantagens Desvantagens
ESI - Analise de compostos: - Ndo é aplicado a compostos
v/ média e alta polaridade; apolares;
v’ de baixa e elevada massa | - Processo  de ionizacdo
molecular; influenciado pela presenca de
- Formagdo de ions mono e | aditivos e solucdo tampao;
multicarregados. - Ideal para cromatografia no modo
- Vazdes nL/min até 1 mL/min reverso de eluicdo
APCI - Andlise de compostos: - Baixa eficiéncia de ionizag¢do em
v média a baixa polaridade; baixas vazoes.
v/ massa molecular < 1.000 Da. | - N&o aplicAvel a compostos
- Altas vazdes (até 2 mL/min). termicamente instaveis.
- Maior tolerancia a concentracdo | - Nao forma ions multicarregados.
de aditivos e solugédo tampao.
- Permite o uso de solventes nédo
polares.
APPI - Analise de compostos: - Baixa eficiéncia de ionizagdo a
v’ apolares e de média | altas vaz0es.
polaridade; - Nao aplicavel a compostos
v" massa molecular < 1.000 Da. | termicamente instaveis.
- Alta sensibilidade para compostos
com alta afinidade por prétons.
- Menor susceptibilidade a
supressao ibnica.
- Alta eficiéncia em baixas vazdes
(100 - 200uL/min).
- Permite o uso de solventes nédo
polares.

Quadro 3 - Quadro 3 - Caracteristicas gerais das fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica (ESI, APCI e APPI).
Fonte: Adaptado de GRIGORYEV et. al., 2004.

Na grande maioria dos trabalhos publicados sobre CS, ESI é o método de ionizacao
de escolha mais utilizado, porém APCI e APPI sdo complementares ao ESI e (teis para analises
de compostos apolares e termicamente estaveis. Além disso, pode ser usada uma tecnica de
polarity switch, concomitantemente com ESI, a fim de se monitorar ions positivos e negativos
através da mudanca de polaridade constante durante a corrida, uma vez que CS, em sua maioria
tem como propriedade fisico-quimica serem apolares (MATOS, 2016; BARBOSA, 2018).
Quanto aos analisadores de massas, 0s mais comumente empregados sdo: quadrupolo,
armadilha de ions (lon Trap, Trap), tempo de vbo (Time of Flight, TOF), Orbitrap, e
Ressonancia Ciclotronica de fons com Transformada de Fourier (Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance, FT-ICR) (BOESL, 2017).

A abordagem com MS tandem amplifica o sinal dos compostos em menor
quantidade, aumentando a especificidade e seletividade (FAVRETTO, et. al., 2013).
Recentemente, tem-se optado por utilizar o LC acoplado por MS tandem para se obter melhores

resultados, além de que se consegue a identificacdo de metabolitos em amostras de urina e de
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outros ingredientes desconhecidos pertencentes aos produtos comercializados nas embalagens
das “Design Drugs” (NEMERA, et. al., 2015). (Figura 23).
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Figura 22 — Cromatografia por LC-MS-MS do canabinoide JWH-018 e JWH—073, contidos no produto
comercial de nome “Voodoo Spice” Fonte: Adaptado de ELSOHLY, et. al., 2011.

Em 2017, foi realizado um estudo sobre CS por Pon e Fenyvesi, pelo Departamento de
Medicina Legal e Patologia da Escola de Medicina clinica, Faculdade de Ciéncias da Saude,
em Johanesburgo, Africa do Sul. O objetivo, foi detectar e quantificar, post mortem, varios
canabinoides sintéticos como: JWH-018, JWH-019, JWH-073, JWH-081, JWH-122 JWH-200,
JWH-250, AM-2201, (£) -CP 47.497, (C8) -CP 47.497, HU-211) e metabdlitos secundarios:
(JWH-018 N- (4-hidroxipentil) e JWH-073 (N- (3-hidroxibitul)) em sangue total e urina obtidas
ao longo de um periodo de 5 meses, para avaliar a prevaléncia destes canabinoides sintéticos
entre a populacéo local pds-morte (PON e FENYVESI, 2017).

As amostras de urina foram extraidas utilizando uma extracdo em fase sélida (SPE),

enquanto as amostras de sangue foram extraidas utilizando o método de extracdo liquido-
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liquido (LLE) e o método de confirmacdo utilizado foi cromatografia liquida acoplada com
espectrometria de massas de alta resolugéo (PON e FENYVESI, 2017).

