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ABSTRACT

Synthetic cannabinoids (SCB) are cannabinoid receptor agonists widely used as
recreational drugs for their psychotropic effects. Nevertheless, medical reports and scientific
publications refer that the effects are more potent and effective than those obtained from natural
cannabinoids, and can cause non-desirable effects, making its consumption a reason for
concern. Moreover, most SCB users are not aware of some of the severity of effects that can
come up with prolonged consumption. Consumers of these drugs obtain them easily on the

internet, not knowing exactly what they are consuming.

Another concern is that, when these substances are smoked, the products of
combustion are also inhaled. Therefore, the potential psychoactive effects and even the
associated toxicity may be also due to pyrolysis products. Also, since there is no description of
what is inside the package, the mixture combination could possibly be the cause of some of

the most severe reactions.

With this dissertation, we intended to understand the content of traded packages
containing SCB and identify the chemical products inhaled when smoked. This will give a better
overview of the composition of these commercial products containing SCB and the products

formed after their combustion, as also their potential advertised effects.

The obtained results indicate that not all psychoactive and toxic effects are originated
from the SCB. In fact, it was found that plasticizers from the packaging migrated to the herbal
mixture and are highly toxic. Also, the same herbal mixture can provide some of the desirable
effects, even though the plants that constitute the mixture couldn’t be identified. Biological
effects of most pyrolysis products obtained from SCB are still undefined, but safety issues were

identified in the literature for some of them.

It can be concluded that the of burning during smoking of SCB products may lead to the
formation of new compounds with high toxic potential, whose effects in the inhaled volatile

mixture are still unpredictable at the present stage.

Keywords: Synthetic Cannabinoids, pyrolysis products, psychoactive effects, toxicology.
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RESUMO

Canabindides sintéticos (CBS) sédo agonistas dos recetores canabindides amplamente
usados como drogas recreativas pelos seus efeitos psicotrépicos. Todavia, relatérios médicos
e alguns artigos cientificos referem que os efeitos sdo mais potentes e eficazes do que o dos
canabindides naturais, e ainda podem causar efeitos ndo desejaveis, fazendo do seu consumo
um perigo. Além disso, os utilizadores de CBS nao estédo cientes da severidade de alguns dos
efeitos que podem ocorrer com o seu consumo prolongado. Os consumidores destas drogas

conseguem obté-las facilmente pela internet, sem saber exatamente o que estdo a consumir.

Outra preocupacdo € que, quando se fumam estas substancias, os produtos de
combustao que sdo formados também serdo consumidos. Os efeitos psicoativos e mesmo a
toxicidade associada podem ser também consequéncia da inalacdo desses produtos. Além
disso, como ndo ha nenhuma descri¢cao do que esta dentro do pacote, a combinacéo de todos

0s constituintes poderia ser a causa de algumas das rea¢des mais graves.

Com esta dissertagéo, pretende-se determinar o contetdo dos produtos comerciais e
identificar o que esta a ser inalado quando fumado. Isto dard uma viséo geral da composicéo
destes produtos comerciais que contém SC e dos produtos formados apds a sua combustéo,

como também dos seus potenciais efeitos.

Os resultados obtidos indicam que nem todos os efeitos psicoativos e toxicos tém
origem nos CBS. De facto, descobriu-se que os plastificantes da embalagem migraram para a
mistura de ervas e sdo extremamente toxicos. Além do mais, a mesma mistura de ervas pode
fornecer alguns dos efeitos desejaveis, apesar dos constituintes das plantas ndo terem sido
identificados. Os efeitos biol6égicos da maioria dos produtos pirolisados obtidos dos
canabindides sintéticos ainda ndo estdo identificados, mas para alguns foram reconhecidos

alguns riscos de seguranca.

Pode-se concluir que a queima durante o ato de fumar estes produtos contendo CBS
pode levar a formacao de novos compostos com um elevado potencial toxico, cujos efeitos na

mistura voltil inalada sé@o ainda imprevisiveis nesta fase atual.

Palavras-chave: Canabindides sintéticos, produtos da pirélise, efeitos psicoativos,
toxicologia.
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INTRODUCAO AS NOVAS SUBSTANCIAS PSICOACTIVAS

Nos ultimos anos, na Europa, tem-se vindo a verificar um incremento exponencial no
mercado de novas substancias psicoativas (NPS), onde entram produtos vindos da Asia, Africa
e América do Sul, para além das NPS que ja se produzem no espaco europeu. O Ultimo
“Relatorio Europeu sobre Drogas” mostra que houve um aumento de produc¢do de novas

substancias psicoativas bem como do seu consumo (1).

