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RESUMO

A Cannabis sativa L. d4 origem a substancia ilicita mais utilizada e traficada do
mundo, a maconha. Compreende-se por maconha as partes aéreas da planta ecas,
prensadas, preparadas como mistura para fumar. Atualmente, Cannabis sativa L.
responde por 183 milhdes dos usuarios ativos, estando em primeiro lugar no ranking
de tipos de drogas em uso no mundo. No Brasil, estima-se que cerca de 4% dos
adolescentes e 6% dos adultos ja tenha feito uso da droga. Tao preocupante quanto
os dados sociais, o trafico de maconha é amplamente difundido em todos os
continentes. Em 2014, o Departamento da Policia Federal (DPF) apreendeu mais de
200 toneladas de maconha em territério nacional. A producdo da droga
profissionalizou-se, necessitando que a forca policial e a ciéncia forense investissem
em metodologias capazes de rastrear a sua origem. Objetivos: analisar o perfil
quimico de amostras de canabis e de maconha apreendidas pela Policia Federal e
analise de seus possiveis diluentes por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier com acessorio de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
com aplicacdo de métodos ndo supervisionados de quimiometria no agrupamento e
comparacao dos resultados pelo software ChemoStat®. Métodos: as amostras foram
trituradas e analisadas em triplicata diretamente no infravermelho, realizando
background a cada amostra. Os espectros de infravermelho foram normalizados e
foram feitas comparacfes entre amostras de canabis, maconha, canabis misturada
aos diluentes e diluentes isolados, vendo suas semelhancas e diferengcas quimicas.
Resultados: foi possivel separar as amostras de canabis indoor e outdoor e
diferenciar essas das amostras de maconha e a andlise de diluentes complementou
0os achados quimiométricos, contribuindo para o agrupamento de amostras que
inicialmente n&o se separavam. Conclusdes: a metodologia de FTIR-ATR foi capaz
de fornecer informagdes para o agrupamento das amostras por HCA e PCA, abrindo
precedente na pesquisa em ciéncia forense sobre as diferencas entre canabis e

maconha e para busca de diluentes e adulterantes nas amostras de maconha.

Palavras-chave: Cannabis sativa L., maconha, perfil quimico, FTIR-ATR,

Infravermelho.






ABSTRACT

Cannabis sativa L. gives rise to the world's most widely used and trafficked illicit
substance, marijuana. It is understood that marijuana is the aerial parts of the plant
dried, pressed, prepared as a smoking mixture. Currently, Cannabis sativa L.
accounts for 183 million active users, ranking first in the types of drugs in u se. In
Brazil, it is estimated that about 4% of adolescents and 6% of adults have already
used this drug. As worrying as social data, marijuana trafficking is widespread on
every continent. In 2014, the Federal Police Department (FPD) seized more than 200
tons of marijuana in Brazil. The production of the drug professionalized itself,
necessitating that police force and the forensic science continue investing in
methodologies able to trace their origins. Proposes: analyze the chemical profile of
cannabis and marijuana samples seized by the Federal Police and to investigate
their possible diluents by Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated
total reflectance (FTIR-ATR) with unsupervised methods of chemometrics in clusters
and comparison of results with ChemoStat® Methods: the samples were ground and
analyzed in triplicate directly in the infrared, performing background to each sample.
Infrared spectra were normalized and comparisons were made between samples of
cannabis, marijuana, cannabis mixed with diluents and isolated diluents, seeing their
similarities and chemical differences. Results: it was possible to separate indoor and
outdoor cannabis samples and to differentiate them from marijuana samples; diluents
analysis complemented the chemometric findings, contributing to the grouping of
samples that did not initially separate. Conclusions: FTIR-ATR methodology was able
to provide information for clustering of samples by HCA and PCA, setting a
precedent in forensic science research on the differences between cannabis and

marijuana and for the search for diluents and adulterants in marijuana samples.

Keywords: Cannabis sativa L., marijuana, chemical profiling, FTIR-ATR; infrared.
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1 INTRODUCAO







A maconha é a forma de apresentacdo mais comum da planta de Unica
espécie monotipica Cannabis sativa L. (canabis) (SMALL, 2015). Difundida
amplamente pelo planeta, ela € alvo de criticas e questionamentos sociais e
cientificos ha mais de um século por conta de suas propriedades terapéuticas e
nocivas a saude (PASSAGLI, 2013).

No Brasil, maconha € o nome dado a forma de apresentacdo mais popular
da canabis formada pelas folhas e pelas flores secas (inflorescéncias), prensadas,
preparadas como mistura para fumar em cigarros ou narguilé, contendo teor variavel
da substancia psicoativa e psicotropica A-9-tetrahidrocanabinol (THC) entre outros
(fito) canabinoides (ELSOHLY, 2007; UNODC, 2015).

Farmacologicamente classificada como perturbadora do Sistema Nervoso
Central, a candbis, em suas diversas apresentacdes; possui mais de 750
substancias quimicas identificadas; dentre estes, encontram-se produtos naturais da
classe dos monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, esteroides, compostos
nitrogenados, além dos canabinoides que respondem por cerca de 100 dessas
substancias, sendo os metabdlitos naturais da planta e de elevado interesse
toxicologico (ELSOHLY, 2005; RADWAN, 2015). Para toxicologia forense,
destacam-se o A-9-tetrahidrocanabinol (THC), canabinol (CBN) — produto de
degradacédo do THC — e o canabidiol (CBD) (DE BACKER, 2012; HAPPYANA,
2013). O THC é o responsavel pelos efeitos psicotomiméticos que podem gerar
ansiedade e euforia, além de comprometer as funcbes executivas do individuo
(MORGAN, 2010). Ha indicios de que o CBD atue na modulacdo de THC, sendo
antipsicético e utilizado para fins terapéuticos, mas néo esta claro se isso é devido a
farmacocinética e/ou interacdo farmacodinamica (HUESTIS,2007).

De fato, a canabis € a planta mais controversa da nossa sociedade, pois
mesmo com propriedades terapéuticas, historicamente € uma droga ilicita de
controle internacional e associada a uma gama de disfun¢cdes neurobiolégicas.
Assim, devido a sua associacao ao crime e aos riscos a saude, as pesquisas foram
coibidas durante a primeira metade do século XX e na segunda metade do mesmo
século, mesmo com o isolamento do THC em 1964 pelo quimico israelense Raphael
Mecholaum, as pesquisas acerca da planta e seus componentes pouco avancaram.
(PAIN, 2015; SMALL, 2015).
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Contudo, o mercado ilicito e o trafico se expandiram expressivamente na
tltima década. Gracas ao desenvolvimento de tecnologias nas areas da quimica e
da biologia, surgiram espécies vegetais mais potentes em termos de concentracéo
de principios ativos psicotropicos o que faz a canabis traficada hoje ter maior
potencial dependdgeno e de toxicidade relevante se comparada as amostras
traficadas e apreendidas no século passado (UNODC, 2015; UNODC, 2017).

Segundo dados da Organizacédo das Nac¢des Unidas Contra Drogas e Crime
(UNODC) de 2017, a Cannabis sativa L. responde por 183 milhdes dos usuérios
ativos, estando em primeiro lugar no ranking de tipos de drogas em uso no mundo e,
tdo crescente quanto o uso também € a busca de tratamento para dependentes de
maconha ou produtos de canabis, algo antes pouco relatado (UNODC, 2017). No
Brasil, o estudo disponivel do Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD),
estimou que cerca de 4% dos adolescentes e 6% dos adultos ja tenha feito uso de
droga (LARANJEIRA, 2014). Tao preocupante quanto os dados sociais, € o trafico
de maconha que estd amplamente difundido em todos os continentes, No Brasil, no
ano de 2014, o Departamento da Policia Federal apreendeu mais de 200 toneladas
de maconha em territério nacional (PF, 2014). Ressalta-se que as fronteiras
brasileiras sdo continentais e isso dificulta o processo de fiscalizagdo e é um
facilitador para a difusdo da droga pelo pais. De acordo com o relatério anual da
UNODC de 2015, casos individuais de apreensao de drogas, mostram que o trafico
por terra foi responsavel por mais de 60% do total das quantidades apreendidas de
drogas no geral e no nimero de casos de apreensdes, com uma média de 190 kg
por apreensdo no periodo de 2009 a 2014. Em 2013, a América Latina e o Caribe
responderam por até 30% do volume de apreensdes mundial de candbis e seus
produtos (UNODC, 2015); e, em 2015 a canabis segue como a droga ilicita mais
trdfica do mundo, respondendo por 7317 toneladas entre erva e resina (UNODC,
2017).

O tréfico de drogas movimenta altos valores monetarios e causa dano direto
a sociedade seja na seguranca ou na saude publica; de encontro a esses fatos,
consolida-se mais uma questdo mundial: o narcoterrorismo; pois, o trafico de drogas,
financia diretamente conflitos mundiais e alimenta a corrupc¢éo, inclusive no Brasil
(UNODC, 2017).
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Diante do exposto, hd uma necessidade de ampliacdo de pesquisas nas
ciéncias forenses para busca de metodologias capazes de mapear o trafico,
fornecendo informacdes que possam ser utilizadas na inteligéncia policial, bem
como subsidiar avangos para pesquisas acerca da canabis medicinal e para o
tratamento de dependentes (UNDCP, 2011; ORTIZ, 2014; MARIOTTI, 2015).

Do ponto de vista de inteligéncia forense, os estudos de perfil quimico (“drug
profile”, “profiling”, “fingerprinting”, “assinatura quimica”) tém como objetivos provar
guimicamente uma origem ilicita comum para materiais apreendidos em locais e
datas diferentes. Com essas evidéncias, € possivel provar judicialmente os crimes
de formagéo de quadrilha (Lei n°® 12.850/2013), associagado ao crime (Artigo n° 288
do Cddigo Penal) e associacdo a pratica de trafico de drogas (Artigo n° 35 da Lei
11.343/2006) (ORTIZ, 2014; ORTIZ E LIMBERGER, 2017).

Inimeras metodologias instrumentais podem ser utilizadas e associadas aos
estudos de perfil quimico, sendo as mais utilizadas: Cromatografia em fase Gasosa
associadas com Espectrometria de Massas (GC/MS) ou Detector de lonizacdo em
Chamas (GC/FID); Cromatografia em fase Liquida associada com Espectrometria de
Massas (LC/MS) e metodologias espectroscopicas como Infravermelho Préximo
(NIRS) e Infravermelho com Transformada com Fourier e acessorio de Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR). Neste trabalho, a metodologia de escolha foi a FTIR-
ATR que, entre as caracteristicas, tem a possibilidade de avaliar varios
componentes de uma amostra usando uma Unica medida instrumental, néo
necessita de grande quantidade de amostra e é ndo destrutivo para a mesma
(ORTIZ, 2014; ANZANELLO, 2015; BORILLE et al.,, 2017). Os resultados foram
processados por Analise Multivariada de Dados (AMD), pois é possivel analisar uma
grande quantidade de amostras com inUmeras variaveis, o que torna o estudo mais
fidedigno a realidade das amostras de apreensdo (FERREIRA, 2015). O estudo da
quimica complexa das amostras de apreensdo pode estabelecer vinculos quimicos
entre amostras de distintas procedéncias, permitindo uma classificacdo em grupos
(clusters) das amostras relacionadas (UNDCP, 2011; ORTIZ, 2014, FERREIRA,
2015). As técnicas exploratorias ndo supervisionadas de Analise dos Componentes
Principais (PCA) e Analise Hierarquica de Clusters (HCA) permitem a estruturacéo
dos dados agrupando-os por semelhanca quimica ou identificando discrepancias

nas amostras. Esse recurso estatistico ja é implementado pelo Departamento da
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Policia Federal (DPF) para classificar, por exemplo, o perfil quimico de
medicamentos falsificados (ORTIZ, 2014) e o perfil quimico da cocaina pelo Projeto
PeQui, estabelecido em 2005 com apoio do Escritério das Organizacdo das Nacoes
Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC — United Nations Office on Drugs and Crime)
(ORTIZ, 2014; MALDANER, 2013).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo a andlise do perfil quimico
de amostras apreendidas de canabis e maconha por FTIR-ATR com emprego da
analise multivariada de dados. Adicionalmente, foi realizado um breve estudo dos
possiveis diluentes incluidos nas amostras de apreensdo proposital ou
acidentalmente na tentativa de justificar as diferengas encontradas no agrupamento
de dados.