Outro estudo, realizado pelo Office of the Chief Medical Examiner de Oklahoma e pelo
Instituto de Ciéncias Forenses da Universidade Central, pesquisou a estabilidade dos CS em
diferentes espécimes bioldgicas. Foram usados quatro compostos AB-Pinaca, AB-Fubinaca,
XLR-11 e UR-144. Os pesquisadores optaram por usar cromatografia liquida com
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) como técnica de analise. As amostras de CS,
foram armazenados nas seguintes temperaturas: 22°C, 4°C e -20°C, e, ap0s 0 experimento,
concluiu-se que o melhor método de armazenamento de amostras biol6gicas enviadas para
analise, deve ser congelada em -20 °C pois, todas as quatro amostras evitaram degradacdo nesta
apresentando uma melhor estabilidade (FORT, et al., 2017).

Um estudo realizado no Japdo, em 2016, utilizou GC-MS com um método de
fotoionizagdo (PI) para analisar sessenta e dois CS diferentes. Visavam comparar os resultados
de cromatografia gasosa-fotoionizagdo-espectrometria de massa com aqueles no banco de
dados contendo espectros de cromatografia gasosa-ionizacdo de elétrons-espectrometria de
massa. O objetivo deste estudo foi apontar as diferencas em informac6es fornecidas por ambas
as técnicas e como elas podem ser usadas para identificar o CS especifico presente. Com base
A técnica de GC-MS usando um método de ionizacdo de elétrons (EI) € mais usada quando
analisar canabinoides sintéticos (AKUTSU et al., 2017).

As sessenta e duas amostras de CS precisaram ser dissolvidas na preparacdo para
andlise. Cinquenta e sete foram dissolvidos em metanol a uma concentragdo de 100 ug / Ml. Os
cinco restantes, os compostos de carboxilato, foram dissolvidos em acetonitrila na mesma
concentragdo de 100 ug / mL. Vinte dos sessenta e dois canabinoides sintéticos escolhidos
também foram analisados usando 0 GC-EI-MS para fins comparativos (AKUTSU et al., 2017).

Um estudo para desenvolver um método para quantificagdo de canabindides sintéticos
em diferentes tipos de materiais vegetais foi organizado e realizado pelo Forensic Chemistry
Center do US Food and Drug Administration in Ohio. Foi desenvolvido um método amplo o
suficiente para quantificar um grande nimero de CS disponiveis. O método foi validado
especificamente para varias classes, incluindo ciclohexilfenois, naftoilindéis, benzoilindois e
fenilacetilindois. Trinta e quatro CS foram selecionados para andlise usando folhas de
marshmallow, folhas de Damiana e folhas de verbasco, essas folhas sdo as mais utilizadas para

serem pulverizadas por CS (CIOLINO, 2015).
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A técnica utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do de UV
(HPLC-UYV). Esta técnica segue os mesmos principios da cromatografia liquida, inicia-se com
a separagdo cromatografica de uma amostra liquida, isolando todos os componentes da mistura,
um detector de luz UV-Vis ¢ usado para identificar os analitos presentes. Cada analito ira
absorver luz em um comprimento de onda diferente, que € registrado e comparado com padrdes
conhecidos em um banco de dados (ZHANG & ROCK, 2016). Este método tem alta
sensibilidade e nao requer o uso de padrao interno (CIOLINO, 2015).

Esta técnica tem sido aplicada a investigacdo de CS entre os anos 2009 e 2013
(CIOLINO, 2015), portanto ¢ uma das técnicas mais recentes empregadas na detec¢do deste
tipo de substancia. O sucesso comprovado do uso de HPLC-UV para quantificar a concentragao
de CS coletados como evidéncia pode ser util para auxiliar os profissionais forenses com a
analise e ainda auxiliar profissionais da satde ao se deparar com quadros de intoxicacao aguda

com CS (BOVE, 2021)

5. CONCLUSOES

Os CS sao compostos quimicos que mimetizam a a¢do do THC, tendo seus efeitos
fisiologicos e psicoativos semelhantes a este, porem com maior intensidade e toxicidade devido
ao seu mecanismo de acdo como agonista total dos receptores canabindides CB: e CB..

Apesar de mimetizarem o THC, os CS possuem uma grande diversidade quimica o
que torna este grupo de substancias particularmente dificil de detectar, aléem disso, existem
poucos dados relativos a0 metabolismo dos canabindides sintéticos, sendo estes 0s grandes
desafios destas drogas.

As matrizes bioldgicas mais comumente utilizadas na analise e deteccdo de
canabindides sintéticos sdo sangue total, soro, fluido oral, urina e cabelo, sendo o sangue,
utilizado para quantificacdo do uso recente do CS e o cabelo, quando se pretende avaliar o0 uso
crénico da droga.

A analises das matrizes bioldgicas associadas a alta tecnologia dos métodos
cromatograficos altamente sensiveis, como a CG/MS e a LC/MS, permitem auxiliar em uma

avaliacdo qualitativa e quantitativa dessas drogas em diferentes tipos de matrizes.
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