Drogas sintéticas sao analogos estruturais ou funcionais de uma substancia controlada,
0 que permite mimetizar os efeitos farmacoldgicos da droga original. Tendo como base a sua
acao farmacoldgica, dividlem-se em quatro categorias diferentes: os psicostimulantes (e.g.
catinonas sintéticas, anfetaminas, cocaina), os CBS (mimetizam os efeitos da canabis), o0s
dissociativos, que englobam as benzodiazepinas, a cetamina e os fenilciclidina, e os
alucinogénios (e.g. dietilamida do &cido lisérgico e psilocibina). Podem ser encontrados no
mercado com diferentes rotulos e supostas aplicacbes, como sais de banho, pos,
comprimidos, tabaco de enrolar, ambientadores, incenso e misturas de ervas e sdo vendidas
online ou em lojas especializadas, conhecidas como “smart shops”. Todas elas sao vendidas
em embalagens muito atrativas e rotuladas, com o nome da substancia (nem sempre),
posologia em funcdo do efeito desejado, com referéncias populares que os clientes

reconhecem e por vezes com avisos acerca do perigo do seu consumo (2,3).

Existem dois motivos que levam a elevada procura destas substancias: a) uma vez que
sdo analogos de compostos proibidos, estes sao comercializados como alternativas legais, dai
serem conhecidas como “drogas legais”, e b) por que sédo dificeis de encontrar nos testes de
rastreio habituais (4). Em Portugal, bem como noutros paises, esta realidade é de enorme
preocupacéo para as autoridades competentes, neste sentido foi publicado um decreto-lei (n°
54/2013 de 17 de abril) que define o regime juridico que controla a comercializacdo e
publicidade destas substéncias, onde na portaria n°® 154/2013 de 17 de abril séo listadas as
novas substancias psicoativas. Esta legislacdo veio permitir que se possam colocar em
praticas medidas contra a sua producgdo, distribuicdo, venda, dispensa, importagdo e
publicidade, tendo tido como consequéncia imediata o encerramento das “smart shops”. No
entanto, a legislagdo que proibe as substancias psicoativas ndo é totalmente eficaz, porque
mesmo com possiveis recorrentes portarias para o decreto-lei que atualizam as novas
substancias que vao aparecendo no mercado, outras facilmente sdo produzidas que ndo

fazem parte da lista. Para o que € proibido hoje ser novamente legal basta uma pequena
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alteracdo na estrutura quimica da molécula para se tornar uma substancia nova e estar
disponivel no mercado sem repercussodes legais. Torna-se por isso, fulcral a prevencgéo contra

0 consumo destas drogas (5-7).

A tabela 1 reline os efeitos das substancias psicoativas desejados pelos utilizadores,
bem como os seus efeitos adversos (2). Apesar de ja se conhecerem alguns efeitos causados
pelos CBS, a informacao ainda é escassa. Tendo em conta que, de entre as novas drogas
psicoativas, os CBS sdo o0s mais procurados, estudar e conhecer os seus efeitos
farmacoldgicos e a sua toxicidade com maior profundidade torna-se uma questao fundamental

para assegurar a seguranca de quem as procura (1).

Tabela 1: Classes de agentes classicos e 0s seus respetivos agentes sintéticos e efeitos causados (2).
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1. Canabindides sintéticos

1.1. Utilizacdo e consumo

Os CBS foram originalmente sintetizados numa tentativa de desenvolver farmacos
agonistas dos recetores de canabindides (CBR). O seu efeito é semelhante ao do A°-
tetrahidrocanabinol (A° - THC), um agonista parcial dos CBR presente na marijuana (8).
Existem dois agonistas sintéticos do CBR com utilizacdo terapéutica, o Dronabinol e o
Nabilone. O Dronabinol (Marinol®) é um isémero trans do A° - THC sintético, enquanto o
Nabilone (Cesamet®) é um analogo sintético do A° — THC (18). Estes séo utilizados no
tratamento de vomitos e ndusea causados pela gquimioterapia, com uma eficacia igual ou
superior a outras drogas de primeira geracdo. No entanto, o aparecimento de novas drogas
mais eficientes e toleraveis levou a que os CBS perdessem o seu interesse terapéutico. O
Dronabinol é também utilizado no tratamento da anorexia causada pela Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) como estimulante do apetite (9).