Este projeto visou o desenvolvimento da Ciéncia Forense no ambito das
Ciéncias Farmacéuticas, conforme projeto aprovado pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), junto ao Edital de Ciéncias
Forenses n° 25/2014 - “PRO-FORENSES 3357/2014”, Processo n°
23038.006845/2014-9, o qual possui a coordenacdo geral da Profa. Dra. Renata
Pereira Limberger, orientadora desta dissertacdo. Foi executado por meio do
intercdmbio técnico-cientifico entre a Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
através da Faculdade de Farmécia, e a Superintendéncia de Policia Federal no Rio
Grande do Sul, conforme Convénio de Cooperacdo Técnico-Cientifica vigente entre
a UFRGS, através do Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmacia, e o
DPF/RS com a finalidade de estabelecer e regular os programas de Cooperagéo
Técnico-Cientifica e de Formacédo e Capacitacdo de Recursos Humanos (Processo
N° 230780335780758).

A pesquisa realizada integrou o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
Forense, que € um Instituto financiado pelo CNPq, CAPES e FAPERGS para ensino
e pesquisa em Ciéncias Forenses.
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2 OBJETVOS







2.1. Objetivo Geral

Andlise de perfil quimico de amostras de apreenséo de canabis e maconha
por FTIR-ATR com emprego de AMD.

2.2 Objetivos Especificos

v Anadlise das amostras de canabis e maconha por FTIR - ATR;

v Andlise de amostras de possiveis diluentes utilizados em misturas com
maconha;

v Aplicacdo de AMD nos resultados por meio de PCA e HCA;

v’ Correlacionar os resultados quimiométricos das amostras de canabis,

maconha e os possiveis diluentes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. Histérico Social da Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L. € uma planta as margens da historia da sociedade. Seu
registro data de 12000 anos atras passando por civilizaces da Asia Central, sendo
citada até na Pen Ts'ao, a Farmacopeia Chinesa com sugestivos poderes
energéticos e, utilizada para diversos fins como a producdo de fibras para cordas,
roupas e artefatos de navegacao. Fez-se presente na Grécia Antiga para “equilibrar”
os cuidados com a saude; em Roma, Dioscorides, médico do Imperador Romano
Nero, listou a planta com o nome C. sativa. Esse nome foi adotado mais tarde em
1753 no compendio “Species Plantarium” por Carl von Linneaus quando da
caracterizacdo da planta. (ZUARDI, 2006; PAIN, 2015). A canabis foi se alastrando
pelo mundo, presente em todos 0s continentes, especialmente depois dos europeus
iniciarem as exploracdes maritimas. No entanto, os proprios europeus relataram que
em continentes como América, civilizacdes pré-colombianas e indios ja faziam uso
da canabis em rituais religiosos, e na Africa varias tribos a usavam como
medicamento (PASSAGLI, 2013). Na América, pelos colonizadores, inicialmente foi
utilizada para producdo de fibras; e especificamente no Brasil, a canabis
provavelmente foi introduzida com a colonizacdo portuguesa advinda de navios
utilizados para o transporte de escravos; assim, seu uso ganhando espaco nas
minorias a partir desse periodo (CARLINI, 2006; BALBINO, 2014).

Na india, na primeira metade do século XIX o médico Wiliam Brooke
O’Shaughnessy estudou o potencial narcético e medicinal da planta e depois de
algumas pesquisas ela foi introduzida para do tratamento de doencas como a
célera, tétano e convulsdes (ZUARDI, 2006; PAIN, 2015). Na virada para o século
XX quimicos britanicos isolaram o primeiro canabinoide, identificado como canabidiol
(MECHOLAUM, 1995; MECHOLAUM, 2014). Na primeira metade do século XX foi
amplamente utilizada como medicamento sedativo, analgésico, para palpitacdes
cardiacas, diarreia e até mesmo, diabetes (MECHOLAUM, 2014; PAIN, 2015). As
pesquisas farmacologicas iniciaram entre as décadas de 1930 e 1960, periodo em
gue se impuseram restricdes legais ao uso médico (CARLINI, 2006)

A Conferéncia Internacional do Opio (1912) foi a primeira reuni&io que gerou

um tratado internacional sobre o controle internacional de drogas. Revisto em 1924,

29



o tratado recomendou a proibicdo do haxixe, uma das formas de apresentacédo da

canabis para uso recreativo sob o seguinte texto:

“O uso de canhamo indiano e a preparacao de produtos
derivados s6 podem ser autorizados para fins médicos e
cientificos. A resina crua (charas), no entanto, que é extraida
dos exemplares femininos da Cannabis sativa, juntamente com
as suas diversas preparacdes obtidas a partir dela (haxixe,
chira, diamba, etc), as quais nao sao utilizadas para fins
médicos e sO € usada para fins prejudiciais, da mesma maneira
como outros narcéticos, ndo podem ser produzidas, vendidas,
comercializadas, etc, em qualquer hipotese.”

(WILLOUGHBY, 1925).

A partir do tratado dessa Conferéncia, em 1938, o Decreto-Lei n° 891 do
Governo Federal houve a proibi¢do total do plantio, cultura, colheita e explorag&o por
particulares da planta em todo o pais (CARLINI, 2006; BALBINO, 2014). Com essa
Conferéncia, outros paises como Canada proibiram o cultivo de candébis. Nos
Estados Unidos, em 1937, foi aplicada a “Lei do Imposto de Marihuana”, com esta lei
guem quisesse fazer uso da planta teria que pagar taxas, sob pena de multa e
prisdo caso ndo cumprisse a lei, essa medida acabou com o plantio de canabis no
pais. (SMALL, 2015; BALBINO, 2014). Essa lei foi inserida na sociedade norte-
americana em meio a um periodo de transicfes sociais e econbmicas em que a
sociedade recém havia saido do periodo de Lei-Seca que perdurou por toda década
de 1920. Naquela época, até mesmo a industria cinematogréfica norte-americana
produziu filmes com a tematica sobre o uso de maconha, alguns deles: Reefer
Madness (1936), Marihuana (1936) The Devil's Weed (1949) (Figura 1),
relacionando-a a distarbios psicéticos que levava a medidas extremas como
homicidio, suicidio e tentativas de estupro (HILLIG, 2004;IMDB, 2018).
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Figura 1 - Filmes com temética sobre canabis.
Fonte: IMDB, 2018.

Na segunda metade do século XX, movimentos politicos e sociais agitaram o
mundo, com o término da Il Guerra Mundial, inicio da Guerra Fria, periodo da Guerra
do Vietnd, os movimentos de contracultura, a instauracdo de ditaduras militares na
América Latina e a luta precursora da revolugao feminista expuseram ao mundo uma
vontade de liberdade e hedonismo. Assim, a canabis volta ao cenério como uma
forma de fuga desses conflitos e/ou afirmacédo de livre arbitrio, e acaba por marcar
grupos sociais como imigrantes, negros, jovens e hippies (ZUARDI, 2006). Foi na
década de 1960 que a canabis ganhou seu lugar na populacdo mais jovem e, desde
entdo seu uso vem aumentando gradativamente, sendo a droga ilicita mais
consumida no mundo com uma prevaléncia cinco vezes maior em relacdo a outras
drogas (UNODC, 2015; UNODC, 2017). As pesquisas em torno da canabis iniciaram
efetivamente em 1964 com o quimico israelense Raphael Mecholaum que isolou e
elucidou a estrutura do canabinoide psicoativo da planta, o A9 — tetrahidrocanabinol
(A9 — THC ou THC), a partir dai surgiram varios estudos acerca dos componentes da
planta e dos efeitos farmacoldgicos e fisiolégicos (ZUARDI, 2006; MECHOLAUM,
2014, PAIN, 2015).

No entanto, as pesquisas estagnaram 10 anos depois, sendo retomadas
somente nos anos de 1990 por consequéncia de estudos neurobiol6gicos de
receptores cerebrais. Esses estudos levaram a descoberta de receptores especificos
para canabinoides: o CB1 e o CB2. Dentro do sistema nervoso central, o CB1 esta
primariamente localizado nos terminais nervosos pré-sinapticos e € responsavel pela
maioria dos efeitos neurocomportamentais dos canabinoides, por exemplo, 0s
efeitos psicoativos do THC (DI MARZO, 2015).
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O CB2, ao contrario, € o principal receptor de canabinoides no sistema imune,
mas também pode expressar-se nos neurbnios (DI MARZO, 2015). Se o corpo
humano possui receptores para este conjunto de substancias exdgenas, as
pesquisas levaram a crer que existiam endocanabinoides, ou seja, produzido no
organismo humano. Entdo, duas novas substancias foram descobertas: N-
araquidonil-etanolamina  (anandamida - AEA) e 2- araquidonil-glicerol
(MECHOLAUM, 1995; MECHOLAUM, 2014).

Da década de 1990 até os dias atuais avancos foram feitos nas pesquisas
com canabis levando em conta o amplo interesse e vasto uso, porém, existem
lacunas a serem preenchidas, principalmente no que diz respeito as questdes legais
frente as diferencas de consumo recreativo e ao uso medicinal e as diferencas de
apresentacao para uso como drogas de abuso (Tabela 1).

E fundamental que haja um esclarecimento de conceitos sobre as diferencas
entre Cannabis sativa L, a canabis, e maconha. A canabis é uma planta repleta de
substancias com potenciais farmacolégicos e toxicolégicos que mediante pesquisa
pode ter algumas de suas substancias isoladas, sintetizadas a fim de serem
utilizadas para fins terapéuticos e medicinais. A exemplo tem-se o CBD, um dos
canabinoides que utilizado sozinho ou em proporcdo com THC (CBD modula os
efeitos do THC) pode ajudar na minimizacdo dos sintomas de espasticidade
moderada a grave devido a esclerose multipla. Esse medicamento foi autorizado no
Brasil em novembro de 2016 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ELSOHLY, 2007; ANVISA, 2016). Portanto, utilizar o termo “maconha medicinal”
esta incorreto. Nesse caso, a partir da planta foi produzido um medicamento com
substancias isoladas, de concentracdo conhecida e de forma farmacéutica
condizente para o uso terapéutico.

Ja a maconha sdo as partes aéreas da planta como folhas e inflorescéncias
secas e trituradas preparadas como mistura para fumar; esta forma néo apresenta
beneficios, pois ndo se sabe quais as substancias estdo presentes em sua
composicdo ja que além dos canabinoides pode haver agrotoxicos e inclusédo de
diluentes e adulterantes (MAGALHAES, 2013); ndo se sabe quais as concentracdes
dessas substancias e se possuir elevadosteores de THC, por exemplo, podem
causar problemas neurolégicos graves desde perda das fung¢des executivas até ser

um gatilho para o desenvolvimento de esquizofrenia (HUESTIS, 2007).
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Tabela 1 — Tipos mais comuns de formas de beneficiamento da Cannabis sativa L.
Os valores de médios de THC séo resultado de pesquisa pratica, sdo variaveis de
planta para planta e de técnica de extracao.

Apresentagdes mais comuns da o
) . Parte da Planta / Teor Médio de THC
Cannabis sativa L.