O produto final da sintese de CB consiste num sélido que é vendido em pacotes ou
dissolvido num solvente e pulverizado sobre uma preparacao de ervas. Quando é adquirido
sob a forma de po, este é dispersado sobre tabaco, sendo posteriormente enrolado e fumado.
Na segunda opc¢éo de compra, a substancia psicoativa esta presente na solu¢ao adicionada a
preparagdo de ervas (10). Existe ainda a possibilidade de ser consumida misturada com
canabis ou por infusdo da preparacéo (5). Recentemente, foi documentada a venda em liquido
para utilizacdo por cigarro eletronico (11). A droga € comercializada com nomes apelativos e
reconheciveis pelo publico, indo buscar influéncias a cultura popular (filmes, séries, livros,
etc.), como se pode ver na figura 1. Além disso, as embalagens informam o possivel
comprador de que nao é aconselhado o consumo do produto. Por vezes, adiciona-se aromas
e corante para mascarar a cor verde ou castanha, de modo a ser semelhante a embalagem
ou nome dado. As embalagens normalmente sao de aluminio e levam entre 1 a 3 gramas de
matéria vegetal seca, onde um ou mais CBS s&o adicionados, e o seu efeito é de 1 a 2 horas.
Quando comparado com a candbis, a duracéo dos efeitos € mais curta e o auge é atingido
mais cedo nos CBS (5). Isto leva a que os consumidores pensem ter em mao um produto
equivalente a canabis mais eficiente, mais barato e que nado é detetavel nos testes padrao,

levando a uma procura inflacionada destes produtos (12).
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Figura 1: Exemplos das embalagens vendidas com canabindides

sintéticos na sua composic¢ao.

1.2. Composicao

A composicdo exata destes produtos normalmente ndo € conhecida, mas existem
alguns CBS que sao detetaveis. Os compostos mais utilizados na produgéo pertencem a serie
JWH, que foram sintetizados pelo quimico John W. Huffman. Além desta série, existem os
CBS HU, da Universidade Hebraica, a série AM, de Alexandros Makriyannis, a série CP
(ciclohexilfenol), desenvolvidos pela farmacéutica Pfizer, a série 2,2,3,3-
tetrametilciclopropanocarbonilo (TMCP), o grupo WIN, desenvolvido pela farmacéutica
Sterling Winthrop e o grupo UR, desenvolvido pelos Laboratérios Abbot. O XLR-11 é um
analogo do UR-144, com a diferenca de conter um atomo de flior na posigéao 5’ (2—4,20).
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CANABINOIDES SINTETICOS

1. Propriedades fisico-quimicas

Mesmo com as possiveis alteracfes que possam existir na estrutura dos diferentes
CBS, todos sdo compostos apolares e solUveis em solventes organicos. Na sua estrutura tém
entre 20 a 26 carbonos. Os CBS podem ser divididos de acordo com a sua estrutura quimica,
seguindo o principio que cada substancia psicoativa € produzida através da modificagdo da
estrutura molecular de um precursor, provavelmente uma substancia ilegal que se encontra

regulamentada, sem que os efeitos psicoativos desejados sejam suprimidos (2—4,21).

Tabela 2: Classes de canabindides sintéticos (3,12,13). Os exemplos sublinhados correspondem as
estruturas representadas.

Classes de
- - Estrutura
canabinoides Estrutura quimica Exemplos
- molecular
sintéticos
o Relacionada com o THC;
Canabindides
) THC de Cannabis HU-210;
classicos
sativa AM906.
Canabindides Ciclohexilfendis ou oH CP 47,497-C8;
nao classicos 3-arilciclohexandis HU-308.
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A Ame3,

o O N\ AM-2233;
Benzoilindois , N

\\ RCS-4;

CB-13;
Outros Diarilpirazéis PB-22;
WIN 55,212-2

Existem outros compostos que podem ser encontrados e identificados juntamente com
0s CBS nos produtos finais que séo encontrados a venda: amidas de acidos gordos, que
podem mimetizar a acdo de CB naturais (oleamida, palmitamida e esteramida), substancias
que se presumem serem provenientes de plantas, como eugenol, eucaliptol, fitosterol, timol,
esqualeno, persicol, acidos gordos e os seus ésteres (linoleato de etilo, palmitoato de etilo),
aromatizantes (etilvanilina, acetilvanilina...), conservantes (benzofenona, benzoato de benzilo
e 4cido hidroxibenzdico). Tém sido encontrados até 15 compostos diferentes, o que permite
uma grande variedade de combinacdes de drogas, e grandes quantidades de vitamina E, que

atua como agente mascarante nas analises dos CBS ativos presentes no produto (3-5,11).
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2. Farmacologia

A falta de informacéo acerca dos riscos associados ao consumo de CBS faz do estudo
da sua farmacologia e toxicologia uma prioridade. A compreensao dos efeitos farmacolégicos
ird permitir desenvolver os tratamentos indicados para os efeitos colaterais relacionados, como
os efeitos comportamentais e fisiol6gicos. A investigacdo dos componentes que existem nas
embalagens, os seus efeitos quando consumidos e qual a dose efetiva de CBS para se

produzir um efeito é de extrema importancia.

2.1. Farmacodindmica

Sédo conhecidos dois CBRs, ja referidos anteriormente, no corpo humano: O CBR 1,
gue se encontra maioritariamente nos neurénios do sistema nervoso central, e o CBR 2 que
se encontra especialmente nas células do sistema imunitario (8). Ambos os recetores séao
acoplados a proteina G e respondem a ligandos enddégenos (anadamida e o 2-araquidonaoil
glicerol), ao THC e a CBS (2,13,17). De uma forma geral os CBS possuem maior afinidade
para ambos os recetores, funcionando como agonistas totais. A interacdo de CBS com o0 CBR
1 pré-sinaptico leva a inibigdo da via da proteina kinase A do cAMP e modula a atividade dos
canais de Ca?* e K*, antagonizando o efluxo de varios neurotransmissores excitatérios do
neurdnio para a fenda sinaptica, tais como a serotonina, a dopamina, a noradrenalina, a
acetilcolina e o glutamato, e o neurotransmissor inibitério 4cido 4-aminobutandico (GABA).
Este impedimento da libertagdo de diferentes neurotransmissores leva a uma mistura de
efeitos psicotropicos estimulantes e inibitérios. Os CBS interferem na regulacédo dos processos
inflamatdrios, na libertagéo de citocinas e na migracao celular quando interagem com o CBR
2 (18,19). Apesar de ainda faltar informacédo para melhor compreender esta interacdo, na area
médica tem-se direcionado a investigacao para os agonistas seletivos do CBR 2 que evitam a
interacdo com o CBR 1, permitindo obter os efeitos terapéuticos pretendidos sem os efeitos
psicotropicos indesejados (13). Porém, existe a possibilidade de afetar de forma negativa o
sistema imunitario ao modular a quimiotaxia dos linfécitos T, ou mesmo induzindo a atrofia e

apoptose do timo (18).
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2.2. Farmacocinética

Apesar de existir uma investigacdo detalhada sobre o perfil farmacocinético e
farmacodinamico do componente THC, 0 mesmo nao acontece para os CBS. Existem alguns
artigos cientificos que mostram haver biodisponibilidade oral e por inalagdo, mas néo existe
nenhum caso descrito de administracdo rectal ou parenteral. Os consumidores experienciam
efeitos mais intensos quando consomem CBS em comparac¢éo ao consumo de marijuana, que
podem ser explicados pelas diferencas na farmacocinética, com efeitos produzidos mais cedo
e uma duragdo mais curta (10,20). O inicio e duragéo do efeito estdo dependentes do produto
consumido e variam consoante a quantidade tomada e a via de administracdo usada para o
seu consumo. Comparando o CP-47,497 e o JWH-018, é possivel verificar essas diferencas
na duracédo do efeito, uma vez que um induz um efeito longo (5-6 horas), e o outro um efeito
curto (1-2 horas), respetivamente (10,20). Os CBS sédo altamente lipofilicos e a absorcao,
distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo sdo idénticas a do THC. Esta elevada hidrofobicidade
favorece a eliminagdo rapida pela circulagdo sanguinea através da passagem pelas
membranas de bicamada lipidica (21).