No Brasil, € o nome dado as partes aéreas, preparada como
MACONHA mistura para fumar em cigarros ou narguilé, contendo um teor
de variavel de THC que pode chegar a mais de 25%.
Preparacdo mais apurada, utilizando apenas a resina seca que
HAXIXE envolve as inflorescéncias da planta fémea, podendo chegar a
teor de 40% de THC.
Oleo essencial extraido da canabis com solvente organico
OLEO DE HASH apolar. Usado na industria alimenticia para fazer produtos de a
base dos canabinoides da planta. Contém de 15% a 60% de
THC.
O cultivo caseiro ou em estufas (indoor), associada a

engenharia genética que produz plantas hibridas com altas
SKUNK OU SKANK

~ . concentracdes de THC. O mais conhecido em nosso meio é o
(APRESENTACOES HIBRIDAS)

skunk com média de 30% de THC. Mas em outras variedades
podem ultrapassar 45% de THC.
SINSEMILLA (SEM SEMENTE)*  Droga sem semente que s6 contém botdes e flores da planta
*técnica de cultivo fémea. Contém cerca de 30% de THC.

Fonte: adaptado de UNODC, 2009; ELSOHLY, 2007; UNODC, 2015.

Atualmente, estima-se que 5% da populagcdo mundial em 2015 utilizou algum
tipo de substancia psicotrépica ilicita, desses, cerca de 29,5 milhdes de pessoas, ou
seja, 0,6% da populacdo mundial sofrem de algum disturbio relacionado ao uso de
drogas e, a cada ano, é crescente a busca por tratamentos relacionados a
dependéncia, inclusive para maconha (UNODC, 2017). Tao delicado quanto os
dados de saude publica, é o crescente nimero de apreensdes de canabis na forma
de maconha ou como resina, em 2015, foram7317 toneladas, sendo 30% das
apreensbes na América Latina (UNODC, 2017). Talvez na tentativa de diminuir
esses alarmantes numeros, acreditando diminuir o trafico de drogas, nos ultimos 20
anos houve um aumento de paises fazendo a descriminalizacdo e/ou a legalizacao
do uso de candbis seja para uso recreacional e/ou medicinal (UNODC, 2017). Em

paises como os Estados Unidos, a industria da canabis arrecada milhdes de ddlares
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e € tida como a industria substitutiva do comércio de tabaco (UNODC, 2017).
Mundialmente, até o ano de 2016, mais de 25 paises ja haviam feito a
descriminalizacéo, entre eles pode-se citar: Canada, Republica Tcheca, Portugal,
alguns estados dos Estados Unidos e mais recentemente, o Uruguai (UNODC,
2017). Cada pais possui sua legislacao sobre drogas; no Brasil, por exemplo, a Lei
11.343/2006 revogou a Lei 6.383/1976 que era contra as drogas; agora, 0 pais tem
uma lei sobre drogas. Esse posicionamento coloca a dependéncia quimica como
uma questdo de saude publica e o trafico de drogas como uma responsabilidade da
seguranca publica (ORTIZ e LIMBERGER, 2017). Na prética judicial, isso significa
que o usuario de drogas tera uma pena menor em relacao ao traficante, porém, ndo
ha determinacdo legal clara em como diferir um traficante de um usuario, isso é
avaliado caso a caso pela justica (ORTIZ e LIMBERGER, 2017).

No mercado ilegal mundial, o lucro estimado do trafico de maconha gira em
torno de 300 bilhdes de dolares, em paises como os Estados Unidos, o crescimento
anual da “industria da maconha” chega a 25% e estima-se que os lucros com esse
mercado, até 2020, devam chegar a 22 bilhdes de délares. Atualmente, o mercado
legal de canabis responde por 10% dos lucros no setor nos Estados Unidos, e o
crescimento ndo € maior porque a industria bate de frente com as legislacbes. Os
Estados Unidos sédo uma economia de mercado solida em que, a principio ndo tem o
Estado como grande regulador das transacfes comerciais, mas em se tratando da
canabis, as legislacdes estaduais sdo as responsaveis por regulamentar o cultivo, o
beneficiamento dos produtos a partir da planta e os produtos criados para
assessorar essa industria; e quando os comerciantes recolhem o dinheiro do lucro
encontram problemas em depositar e investir nos bancos nacionais que sao
controlados pela legislacdo federal, ou seja, eles ndo podem receber dinheiro de
operacdes consideradas ilegais pela legislacdo federal. No entanto, esse ndo € o
maior problema que o pais tem enfrentado com a canbis, estados como o do
Colorado estdo com graves problemas de intoxicaces agudas em criangcas que
fizeram uso acidental de balas, bolos, chocolates e refrigerantes que contém THC; o
numero de acidentes de transito de jovens entre 16 e 30 anos atingiu niveis recordes
(Figura 2) (SAMSHA, 2017; UNODC, 2017).
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I Recreational
Il Medical

Il Limited medical
I No access laws

Figura 2 — Estados norte-americanos que legalizaram a maconha para fins
recreacionais e meédicos.
Fonte: UNODC, 2017

No gue diz respeito ao trafico de candabis no territério brasileiro, em 2013 o
Departamento da Policia Federal (DPF), erradicou mais de 37 hectares de canébis,
0 que equivale a mais de 900.000 plantas (UNODC, 2015) ou pouco mais de 200
toneladas de erva (PF, 2014). Ao se pesquisar o perfil quimico da maconha bruta
apreendida, tem-se a possibilidade de ampliar o delineamento investigativo para
setores de inteligéncia que setorizam regides de trafico, além de fornecer resultados
para a inteligéncia policial que podem agrupar regides de producao da droga, bem
como as regides de trafico. Assim, é possivel vincular usuarios e fornecedores por
meio de padrdes de origem e distribuicdo, sendo um modo de individualizar as
regides de produgéo (UNDCP, 2011; ORTIZ, 2014; MARIOTTI, 2015). Desse modo,
€ possivel viabilizar informacfes acerca das apreensdes de maconha no pais e
esses dados podem ser combinados com o0s resultados de investigacbes que
servem para estabelecer uma conexdo entre quadrilhas e fornecedores (UNDCP,
2011).

No Brasil, de acordo com um célculo feito pela camara dos deputados, se a
maconha fosse legalizada no pais e ganhasse status de industria com pagamento
de impostos, e se cada um desses 2,7 milhdes de brasileiros que j4 experimentaram
maconha em 2015 comprasse 40 g/més os lucros girariam em torno de 5,69 bilhdes
de ddlares por ano. Até 0 momento, existem dois projetos de lei que pretendem lidar
com a legalizacdo da candbis: Projeto de Lei n°® 7270/2014 apensado ao Projeto de
Lei 7187/2014, ambos dispdem “sobre o controle, a plantagao, o cultivo, a colheita, a
producdo, a aquisicdo, 0 armazenamento, a comercializacdo e a distribuicdo de

maconha (Cannabis sativa) e seus derivados (...)” (BRASIL, 2014). O fato é que
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guanto mais a disposi¢cdo uma substancia esta, maior o nimero de pessoas que fara
seu uso (LARANJEIRAS, 2009). Além disso, é necessario lembrar que quase todo
produto legal no Brasil é taxado com impostos e, por questdes sociais e econdémicas,
na maioria das vezes se existe a possibilidade de adquirir um produto livre de
impostos, ainda que seja por meios ndo usuais e até ilegais, havera uma preferéncia
por tal. Por disso, sempre havera um problema relacionado ao tréfico de drogas seja
com a maconha ou com outras substancias ilicitas.

Assim, colocar a sociedade diante de mais um risco iminente é
irresponsabilidade; a legalizacéo recreativa da canabis ou de outras drogas refletird
diretamente na saude publica com elevacdo de casos de toxicodependéncia,
acidentes de transito e distarbios psiquiatricos; na educacdo com déficits de
aprendizado e queda no desempenho escolar e no desenvolvimento social, pois
apesar de normalmente o uso de drogas estar ligado a um evento para interacao e
desinibicdo, o individuo se isola para fazer uso, quando dependente. Soma-se a
isso, o fato de jovens estarem sendo apresentados mais precocemente as drogas
sem o desenvolvimento completo de suas funcdes cognitivas, podendo prejudicar
habilidades sociais além de seu desenvolvimento profissional (CARLINI, 2006).

Sobre as diferencas historicas, sociais e educacionais que circundam a
sociedade ocidental, hd uma preferéncia de acesso as liberdades individuais e ao
livre-arbitrio. Ou seja, os produtos vendidos e as leis implementadas tém como foco
o individuo na sociedade, preocupado com suas vontades e sem um pensamento
coletivo articulado. Assim, ser cidaddo é contribuir com o desenvolvimento da
sociedade se as proprias liberdades nao forem afetadas. J& na sociedade oriental, o
pensamento coletivo é exercitado como forma do individuo ser o contribuinte da
sociedade sem se atentar as questdes pessoais e individuais, ainda que exista o
livre-arbitrio e a liberdade.

Portanto, transportando esse tema para a descriminalizacéo e legalizacéo da
canabis e/ou da maconha, é importante que a sociedade pese as consequéncias de
seu uso e de outras substancias legais ou nao ja para sociedade. Um individuo
usuario precoce de drogas (licitas e/ou ilicitas) pode desenvolver dependéncia e isso
podera afetar seu desenvolvimento profissional e pessoal, aléem de nao contribuir
para o avanco da sociedade. Essa é a principal justificativa de enrijecimento das leis

sobre legalizagdo de substéncias entorpecentes em paises como Laos, Vietnd,
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Tailandia, Filipinas e Japdo. Esses paises defendem que um cidadéo deve contribuir
com o desenvolvimento da sociedade; e para isso, o individuo para ser cidadao deve
ser saudavel para ter chances de se profissionalizar e desenvolver uma familia,
contribuindo para o avanco social e econbmico do pais (LARANJEIRA, 2014,
UNODC, 2017).

Por isso, ao formular opinido sobre ser a favor ou contra a descriminalizagéo
ou a legalizacdo da canabis e/ou da maconha ou sobre o uso da planta para
pesquisas médicas, é importante saber diferenciar os conceitos e contextos que

envolvem as diferentes formas de uso.

3.2 Lesgilacao

A Conferéncia Internacional do Opio (1912) foi a primeira que decidiu fazer o
controle de entorpecentes de modo internacional e, quando foi revista em 1924 teve
a inclusdo do haxixe e da maconha. Entéo, a partir da década de 1930 em muitos
paises comecaram a ser implementadas muitas leis regulando a posse, 0 uso,
producédo e venda de produtos a base de canabis (ELSOHLY, 2007).

Em 1961, a Convencdo Unica sobre Entorpecentes, foi uma tentativa de
harmonizar as acdes de diversos paises em relacdo aos entorpecentes, por meio
dos seus 51 artigos, com detalhes de fiscalizacao, substancias a serem controladas,
limites de fabricacdo de substancias, 6érgédos de controle, entre outras diretrizes e, no
Brasil, promulgada através do Decreto no 54.216 de 27 de agosto de 1964.
(CARLINI, 2006; ELSOHLY, 2007; BORILLE, 2016).

Em 14 de Marco de 1977 foi promulgada a Convencdo sobre Substancias
Psicotropicas, em funcdo da aprovacdo pelo Congresso Nacional do texto da
Convencgdo sobre Substancias Psicotrépicas em Viena, no ano 1971. Esta
Convencado contém 33 artigos que tratam de diretrizes para controle de fabricacéo,
comércio, medidas de fiscalizacdo, além de acfes para inibir o trafico de substancias
psicotropicas (BRASIL, 1977; CARLINI, 2006; BORILLE, 2016).

E possivel observar a introducdo de um dos canabinoides originados da
Cannabis sativa L. como uma substancia psicotropica, capaz de causar
dependéncia, e ndo a resina da planta, como constava até entdo na Convencao

Unica sobre Entorpecentes, de 1961. Este refinamento, na caracterizacdo de
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substancias capazes de induzir dependéncia, foi fruto do avanco no estudo da
composicdo quimica da planta de Cannabis sativa L., com o0 isolamento de
canabinoides, sua elucidacdo estrutural e posteriores estudos fitoquimicos,
farmacoldgicos e toxicolégicos (UNODC, 2009; UNDCP, 2011; BORILLE, 2016).

Em 1998 foi promulgada a Portaria no 344 pela Secretaria de Vigilancia
Sanitédria do Ministério da Saude, aprovando o Regulamento Técnico sobre
substancias e medicamentos sujeitos a controle especial. Esta Portaria foi um
avanco nesta area de psicotropicos no Brasil, contendo 110 artigos, com capitulos
dedicados a Autorizacdo, Comércio, Transporte, Prescricdo, além da criacdo de
dezesseis Listas contendo todas as substancias psicotropicas e entorpecentes
proscritas no pais, com detalhes para o controle das mesmas. Esta Portaria revogou
inumeros dispositivos legais vigentes até entdo, unificando todo o controle numa sé
normatizacdo. Estas Listas sofrem acréscimos ou supressdes ao longo do
tempo,bem como mudancas de classificacdo, mas a Portaria mantém-se igual desde
sua promulgacéo (BRASIL, 1998).

Em 2006 foi aprovada a lei que mudou as diretrizes sobre o posicionamento
de trafico e uso de drogas no Brasil. A Lei 11.343 de 23 de agosto de 2006 revogou
a revogou a antiga Lei de Drogas (Lei 6.368/76). Além de criar o Sistema Nacional
de Politicas Publicas sobre Drogas para substituir o antigo Sistema Nacional
Antidrogas, a nova lei simbolizou um novo olhar do legislador sobre a questdo do
trafico de drogas. Diz-se que agora o Brasil possui uma lei sobre drogas de drogas,
isso significa a diferenciacdo entre usudrio e traficante. Para o usuéario as penas sao
mais brandas, mas ainda sim é crime fazer uso de substancias ilicitas. Assim,
guestdes ligadas ao uso de drogas foram para esfera da saude publica, lancando o
problema do trafico diretamente para seguranca publica (BRASIL, 2006; ORTIZ E
LIMBERGER, 2017).

Até a presente data, varias listas da Portaria 344/1998 foram publicadas de
acordo com as descobertas feitas tanto pela inteligéncia forense quanto pela saude;
e o principal desafio da justica; da forca policial e da pericia oficial, e das pesquisas
em torno da saude para tratamento de dependentes ou de novas terapias é a ténue
linha de entendimento dos legisladores entre o que € de fato uma droga de abuso, 0

gue € um medicamento e como diferenciar usuarios de traficantes.
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3.3. Botanica

Embora haja constante discussédo em referéncia a classificacdo botanica da
canabis (SMALL E CRONQUIST, 1976; SMALL, 2015;) desde que ela foi
classificada pela primeira vez em 1753, pelo botanico sueco Carolus Linnaeus (Carl
Von Linné), o “Manual para uso dos laboratérios nacionais de analises de drogas” do
Escritorio das Nacfes Unidas sobre Drogas e Crime considera que a planta
apresenta apenas uma espécie reconhecida, sendo ela a Cannabis sativa L.
(Linnaeus). Outras espécies relatadas para o género, como C. sativa subsp. sativa,
C. sativa subsp. indica, C. sativa subsp. ruderalis, C. sativa subsp. spontanea, C.
sativa subsp. kafiristanca atualmente s@o reconhecidas como subespécies da C.
sativa L. (Figura 3) (SMALL, CRONQUIST, 1976; SMALL, 2015;BORILLE, 2016).

Ainda, devido a dificuldade de distinguir as subespécies da planta tanto
qguimica como morfologicamente, uma vez que a canabis apresenta continuas
modificacdes conforme o ambiente em que foi plantada, a denominacéao C. sativa é
considerada adequada para todas as plantas encontradas deste género (UNODC,
2009; BORILLE, 2016).

NOME DA ESPECIE: Cannabis sativa L.

TAXONOMIA:

Reino: Plantae (planta)

Subreino: Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisao: Spermatophyta (planta com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (planta com flores)

Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonea)

Subclasse: Hamamelididae

Ordem: Urticales

Familia: Cannabaceae

‘ ) \/ Género: Cannabis L.
@ @ ( y Espécie: Cannabis sativa L
7 \
)) \ \ Subespécies: sativa, indica, ruderalis, spontanea

b

Figura 3 — Classificacdo botanica da canabis segundo United States Departament of
Agriculture (2016).
Fonte imagem: UNODC, 2009.
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A candbis é uma planta angiosperma, ou seja, suas sementes Ssao
protegidas pelos aquénios, semelhante a uma pequena noz seca. Essa estrutura
possui dois cotilédones, portanto, € uma espécie dicotiledonia em que ha grande
substancia de reserva. Geralmente sédo didcas, tendo um representante macho e
uma fémea da espécie. As fémeas possuem os pistilos robustos, onde se
concentram a maior parte dos canabinoides. Inicialmente, a florag&o € imperceptivel,
mas ao longo do desenvolvimento € possivel ver que as plantas machos possuem
0s estames mais altos e esguios, enquanto que a fémea é repleta de inflorescéncias
cheias. A candbis também pode ter representantes mondicas, compreendendo
ambos 0s sexos em uma Unica planta (UNODC, 2009; AMADUCCI, 2015).

O cultivo da canabis exige ambientes ensolarados, com solos neutros a
alcalinos, abundéancia de agua e nutrientes. (SALENTIJN, 2015). Existem muitos
fatores ambientais que podem alterar a sintese e a concentracdo de canabinoides
na planta, o periodo de luminosidade (fotoperiodismo) é um fator crucial, pois os
fitocanabinoides séo fotossensiveis, ou seja quanto maior a exposi¢ao solar, maior o
rendimento. Porém, o que defini o periodo de floracdo € o periodo de escuro. Dias
mais curtos, portanto noites mais longas, induzem o inicio da floragéo e estimulam a
planta a completar seu ciclo de vida. A florac&o inicia geralmente quando o periodo
de escuro excede 11 horas por dia, esse periodo pode durar de 4 a 12 semanas
(Figura 4) (ELSOHLY, 2007; HAZEKAMP, 2007).

i

Aquénios

Figura 4 — Aquénios (sementes) e diferenciacdo sexual da Canabis
Fonte: imagens e desenhos de wiki; Sementes de amostras reais, Policia Federal
(2014).

A planta fémea produz varios cachos de flores individuais e, ao invés de fixar
as sementes nos primeiros cachos, ela continua a produzir flores adicionais ricas em
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uma resina contendo terpenos e canabinoides, proveniente dos tricomas (ELSOHLY,
2007). A genética é determinante do sexo da planta, mas a canabis € um bom
exemplo de como as altera¢des edafoclimaticas podem modificar as caracteristicas
sexuais da planta, formando até mesmo plantas hermafroditas. As hermafroditas
naturais geralmente sdo estéreis, mas as induzidas artificialmente possuem 6rgaos
totalmente funcionais. Em cultivos indoor, hd uma prioridade por plantas fémeas por
produzirem maior concentracdo de canabinoides; as sementes sdo cultivadas em
condicBes especiais a fim de desenvolverem plantas fémeas (ELSOHLY, 2007).

Existem duas formas de cultivo da canabis: outdoor e indoor. Outdoor ou ao
ar livre é realizada por meio de sementes. O cultivo indoor é realizado em estufa,
normalmente com luz artificial, solu¢cdes nutritivas em vez de solo, ou adicdo de
aditivos indutores de crescimento; ha um controle de umidade, luminosidade e as
condi¢Bes oOtimas pedem um pH entre 6,5 e 7,0. Também existe a possibilidade de
cultivo hidropénico com pH mais acido entre 5,2 e 5,8. O cultivo indoor inicia-se em
periodos longos de luz de até 24 horas e depois para inducéo de floracdo o periodo
€ alterado para 12 horas de luz e 12 horas de escuro (ELSOHLY, 2007; UNODC,
2009). Também € possivel fazer cultivo de sinsemilla em ambiente externo, mas isso
exige a eliminacdo de plantas masculinas antes da polinizacéo.

O termo sinsemilla refere-se a uma técnica de cultivo e ndo a uma linhagem
nova de canabis; por essa técnica sao cultivadas apenas plantas fémeas, sem
exposicao ao polen, assim, elas ndo serdo fertilizadas e ndo formardo sementes.
Com isso, é possivel fazer mudas apenas de plantas fémeas que possuem um maior
acumulo de metabdlitos secundarios e de fitocanabinoides (ELSOHLY, 2007;
UNODC, 2009).

3.4 Fitoconstituintes e Biossintese de Canabinoides

Em torno de 750 constituintes quimicos foram encontrados na Cannabis
sativa L., destes, encontram-se produtos naturais da classe dos monoterpenos,
sesquiterpenos, flavonoides, esteroides, compostos nitrogenados, além dos
canabinoides, os metabdlitos naturais de importancia toxicologica (RADWAN, 2015).

Os terpenos sdo 0s responsaveis por dar o aroma tipico da canabis, em

especial pela presenca do sesquiterpeno 6xido de cariofileno, formando os 6leos
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essenciais das plantas a partir de unidades isopreno (C5H8) (AIZPURUA-
OLAIZOLA, 2016). Os mono e sesquiterpenos S&80 0s responsaveis pelas
caracteristicas organolépticas das variedades de canabis, eles variam na quantidade
e na concentracdo de acordo com as condi¢cdes de cultivo (AIZPURUA-OLAIZOLA,
2016).

Os fitocanabinoides, classe de metabdlitos secundarios terpenofendlicos
com carater predominantemente apolar e, portanto, com baixa solubilidade em agua,
estdo quimicamente relacionados com os compostos terpenoides. Ambas as classes
destes compostos sdo sintetizadas na canabis, em células secretoras que se
encontram no interior de tricomas glandulares. Estas estruturas, por sua vez, estao
presentes em maior propor¢do nas flores e inflorescéncias (buds) femininas néo
fertilizadas, antes da senescéncia e presente em menor nimero em folhas, peciolos
e hastes, e ausente em raizes e também nas sementes, devido as sementes da
canabis serem protegidas por bracteas, formando estruturas chamadas aquénios.
Como consequéncia, estes ultimos 6rgdos da planta ndo contém canabinoides
(HAPPYANA, 2013; SMALL, 2015).

As vias de formacdo dos canabinoides, tém como origem biossintética a via
dos terpenoides. O componente geranil pirofosfato € formado como um precursor na
canabis, sendo este o composto comum de origem tanto para os canabinoides como
para os terpenoides. O terpenoide geranil pirofosfato pode se acoplar com fracdes
fendlicas com cadeias laterais pentil (acido olivetdlico), formando os canabinoides
C21 (Figura 5).
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Fonte: BORILLE, 2016. Adaptado de SALENTIJIN et al., 2015.

3.5 Diluentes, adulterantes e contaminacgao

Os diluentes sdo substancias farmacologicamente inativas que podem ser

adicionadas as drogas de abuso com a finalidade de aumentar o volume total

dasubstancia. Diferente dos adulterantes, que sdo substancias adicionadas com

intuito de mimetizar os efeitos das drogas de abuso, ou seja, possuem propriedades

farmacoldgicas. No entanto, ambos tém finalidade de aumentar os lucros daqueles

que a produzem e Independente de alterar ou ndo o efeito, a adicdo dessas

substancias pode somar ou agravar efeitos das drogas no organismo

(MAGALHAES, 2013).
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Determinar a natureza dos eventuais contaminantes significa deduzir quais
foram os produtos utilizados na preparacdo de determinada amostra de droga.
Essas informacGes permitem, por exemplo, que as listas de insumos quimicos
potencialmente aplicaveis em processos de elaboracdo de substancias
entorpecentes / psicotrépicas mantenham-se constantemente atualizadas. Se em
determinado momento a detecgcdo de tracos de determinada substancia torna-se
uma rotina sobre tal droga, devem incidir todos 0os mecanismos de controle usuais
para essas substancias (FERNANDO, 2013).

Até a presente data, no Brasil, existe uma vasta literatura sobre a adi¢céo de
adulterantes presente na cocaina, fruto do projeto PeQui — Perfil Quimico
implementado pela Policia Federal. A Policia Federal Brasileira implementou, em
2006, o Projeto PeQui (Perfil Quimico de Drogas) com o objetivo de auxiliar as
investigagdes policiais com base nos estudos feitos em drogas apreendidas. Grande
parte do projeto é voltada a cocaina pelo fato de o Brasil ser parte importante da rota
de trafico de toneladas de cocaina em diversas formas de apresentacdo que sao
apreendidas todos os anos. Com base nestes dados, peritos criminais federais
visitaram diversos laboratérios forenses de referéncia em diversos paises com o
objetivo de adquirir conhecimento e iniciar uma cooperacdo entres 0s paises
(ZACCA, 2014). Apos a identificacdo de diversas amostras de cocaina apreendidas
utilizando padrdes laboratoriais pré-estabelecidos, percebeu-se que de acordo com
a composi¢cdo quimica da droga, ou seja, 0s tipos e a quantidade de adulterantes
que séao identificados, era possivel inferir de qual pais esta cocaina teria sido
exportada.

Neste contexto, a forca tarefa da Policia Federal utiliza esses dados como
base para auxiliar a tomada de decisdes referentes a logistica de pessoal, aumento
do patrulhamento de fronteira com o pais em que esteja havendo uma alta
exportacao de cocaina para o Brasil e para o exterior. Além disso, identifica como a
rota de trafico se da e por quais locais a droga passa antes de sair do pais (ZACCA,
2014). Por fim, é oportuno apontar a importancia da cooperacao entre laboratorios
forenses brasileiros e de outros paises, pois sabe-se que boa parte da cocaina que
chega a estes paises passa antes pelo Brasil e por diversos paises da América
Latina (ZACCA, 2014; REITZEL, 2016).
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Esses dados fornecem informagdes n&o apenas para inteligéncia policial
para conexado entre produtores e traficantes, mas traz um conhecimento para o
manejo de usuarios dessa substancia. Existem outras drogas investigadas que
relatam uso de diluentes e de adulterantes ou ainda de uma substituicdo de
composto ativo; ou seja, a troca de uma droga por outra por possuirem efeitos
similares mais intensos ou moderados, € o caso da dietilamida do acido lisérgico
(LSD) que tem sido substituida por N-Benzil-Oxi-Metil, conhecido como substéancias
da classe dos NBOmes (ZACCA, 2014).

No que diz respeito & maconha sdo minimos os estudos acerca da sua
contaminagao, existem alguns relatos de adicdo de diluentes e adulterantes em
estudos em que o foco sdo outras substancias como as citadas acima. A maconha,
por ser uma droga barata e por ser vastamente ofertada, apesar de proscrita, pode
nao ser o foco para uma pesquisa aprofundada de diluentes e/ou de adulterantes;
porém, dado o numero de usuarios, muitas questdes tém sido levantadas e uma
investigacdo do tema pode auxiliar nessas situacoes.

Dentre os relatos da literatura, os principais compostos adulterantes estédo a
lidocaina, um agente diluente e anestésico local; o tabaco, produto preparado a
partir de folhas de plantas do género Nicotiana L. a qual contém a nicotina, um
alcaloide de propriedades colinérgicas, utilizada para mascarar uma maconha de
baixa qualidade pois interfere na toxicocinética do THC aumentando a absorc¢éo
deste e estimulacdo do uso em funcdo das propriedades viciantes da nicotina
(MACPARTLAND, 2008; FIBLEY, 2015). A cocaina também é a adicionada a
maconha, muitas vezes na forma de crack — chamado de pitico - utilizada para
aumentar o efeito psicotropico da maconha (MCPARTLAND, 2008). Outros
compostos de origem vegetal como a datura, extraida da Datura metel L.; e
alcaloides extraidos da Areca catechu L. também j& foram identificados como
adulterantes de maconha. Todos estes compostos regulam a atividade colinérgica,
influenciando indiretamente no efeito do THC (MCPARTLAND, 2008).

Além destas, existem substancias inertes identificadas na literatura utilizadas
com fins de adulteracdo/diluicio ou que, durante o processo de producéo,
contaminaram a droga acidentalmente. O aluminio, por exemplo, ja foi identificado
em amostras de maconha e tabaco e se supde que sua presenca se deu por agua

contaminada. Ainda existe a adicdo de substancias extremamente perigosas como
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po de vidro, silica e sprays fixadores industriais, foram utilizadas em larga escala no
Reino Unido como adulterantes para aumentar o peso da droga ou para dar uma
boa aparéncia a planta (EXLEY, 2006).

As apreensdes policiais tém mostrado que a maconha apreendida possui
contaminacdo por fungos, adicdo de fezes de animais herbivoros, de plantas
(alucinégenas, estimulantes, aroméaticas), melado e terra, exemplificados a seguir.

A presenca de fungos esta ligada a ma secagem da canabis durante a
producdo de maconha. As fezes de animais sao adicionadas pela aparéncia similar
a da droga. As plantas alucindégenas adicionadas & maconha néo sao frequentes no
Brasil, mas podem ser colocadas para mimetizar o efeito perturbador da droga, ja as
plantas aromaticas para mimetizar o odor caracteristico. O melado é adicionado
normalmente quando a erva esta seca, pronta para ser prensada, em virtude da
natureza oleosa da canabis — onde estdo a maior contracdo de canabinoides -, 0
melado pode dar impressao de uma maconha mais encorpada e pesada, com maior
concentracdo de canabinoides. A terra é oriunda do periodo de colheita pela nao
separacao das raizes durante a secagem e pelas condi¢ces de producdo ndo serem
ideais.

Soma-se a isso, a presenca de diferentes agrotdxicos, usados no cultivo de
modo indiscriminado, ressalta-se que muitas vezes o cultivo de maconha é
camuflado no meio de outras plantacfes para dificultar a visualizacdo das plantas
por parte da policia e isso expde a planta aos meus agrotoxicos utilizados em outras
culturas (INCB, 2015).

De acordo com a Junta Internacional de Fiscalizacdo de Entorpecentes,
ligado a Organizacédo das Nacdes Unidas contra Drogas e Crime (UNODC), cerca de
80% da maconha traficada no Brasil vem do Paraguai. O Paraguai € um pais de 800
km de fronteira seca com o Brasil, tornando-o grande porta de entrada ndo apenas
para maconha, mas também para entrada ilegal de outros produtos, ressaltando os
agrotoxicos que possuem legislacdo mais flexivel que no Brasil (INCB, 2015).

As consequéncias do uso de drogas “batizadas” com os mais diversos
diluentes atingem diretamente o usuario que desconhece o produto que consome,
estando a mercé de outros problemas de saude. Relatos de casos mostraram
diversos usuarios que deram entrada em hospitais com quadros graves devido a

presenca de certos adulterantes. O levamisol, por exemplo, como foi descrito
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outrora, desencadeia infeccdes recorrentes e oportunistas por ser um
imunossupressor; o0 talco presente na maconha pode causar pneumoconiose;
infeccbes bacterianas locais e sistémicas devido a preparacdo destes adulterantes;
o vidro e a silica para adulterar a maconha sdo severamente danosos aos sistema
respiratorio; reagfes de hipersensibilidade aos adulterantes; e os medicamentos
proibidos podem apresentar toxicidade renal, hepatica ou mieloide (NHS, 2007,
COLE, 2010; INCB, 2015).

A pesquisa de diluentes e adulterantes necessita de maior foco, pois por
meio dela pode-se descobrir a origem de producéo da droga e isso pode auxiliar a
inteligéncia policial na linha de investigacdo. Ademais, a pesquisa acerca dos
contaminantes fornece informacdes para 0 manejo de pacientes durante os crises de
dependéncia, podendo auxiliar os profissionais de saude na elaboracdo de formas
mais eficazes de tratamento (MAGALHAES, 2013).

3.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier com Acessorio
de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos principais objetivos o estudo de niveis de energia de atomos
ou moléculas (PAVIA, 2010). A regido do infravermelho foi descoberta por William
Herschel em 1800, e somente no inicio do século XX que obteve espectros de
absorcdo no infravermelho de grande nimero de compostos organicos no estado
sélido, liquido e vapor. O infravermelho corresponde a parte do espectro
eletromagnético que estd entre as regibes do visivel e das micro-ondas e
corresponde uma faixa de frequéncia de 12800 a 10 cm* como observado no figura
7. A radiacao infravermelha é néo ionizante e encontra-se na por¢ao nao visivel do
espectro eletromagnético; no entanto, ainda que ndo possa ser vista, pode ser
percebida na forma de calor (Figura 1) (PAVIA, 2010).
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Figura 6 — Espectro Eletromagnético.
Fonte: Adaptado de PAVIA, 2010.

Tabela 2 — Regibes espectrais do Infravermelho.

Regido Intervalo de Regiéo de nimero de Regiéo de
Comprimento de onda cm’ Freqiéncia, Hz
Onda, pm
Proximo (Near) - NIR 0,7/8a2b 12800 a 4000 3,8x10%a12x 10"
Médio (Medium) - 25ahb0 4000 a 200 3,8x10%a1,2x 10"
MIR

Distante (Far) - FIR 50 a 1000 200a10 3,8x10%a12x 10"
Mais usada 25a1b 4000 a 670 38x10%a12x 10

Fonte: adaptado de PAVIA, 2010.

A espectroscopia de infravermelho médio compreende a uma faixa de
frequéncia de 4000 a 200 cm™ e é uma metodologia confiavel para deteccdo de
regides de impresséo digital de diferentes compostos. Muitas substancias podem ser
caracterizadas, identificadas e até mesmo, quantificadas. Um dos pontos fortes da
técnica € a capacidade analitica de obter espectros a partir de amostras sélidas,
liquidas ou gasosas. No entanto, algumas vezes pode ser necessario um preparo
prévio e simples da amostra para se ter espectros de boa qualidade, ainda que o
preparo seja mais simples que em outras técnicas (THERMO, 2013; PERKIN-
ELMER, 2014). As outras vantagens sdo a pouca quantidade de amostra necessaria

para andlise, o tempo rapido para analise (em torno de 1 minuto) e a ndo destruicéo
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da amostra ap0s a analise, ressalta-se que isso é de suma importancia em ciéncia
forense.

Tradicionalmente, os espectrometros de infravermelho foram utilizados para
analisar amostras nos trés estados fisicos por meio da incidéncia de radiacéo
infravermelha diretamente na amostra através de um cristal que possui grande
capacidade de difusdo, mas baixa absorcdo dessa radiagdo (Figura 7) (PERKIN-
ELMER, 2014).

Amostra em contato com o feixe

/ de IV no cristal de ATR

Resultados para Detector

FeixedelV Cristal de ATR

Figura 7 — a multipla reflexado do sistema de ATR.
Fonte: adaptado de PERKIN- ELMER, 2014.

A metodologia de FTIR-ATR conta com recurso da Transformada de Fourier,
uma operacao matematica que por meio de um software, separa as frequéncias das
absorcdes individuais contidas no interferograma, subtraindo o interferograma de
fundo que se faz a partir de gases atmosféricos ativos no IR (diéxido de carbono e
vapor d’agua) do interferograma da amostra, produzindo um espectro idéntico ao
obtido por um espectrébmetro dispersivo. Como vantagem, tem-se a otimizacdo do
tempo de analise e a conservacdo da amostra analisada. Ja, como desvantagem,
vé-se que determinacdes quantitativas sdo possiveis apenas com correlacdo prévia
entre valores de parametros de interesse para certo grupo de amostras e espectros.
Os picos muitas vezes sdo amplos e sobrepostos, portanto, ha necessidade de uso
de técnicas multivariadas para interpretacdo dos resultados (PAVIA, 2010).

O acessorio de Refletancia Total Atenuada (ATR), nos ultimos anos,
revolucionou as analises com amostras solidas e liquidas, pois combate dois
desafios importantes da metodologia: a preparacéo da amostra e a reprodutibilidade
das andlises. (PERKIN-ELMER, 2014). O principio do ATR baseia-se na medicao
das mudancas de incidéncia do feixe de infravermelho sobre a amostra. A amostra

sélida ou liquida € posicionada em cima de um cristal opticamente denso e com alto
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indice de refracdo, no caso da amostra soélida € necessario pressiona-la de tal modo
a proporcionar 0 maximo contato. A radiacdo produzida é direcionada, a um angulo
especifico pelo equipamento e que passa atraveés do cristal de ATR em direcédo a
amostra e é totalmente refletida em sua superficie interna. Desta forma, o feixe de
luz penetrard numa camada fina de material da superficie da amostra absorvente
(0,5 u - 5 ) e sofrera perda de energia naqueles comprimentos de onda em que o
material absorve. A intensidade da radiacdo é atenuada devido as mudltiplas
reflexdes ao longo do comprimento da amostra, ou seja, ocorre a refletancia total
atenuada e um espectro de superficie é produzido (THERMO, 2013).

Os espectros de ATR sado obtidos na mesma faixa de trabalho dos métodos
convencionais na regidao do infravermelho médio, faixa utilizada com objetivo de
identificacdo de compostos quimicos. Podem ser apresentados em duas formas:
absorbancia versus nimero de onda (cm-1) ou em porcentagem de transmitancia
versus nimero de onda (cm™), a escolha da forma de apresentacdo depende da
finalidade a que se destina (PAVIA, 2010).

As vibracBes moleculares que ocorrem durante a passagem do feixe de
infravermelho podem ser classificadas como estiramentos ou dobramentos
angulares e s6 vao ocorrer em moléculas que contenham momento dipolo diferente
de zero. Um estiramento envolve a variagdo continua na distancia interatdmica ao
longo do eixo de ligacao entre dois &tomos e pode ser simétrico ou assimétrico. Ja
as vibracdes de dobramentos angulares sdo caracterizadas pela variacdo de angulo
entre duas ligacdes, podendo ser simétricas como as deformag¢des no plano
(rocking) e fora do plano (wagging) e assimétricas que sdo tor¢des no plano

(twisting) ou fora do plano (scissoring) (Figura 8) (PAVIA, 2010).
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Figura 8 - Classificagdo de vibracdbes moleculares. O sinal positivo indica
movimento na dire¢ao do leito e negativo na direcéo do plano.
Fonte: Adaptado de PAVIA, 2010.

3.7 Andlise Multivariada de Dados (AMD)

A andlise multivariada de dados, também chamada de quimiometria, refere-
se ao uso de ferramentas computacionais matematicas e estatisticas para maximizar
informacdes extraidas de um conjunto de dados (FERREIRA, 2015). Na década de
90, a quimiometria foi organizada como disciplina e comecou a se expandir
especialmente para a industria farmacéutica; desde entdo, com a utilizacdo de
instrumentos analiticos que produzem grande volume de resultados, a andlise
multivariada tornou-se ferramenta indispensavel para analise de dados
(BRERETON, 2007).

Uma das principais vertentes do uso da analise estatistica multivariada em
guimica analitica é o reconhecimento de padrées em amostras, viabilizando assim a
obtencdo de mais informagdes do conjunto do que quando comparado com 0s
procedimentos univariados adotados, possibilitando, por exemplo, identificar a
origem das amostras estudadas (FERREIRA, 2015).

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhancas e as
diferencas dentro do grupo de amostras analisadas, além de classifica-las e agrupa-
las, estdo divididos entre “métodos nao supervisionados” e “métodos
supervisionados”. Em comum, ambos os métodos se baseiam na validade das

seguintes suposicoes: as amostras do mesmo tipo sdo semelhantes; existem
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diferencas significativas entre diferentes tipos de amostras e, o conjunto de medidas
disponiveis é capaz de detectar as semelhancas e diferengas. Contudo, nos
meétodos supervisionados, cada amostra analisada provém de uma classe
preestabelecida, enquanto que nos métodos ndo supervisionados ndo ha nenhum
conhecimento prévio a respeito da classificacdo das amostras (ANZANELLO, 2015;
FERREIRA, 2015).

Para as analises quimiométricas serem executadas, os dados quimicos
precisam ser colocados numa matriz em que cada amostra € colocada nas linhas e
suas variaveis dispostas em colunas. Como a quantidade de variaveis pode ser
grande, suas grandezas de medida podem ser diferentes e podem haver diferentes
interferentes, é importante realizar um pré-processamento dos dados originais para
nivelar os resultados. Os métodos de pré-processamento mais utilizados consistem
basicamente em centrar na média ou auto-escalar os dados. No primeiro caso,
calcula-se a média dos valores experimentais para cada variavel e subtrai-se cada
valor experimental do respectivo valor médio. Auto-escalar significa centrar os dados
na média e dividi-los pelo respectivo desvio-padrdo, sendo um para cada variavel
(ANZANELLO, 2015; FERREIRA, 2015).

Neste trabalho, em virtude da quantidade de amostral ser pequena e de nao
se ter conhecimento prévio das amostras foram aplicados apenas analise por

métodos ndo supervisionados, exemplificados a seguir.

3.7.1.Métodos Nao superviosionados (Andlise Exploratéria de Dados)

Os métodos ndo supervisionados nao utilizam informacdes a respeito das
classes a serem formadas nos calculos, ou seja, ndo ha preocupacdo de construir
uma regra preditiva. S840 métodos mais simples e ao mesmo tempo mais eficazes
para o reconhecimento de padrdes e classificacdo de amostras a partir da analise
visual dos resultados experimentais (FERREIRA, 2015).

A analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes
principais (PCA) sdo dois exemplos de métodos mateméaticos ndo supervisionados
mais utilizados e que permitem a visualizacdo gréfica de todo o conjunto de dados,

mesmo quando o nimero de amostras e variaveis € elevado (FERREIRA, 2015).
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3.7.1.1.Andlise por agrupamentos hierarquicos (HCA)

A HCA trata-se de um método adequado para descobrir “padrées naturais”
de comportamento em um conjunto de amostras, agrupando-as em classes com
base na similaridade dos grupos de uma mesma classe e nas diferencas entre 0s
membros de classes diferentes. A finalidade é maximizar a homogeneidade interna,
dentre os grupos, e maximizar a heterogeneidade entre eles (FERREIRA, 2015).
Uma maneira de determinar o quanto um objeto € semelhante ao outro € através do
calculo da distancia entre eles, sendo a distancia Euclidiana um exemplo de medida
de distancia utilizado. A representacao gréfica obtida a partir da HCA é chamada de
dendrograma, um grafico bidimensional na forma de uma arvore hierarquica, em que
0os ramos da arvore representam o0 grau de similaridade entre as amostras
(FERREIRA, 2015).

3.7.1.2 Andlise por componentes principais (PCA)

A PCA consiste em projetar os dados multivariados em um espaco de
dimensdo menor, reduzindo assim a dimensionalidade do espaco original do
conjunto de dados sem que as relagdes entre as amostras sejam afetadas. Com
essa metodologia ndo so é possivel descobrir, visualizar e interpretar as diferencas
existentes entre as ariaveis e avaliar as relacbes que podem existir entre as
amostras, mas também, detectar amostras que apresentem um comportamento
distinto, uma vez que com a projecao dos dados elas tendem a se tornar evidentes
(FERREIRA, 2015). Assim, na PCA ocorre a transformacéo da matriz de dados, com
0 objetivo de representar as variacdes presentes em muitas variaveis, através de um
numero menor de “fatores”, também denominados de componentes principais
(FERREIRA, 2015). Portanto, constréi-se um novo sistema de eixos que Sao
denominados rotineiramente de fatores, componentes principais, variaveis latentes
ou ainda autovetores, para representar as amostras, no qual a natureza multivariada

dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes (ANZANELLO, 2015).
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A PCA baseia-se na correlagao entre variaveis agrupando aquelas que estédo
altamente correlacionadas. As colunas da matriz de loadings correspondem aos
autovetores da matriz de correlacdo (ou variancia e covariancia dependendo do preé-
processamento utilizado), enquanto os autovalores representam uma fracdo da
variancia total dos dados. Assim, cada componente principal descreve uma
porcentagem da variancia total (FERREIRA, 2015).

Estas novas variaveis sdo obtidas em ordem decrescente de quantidade de
informacgdo estatistica que descrevem, ou seja, a primeira componente principal
aponta a direcdo de maior variacdo dos dados, a segunda, que € ortogonal a
primeira, aponta outra direcdo que descreve a maior variagdo restante dos dados e

assim por diante (FERREIRA, 2015).
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4 CAPITULO | - Artigo: Application of chemometrics by FTIR-ATR in marijuana

samples seized by the Federal Police and influence of their possible diluents







4.1 Artigo

O Capitulo I é constituido por artigo cientifico submetido no periédico
Forensic Chemistry vinculado ao grupo Elsevier. O artigo descreve a aplicacao de
PCA e HCA em amostras de apreensédo de candbis e maconha com a influéncia de

seus possiveis diluentes analisados pela metodologia de FTIR-ATR.
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ABSTRACT

Marijuana is the most popular form of presentation of Cannabis sativa L.
(Cannabaceae) popularly known as Cannabis, and it is composed of aerial parts of
the plant, such as leaves and inflorescences, dried and pressed prepared as a
smoking mixture. It is the most consumed and trafficked drug in the world, presenting
an increase of users, every year. Cannabis can be grown indoor and outdoor and
their differences may be important with regard to potency of the drug. In addition,
marijuana can be mixed with diluents and/or adulterants that may contribute to
addiction cases and lead to toxicity, causing serious health risk to its consumers.
Chemical profile studies of drug samples are tools that could assist, providing
evidence to prove the materiality of crime of the trafficking. So, the aim of this study
was to perform the analysis of Cannabis and marijuana seizure samples by FTIR-
ATR (range 1800-880 cm™) combined with unsupervised chemometric tools to
differentiate the way of cultivation of the plant and to suggest use of diluents. PCA
and HCA showed relevant separation trends between seizure samples and their
possible diluents, grouping the samples by chemical similarity. The results obtained
by FTIR-ATR combined with chemometric tools area capable of generating fast and

sensitive data, providing relevant information for chemical profile research.

Keywords: Cannabis sativa; marijuana; chemical profiling; FTIR-ATR; chemometrics

1. INTRODUCTION

Marijuana is composed of aerial parts of the plant Cannabis sativa L., such
as leaves and inflorescences, dried and pressed prepared as a smoking mixture for
cigarettes, pipes and hookah [1]. Cannabis accounts for 183 million of active users in
2015, ranking first in the types of drugs in use [1]. Only in 2014, the Brazilian Federal
Police (BFP) seized more than 200 tons of marijuana in Brazilian territory [2].
Cannabis is opposite in relation to other drugs, because although the number of
seizures remained stable, the number of users and dependent consumers increases
each year [3]. Even with the Ordinance number 344/1998 and the Law number

11.343/2006, which respectively determine that any presentation of cannabis is
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proscribed in the country and provide preventive measures, attention and social
reintegration to users, define crimes and establishes standards of repression to the
illegal trade; there is no effective prohibition of trafficking and drop in its use in the
country [4,5]. Furthermore, Cannabis is a chemically complex plant with a diversity of
compounds including flavonoids, mono and sesquiterpenoids, steroids, nitrogenous
compounds and cannabinoids, a special class of terpenophenols characteristic of the
plant [6,7]. Over the years, cannabis has undergone genetic and cultivation
techniques, allowing the increase in content of its psychotropic cannabinoid, A-9-
Tetrahydrocannabinol (THC), along with it is modulator cannabidiol (CBD), and the
addition of diluents and/or adulterants, frequently found in marijuana, and that may
contribute to dependence [6]. Diluents are added to drugs in order to increase the
yield of the mixture, otherwise the adulterants are added in order to mimic the effects
of the drug [8]. Sometimes it is possible to use diluents that also act as adulterant,
which is the case of Tobacco, used to increase the volume and dependence due to
the presence of nicotine [9]. Thus, the trafficking industry became professionalized,
requiring updated methodologies, capable of identifying and tracing its origin by
police force and forensic science [10].

Chemical profile studies are tools that could assist allowing capable data of
tracking and grouping samples of seizures, providing evidence to prove the
materiality of crime of the trafficking [11,12]. FTIR-ATR is an attractive technique for
this kind of research because it is not destructive for the samples, it requires little
preparation and it is inexpensive compared to other available methodologies, being
able to adapt the reality of different police forces across the country. Combined with
multivariate data analysis, it becomes a powerful tool in forensic science that is
already consolidated in other segments such as: analysis of cocaine and their
adulterants, falsification of medicines and in documents adulteration [13]. Using the
principal components analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) of
cannabis and marijuana samples, which groups and/or isolates samples by criteria of
chemical and sectoral similarity [14], it is possible to differentiate the way of
cultivation of the plant and to suggest use of diluents to increase drug yield.

Thus, this study combines methodologies of instrumental analysis of Fourier
Transform Infrared spectroscopy with Attenuated Total Reflectance sampling

accessory, (FTIR-ATR), with multivariate tools to perform the analysis of marijuana
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and cannabis samples seized by Federal Police and their possible diluents as a form
of precursor design for chemical profile analysis, aiming to provide more concrete

evidence for drug trafficking.

2. METHODS

2.1. Seized Samples and Diluents

In Brazil, the only way to conduct a study about Cannabis and marijuana is by
using seized samples. The samples were provided by the BFP. All the research was
assisted by a federal criminal expert. Samples were separated into groups according
to the place of seizure and/or geographic location. Twenty-nine cannabis samples
were provided from previous research on seed trafficking [11, 12, 15]. The seeds
were grown in indoor way at the Federal Police Department (DPF) in Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brazil (30° 2' 53.30" S 51°12' 54.26" W), with authorization from
justice [11, 15]. Ten samples were seized in Manaus, Amazonas, Brazil (3° 7'8.50"S
60° 1'18.23" W) and were sent to DPF in Rio Branco, Acre, Brazil. Nine samples of
cannabis were obtained from seizures in the border region known as the Sao
Francisco River Valley, on the border of the states of Bahia and Pernambuco
(geographical coverage: 8° 35’ 20.82”S 39° 29’ 30.66” W; 8° 3 33’ 28.02” S 39° 25’
53.58” W; 8° 30’ 21.00” S 39° 39’ 12.78” W). And three street samples of marijuana

seized in different places of Porto Alegre without exact location (Table 1).

Table 1

The diluent samples were selected according to the local reported by the
Federal Police. Four samples of fresh horse feces were selected from the Veterinary
Hospital of the Jockey Club of Porto Alegre; four samples of commercial tobacco
from popular cigarettes (Kent®, Minister®, L & M® and Marlboro®), three basil
samples (Ocimum basilicum L.), one fresh and two dried; three samples of oregano
(Origanum vulgare L.), one fresh and two dried; three samples of cilandro
(Coriandrum sativum L.), one fresh and two dried and a sample of black soil enriched

with dolomitic limestone (Table 2).
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Table 2

2.2. Sample Preparation

All the Cannabis, marijuana and diluents samples were prepared using the
same protocol The samples were dried with heat at 60 °C for one hour in an oven
(Biomatic®), crushed with a hand crusher, followed by homogenization with gral and
pistil. Next, they were sifted using a tamper and packed in a 1.5 ml eppendorf tube.
Diluents samples were mixed according the classes describe in table 2, with no

distinction of your origin.

2.3. Instrumentation

The infrared spectra of all seized samples and thinners were obtained in a
Thermo Fisher Nicolet Avatar 370 DTGS spectrometer (Thermo Fischer, San Diego,
CA, USA) using a universal attenuated total reflectance (ATR) sampling accessory.
Absorbance was measured in the spectral range of 400-4000 cm™. The grinded
samples were directly analyzed. The spectra were acquired in random order, in

triplicate, with 32 scans and resolution of 4 cm™.

2.4. Chemometrics

ChemoStat® software was used for multivariate analysis. All Cannabis,
marijuana and diluent samples were analyzed in triplicate with background performed
on each sample. The triplicate of each sample was averaged and the range of
analyses was 1800 — 880 cm™ because is a relevant region with less noise
interference. In Chemostat®, the data were preprocessed using the Savitzky-Golay
(SVG) algorithm (1st order polynomial, 13 points per window) and normalization. The
standard normal variate (SNV) was applied to the spectra for removing vertical shifts,
before multivariate analysis, and the spectra were mean-centered. The PCA and
HCA analysis was performed in the pre-processed spectra to investigate the

similarities between the samples.
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2.5. Analysis Script

Multivariate analysis were separated into stages, To know the differences
between the samples of seizure,: (a) comparison between Cannabis and marijuana;
(b) differentiation between indoor and outdoor Cannabis; (c) diluents analysis; (d)
comparison between samples of indoor Cannabis mixed with diluents and only
diluents and (e) comparison of all seizure samples, mixed samples and diluents. The

results are exemplified in figure 1.

Figure 1

3. RESULTS AND DISCUSSION

Infrared spectroscopy (IR) is a reliable methodology for detecting fingerprint
regions of different compounds and can be widely used to analyze any sample that
has organic functional groups (C H, N H, S H and OH) [14]. The FTIR-ATR
methodology relies on the Fourier Transform, a mathematical operation that, through
software, separates the frequencies of the individual absorptions contained in the
interferogram, subtracting the background interferogram that is made from
atmospheric gases active in IR (carbon dioxide and water vapor) of the interferogram
of the sample, producing a spectrum identical to that obtained by a dispersive
spectrometer. FTIR-ATR allows quick and cheap analysis, without sample
destruction.

FTIR-ATR analysis without previous treatment of the samples and without the
average of the triplicates of each sample revealed four possible regions of interest
and varied absorbance samples (Fig. 2-a). To minimize the analysis noise that can
be caused by differences in deposition and pressure of the sample in the ATR crystal
and environmental differences, were used the preprocessing techniques, Savitzky
Golay (SVG) algorithm and normalization. The average was performed because the
sample set was relatively extensive and made difficult to see in the spectrum.
However, in solid analyzes, the use of triplicates is recommended, since each

sample may have a different behavior depending on the conditions cited. These
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factors may change the response to multivariate analyzes. With pretreatment, there
is the possibility of uniform the spectral signals (Fig. 2—b). Thus, it is possible to
confirm that there are four regions of important vibrations: at 1600 cm-*; 1400 cm™;
1200 cm™ and 1000 cm which are responsible for the characterization of the
samples, related to: C=C type stretch vibrations; stretching and deformation =C-H, -
C-H; stretch vibrations =C-O-C, C-O-H and strain vibrations =C-H. The fingerprint
region comprising from 800 cm to 1400 cm is also associated with the region of

aromatic compounds.

Figure 2

A dendrogram is a diagram that shows the clusters formed by grouping
observations at their levels of similarity, using Euclidean distance. In Fig. 3, it is
possible to observe the dendrogram in which there is almost total separation of the
Cannabis samples grown in the BFP in two clusters and the formation of one cluster
referring to the marijuana samples from Acre. These groups answer the questions (a)
and (b) of the analysis script, being it possible to differentiate Cannabis from
marijuana samples and to establish differences between indoor and outdoor

Cannabis samples.

Figure 3

Analyzing the PCA (Fig. 4), it is possible to see that the first main component
(PC1), with 70.51% of variance, is responsible for separating the indoor culture
samples from the BFP. On the other hand, the inspection of PC2 shows the tendency
of separation between the samples of outdoor cultivation of Bahia with the samples
of marijuana from Acre. In addition, there is almost the definitive separation, in the
second quadrant of the graph, of the street samples, suggesting a similarity between

two of the three samples seized.

Figure 4
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When comparing PC1 (70.51%) with PC3 (8.14%) (Fig. 5), the difference
between Cannabis and marijuana samples is more evident. The indoor samples are
concentrated in quadrants three and four of the graph. While the samples from Acre
are 90% distributed in the first quadrant and the samples from Bahia are in the fourth

quadrant.

Figure 5

The diluent analysis was a resource for trying to differentiate marijuana
samples that did not clearly separate. Initially, the diluents were analyzed alone, in
triplicate of analysis of the pool of each diluent and the preprocessing already
described was performed. By the spectrum it is observed that the samples had
different constitutions (Fig. 6-a) and it is possible to make their clear differentiation,
thus answering the question (c) of script analysis. Differences between diluents
constituted of a vegetal material, by the separation of the samples of aromatic plants
and commercial tobacco, of the samples of soil and feces whose constitution is
different from the others were observed. The PCA scores chart (Fig. 6-c) confirms the
finding of the HCA (Fig. 6-b), placing each group of diluents in a quadrant of the
graph; and PC1 is responsible for 95.77 % of the variance.

Figure 6

Three indoor Cannabis samples were randomly chosen and mixed with each
group of diluents in a 1:1 ratio, separately, and analyzed in triplicate. The results
were treated and compared with the diluent samples (Fig. 7 a, b, c). The different
classes of diluents separate the cannabis samples according to the chemical
similarity of the diluents (Fig. 7-c). The mixture of samples with commercial tobacco
and aromatic plants shows that it is possible to have deliberate or accidental
contamination with diluents in the seized samples, responding in a relevant way the

question (d) of the script analysis.

Figure 7
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In order to analyze all samples (seized, mixtures and diluents) it was
necessary to average the triplicate of each sample before the pretreatment due to the
guantity of samples and their similarity, the results overlapped, with no clear

identification of groups.(Fig. 8-a).

Figure 8

Considering all sample set, some trends are revealed, such as: PC1 showed
89.68% of variance and clearly separates the soil and Cannabis samples mixed with
soil from the other samples, evidenced in the loadings graph (Fig. 8-b, 8-c), in with
samples in the negative portion of PC1, correspond to the wave number around 900
cm? in the spectra. Indoor Cannabis samples form a well-defined group on the
positive portion of PC1 and in the negative portion of PC2. Marijuana samples from
Acre also have a characteristic profile, forming a group on the positive portion of PC1
and also, with the proximity of Cannabis samples labeled with tobacco from these
samples, it is possible to suggest its contamination Cannabis samples from Bahia are
different from those grown at BPF, confirming the difference between indoor and
outdoor forms of cultivation. The unknown samples, due to the high distances, are
samples from different types of marijuana. The feces samples did not form a
separate group, but are almost equidistant in the negative portion of PC2, relatively
separate from the other samples. Thus, the chemometric findings were able to

compare the sample set, answering the question (e) of the analysis script.

4. CONCLUSIONS

A Cannabis plants and marijuana separation methodology with additional
analysis of possible diluents present in the seizure samples was proposed by
performing FTIR-ATR analysis and multivariate data analysis. The non-supervisioned
methods of PCA and HCA showed that it is possible to separate the Cannabis and
marijuana samples and to differentiate indoor culture from the samples. Analysis of
the diluents revealed that contamination of the seized marijuana samples it is
possible. FTIR-ATR methodology is fast, easy to apply, requires little sample volume

and, mainly, preserves the sample from destruction, an important detail for the
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forensic sciences. The multivariate analysis of data obtained through infrared

analysis were reliable and satisfactory, considering the results of chemical profile of

drugs of abuse, since it gathers several relevant information in a short period of

research.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank to CNPq and CAPES for the financial support and to

Brazilian Federal Police for the scientific partnership.

REFERENCES

[1]
[2]

[3]
[4]
[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

UNODC. United Nations Office on Drugs and Crime., Report world 1, 2017.

FEDERAL POLICE. GPRE Dbulletins, Suppression GB-GCotPN, DPF
Newsletter, 2013http://www.dpf.gov.br/agencia/noticias/2014/01/pf-bate-
recorde-de-apreensao- de-drogas-em-2013.

UNODC. United Nations Office on Drugs and Crime, 2015.
BRASIL, Portaria n. 344, de 12 de maio de 1998, Ministério Da Saude. (1998).
BRASIL. Lei n° 11.343, de 23 de agosto de 2006.

M.A. Elsohly, D. Slade, Chemical constituents of marijuana: The complex
mixture of natural cannabinoids, 78 (2007) 539-548.
doi:10.1016/j.1fs.2005.09.011.

M.M. Radwan, M.A. Elsohly, A.T. El-alfy, S.A. Ahmed, D. Slade, A.S. Husni,
S.P. Manly, L. Wilson, S. Seale, S.J. Cutler, S.A. Ross, Isolation and
Pharmacological Evaluation of Minor Cannabinoids from High-Potency
Cannabis sativa, (2015) 1-6. doi:10.1021/acs.jnatprod.5b00065.

R.J. Dinis-Oliveira, F. Carvalho, J.A. Duarte, F. Remido, A. Marques, A.
Santos, T. Magalhdes, Collection of biological samples in forensic toxicology,
Toxicol. Mech. Methods. 20 (2015) 363-414.
doi:10.3109/15376516.2010.497976.

F.M. Filbey, T. Mcqueeny, S. Kadamangudi, C. Bice, A. Ketcherside,
Combined effects of marijuana and nicotine on memory performance and
hippocampal volume, Behav. Brain Res. 293 (2015) 46-53.
doi:10.1016/j.bbr.2015.07.029.

67



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

R.S. Ortiz, K. de C. Mariotti, M.H. Holzschuh, W. Romad, R.P. Limberger, P.
Mayorga, Profiling counterfeit Cialis, Viagra and analogs by UPLC-MS,
Forensic Sci. Int. 229 (2013) 13-20. doi:10.1016/j.forsciint.2013.03.024.

B. Tassi, M. Gonzalez, L. Steffens, R. Scorsatto, R. Pereira, Cannabis sativa :
A systematic review of plant analysis, (2017) 1-23.

B. Tassi, M. Caetano, A. Marcelo, R. Scorsatto, K. De Cassia, M. Flores, R.
Pereira, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy Near infrared spectroscopy combined with chemometrics for
growth stage classi fi cation of cannabis cultivated in a greenhouse from seized
seeds, SAA. 173 (2017) 318-323. doi:10.1016/j.saa.2016.09.040.

R.S. Ortiz, K. de C. Mariotti, B. Fank, R.P. Limberger, M.J. Anzanello, P.
Mayorga, Counterfeit Cialis and Viagra fingerprinting by ATR-FTIR
spectroscopy with chemometry: Can the same pharmaceutical powder mixture
be used to falsify two medicines?, Forensic Sci. Int. 226 (2013) 282-289.
doi:10.1016/j.forsciint.2013.01.043.

M.J. Anzanello, F.S. Fogliatto, R.S. Ortiz, R. Limberger, K. Mariotti, Selecting
relevant Fourier transform infrared spectroscopy wavenumbers for clustering
authentic and counterfeit drug samples, Sci. Justice. 54 (2014) 363-368.
doi:10.1016/j.scijus.2014.04.005.

K. De Cassia, M. Caetano, A. Marcelo, R.S. Ortiz, B. Tassi, M. Sander, M.
Fléres, R. Pereira, Science and Justice Seized cannabis seeds cultivated in
greenhouse : A chemical study by gas chromatography — mass spectrometry
and chemometric  analysis, Sci. Justice. 56 (2016) 35-41.
doi:10.1016/j.scijus.2015.09.002.

68



Table 1 - Description of the seizure samples. * Multivariate analysis. AC = state of Acre; RS = state of
Rio Grande Sul; BA = state of Bahia. SS = Street Samples. BFP = Brazilian Federal Police

Seized Sample Location Number of Samples Number for MA* Add Information
Marijuana AC 10 1 -

Cannabis plants RS 29 2 Indoor cultivation in BFP

Cannabis plants BA 9 3 Outdoor cultivation
Marijuana RS 3 4 SS

Table 2 - Description of the diluents samples. * Multivariate analysis.

Diluents Samples Number of Samples Name for MA* Add Information
Aromatic Plants 9 AP Pool of basil, oregano and
cilandro
Horse Feces 4 Fz -
Soil 1 S -
Commercial Tobacco 4 FM Pool of Kent®, Minister®, L&M®
and Marlboro®

Analysis Stages

| a) Cannabis Vs. Marijuana |

Instrumental Analysis ] —— FTIR - ATR

Statistical Analysis | —> Chemometrics - ; -
Tools | d) Indoor + Diluents (Mixed Samples) Vs. Diluents |

| b) Indoor Vs. Outdoor |

- | c) Diluents Analysis I

| e) All Samples Vs. Mixed Samples Vs. Diluents |

Figure 1: Sample analysis preparation scheme according to the type of origin with instrumental and
statistical analysis.

69




Sample spectra

041
03+

02 +

Ahs

01 4

0,0

- =4ttt
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 100 1000 900
1/cm

Sample spectra

Abs
(=]
I

ra

: : PR |
+— + +— + + T
1800 1700 1600 1600 1400 1300 1200 1100 1000 800

Figure 2: (a) FTIR-ATR spectra of Cannabis plants and marijuana samples in triplicate without

preprocessing. (b) FTIR-ATR spectra of same samples with average and preprocessing.
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Figure 3: Dendrogram of cannabis and marijuana samples. Highlighted in red are the clusters of the
indoor Cannabis plants samples and highlighted in green the cluster of the marijuana samples from
Acre state. All Samples starting with number 1 are marijuana from Acre; 2: Indoor Cannabis plants; 3:

Outdoor Cannabis plants from Bahia and 4: street samples from Rio Grande do Sul.
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Figure 4: Scores of PCA (PC1xPC2) for Cannabis and marijuana FTIR-ATR spectra of four groups of

seized samples. All Samples starting with number 1 are marijuana from Acre; 2: Indoor Cannabis

plants; 3: Outdoor Cannabis plants from Bahia and 4: street samples from Rio Grande do Sul.
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the three main groups of samples. All Samples starting with number 1 are marijuana from Acre; 2:
Indoor Cannabis plants; 3: Outdoor Cannabis plants from Bahia and 4: street samples from Rio
Grande do Sul.
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Figure 6: (a) FTIR-ATR spectra of diluents samples in triplicate with preprocessing. (b) Dendrogram of
diluents samples, highlighting the differences between plant material from soil and feces. (c) PCA
scores show diluents samples in opposite quadrants. Legend: AP — Aromatic Plants; FM —

Commercial Tobacco; FZ — Feces; S — Soil. The letters “ab, “b” and “c” identify the triplicate
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Figure 7: (a) FTIR-ATR spectra of diluents samples and Cannabis samples mixed with diluents in

triplicate with preprocessing. (b) Dendrogram showing the separation between soil and Cannabis

mixed with soil (samples named with “S”, in the left) to other diluents and mixed samples. (c) PCA
scores showing 88,26% of variance in PC1 to justified the separation between soil and feces samples
that are in the negative part of PC1 from the different class of organic material (plants, other diluents,

mixed samples and feces).
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diluents samples. (b) PCA score plot 3D of Cannabis, marijuana, diluents and Cannabis mixed with
diluents samples. (c) Loadings of contributions of variance of the PC1, PC2, PC3. (light green: soil and
soil mixed with Cannabis; green: marijuana from Acre light blue: feces and feces mixed with Cannabis;
orange: Cannabis indoor from BFP; grey: commercial tobacco and commercial tobacco with Cannabis;

pink: unknown samples; burgundy: aromatic plants and aromatic plants with Cannabis.
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6 DISCUSSAO GERAL







A diferenciacdo entre a planta Cannabis sativa L. e suas formas de
apresentacdo € de fundamental importancia para ndo se confundir os termos e
conceitos sobre planta usados para pesquisas na area da saude com a sua forma de
apresentacdo mais comum, a maconha, que é a droga mais utilizada e traficada no
mundo (UNODC, 2017; UNODC, 2009). A maconha é formada das partes aéreas da
planta secas e prensadas preparadas como mistura para fumar, podendo ter a
adicdo de diluentes e adulterantes para mimetizar seus efeitos e gerar maior lucro
para quem a produz e distribui (ELSOHLY, 2007; MAGALHAES, 2013).

Até entdo no Brasil, os estudos de perfil quimico agregados a pesquisa de
diluentes e adulterantes de drogas havia sido proposto pelo Projeto PeQui vinculado
a Policia Federal para delinear o trafico de cocaina e seus derivados. A partir desse
estudo, surgiu a questdo de realizar um estudo de perfil quimico da droga mais
consumida no mundo e no Brasil, a maconha. Este trabalho é resultado de uma
pesquisa continuada acerca do perfil quimico de Cannabis sativa L., das suas
sementes apreendidas pelo DPF (MARIOTTI et al, 2015; BORILLE, 2016; BORILLE,
2017) e de amostras de apreensdo de maconha.

As analises de FTIR-ATR aliadas as ferramentas multivariadas néo
superviosionadas de PCA e HCA foram satisfatrias para separar amostras de
apreensdo de canabis de cultivo indoor e outdoor de diferentes regibes do pais e
também possibilitaram a tendéncia de separacdo dessas das amostras de maconha
apreendidas. Para auxiliar na separacdo das amostras de maconha foi proposta a
andlise de um conjunto de diluentes mais comuns encontrados nas amostras. Os
resultados de andlise dos diluentes demonstraram que podem ser validas novas
pesquisas vinculadas a contaminacdo de amostras de maconha com fumo.A
aplicacdo de estatistica multivariada auxiliou na elucidacdo dos resultados e abriu
um leque pouco explorado nas pesquisas com canabis na ciéncia forense.A
metodologia de infravermelho é vantajosa pois proporcionou um amplo volume de
dados a partir de andlise rapida; possui baixo custo, o que facilita 0 uso em
diferentes laboratérios forenses pelo pais; ndo inutiliza as amostras, outro fator
importante, pois a preservacao da prova uma das questdes durante 0s inqueritos
policiais; aliada as metodologias multivariadas, podem fornecer informacbes
importantes acerca do perfil quimico de amostras de apreensdo; auxilia a

inteligéncia policial a conectar produtores e traficantes e ainda e fornece dados para
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pesquisa na area da saude seja para o desenvolvimento de farmacos ou para o

tratamento de dependentes.
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7. CONCLUSOES







A analise do perfil quimico de amostras de canabis surgiu a partir da
necessidade ja vista a partir do Projeto PeQui, destinado a andlise de amostras de
apreensdo de cocaina. Até entédo, existem poucos estudo publicados acerca do tema
para canabis, sendo o precursor deste trabalho o estudo de perfil quimico de
sementes de canabis apreendidas.

A complementacdo de estudos iniciais com diluentes para canébis foi uma
forma complementar de fornecer dados de diferentes aspectos das amostras de
apreensdo com relevancia para quimica forense.

A analise estatistica multivariada pelos métodos ndo supervisionados de
PCA e HCA demonstraram que existe diferenga entre amostras de canabis indoor e
outdoor e que essas se diferem das amostras de maconha. A andlise dos diluentes
isolados e de amostras batizadas ao acaso demonstrou que pode haver
contaminacdo das amostras de rua de maconha, esse resultado abriu um
precedente as andlises forenses de perfil quimico da maconha.

As analises de perfil quimico realizadas pela metodologia de espectroscopia
no infravermelho com uso de ferramentas quimiométricas fornece informacdes Uteis
e pontuais para inteligéncia policial no que diz respeito a conexao de apreensdes de

drogas de abuso.
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