Existem poucos estudos que focam o perfil farmacocinético de diferentes CBS, porém
sobre 0 JWH-018 ja se encontra alguma informacéo: depois de o composto ser fumado, a sua
concentracdo maxima no sangue foi encontrada ap6s 5 minutos, demonstrando que em
poucos minutos o JWH-018 é absorvido nos pulmdes e distribuido pelos érgaos. Ao final de 3
horas as concentracfes maximas determinadas tinham desaparecido, e a detecao do JWH-
018 parental s6 foi possivel até 48 horas apés a inalagédo (13). Isto permite verificar que o
efeito aparece cedo, o que suporta a comparacao com a marijuana feita pelos consumidores,
e que a detecdo com testes convencionais € mais dificil. Num outro estudo comparou-se a
farmacocinética do JWH-018 com o JWH-200 e JWH-210, tendo-se verificado que no espacgo
de 5 horas a concentracdo dos compostos nos fluidos orais dos consumidores tinha descido
para valores entre 0.1 e 1 pg/L para JWH-018 e JWH-210, mas era mais baixo que 0.1 pg/L
para JWH-200, mostrando diferentes velocidades de metabolizacdo. No caso do consumo de
UR-144, este foi identificado numa amostra de sangue, mas o composto principal ndo foi

encontrado na amostra de urina, sO 0s seus metabolitos (11).
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A metabolizagdo destes compostos tem uma importancia acrescida, uma vez que
conhecer os metabolitos resultantes € importante para a determinacdo e identificacdo da
presenca destes compostos. A semelhanca do THC, os CBS, tais como JWH-018 e JWH-073,
sdo hidroxilados pelas vias CYP2C9 e CYP1A2 do citocromo P450 (8,18). Podem ocorrer
outras modificacbes além das hidroxilagbes durante a metabolizacdo dos compostos
aminoalquilindéis, tais como carboxilacdes, desidrogenacdes, desalquilagdes e formacado de
diidrodiois (13,14,22). A fase Il da metabolizacdo faz-se por glucuronizagdo, formando
glucuronideos, ou por conjugacado a sulfatos, sendo estes os compostos excretados (23). Os
metabolitos que se encontram em maior quantidade na urina sdo 0s metabolitos
monohidroxilados e carboxilados (13). Em estudos mais recentes foi possivel determinar que
0 composto XLR-11 é desfluorinado a UR-144, o que implica que os metabolitos finais sdo
semelhantes para quem usa 0s dois compostos (24). Isto pode também ocorrer para outros
CBS contendo atomos de flior e suporta a necessidade crescente de encontrar metabolitos
Unicos que possam funcionar como marcadores do consumo de um CBS, neste caso de
analogos fluorados (25,26). Os metabolitos resultantes demonstram também uma alta
afinidade com o CBR1, ao contrario do metabolito de THC, retendo o efeito canabimimético e
podendo atuar como agonistas totais, parciais ou inversos, ou mesmo antagonistas neutros
ou totais (3,4,8,18,27,28). Estes efeitos antagonistas podem estar na base das diferencas
entre os CBS e a canabis (20)(23). A afinidade destes compostos € igualmente alta para o
CBR 2, que atuam como agonistas fortes e apresentam propriedades de sinalizacéo distintas,

levando a crer que as agbes dos CBS nos dois recetores devem ser tidas em conta (3,18,28).

Tabela 3: Metabolitos e metabolizacdo de alguns canabinoides sintéticos (4).

Hidroxilacao,
Desidratacéo,

Formacéo de dihidrodiol,

JWH-018 14
Carboxilacéo,
N-desalquilacéo e hidroxilacéo,
Desidratagéo da cadeia alquilica lateral.
WIN55212-2 8 Formacdao de epoxido aromatico.
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JWH-073 1 Mono hidroxilagéo.
Hidroxilacdo(s) do grupo naftaleno e/ou do grupo indole da
JWH-122 11 molécula,
Hidroxilacdo em combinacdo com desidrogenacéo,
Clivagem da cadeia lateral N-fenilo.
JWH-200 20 Clivagem do anel de morfolina.
JWH-073 6 Mono hidroxilacéo.
LU ” Hidroxilacao,
Oxigenacao.
CP 47,497 8 Oxigenagao.
O-Demetilacdo do grupo metoxifenilo,
Abertura do anel de morfolinilo,
AYLEED 17 Hidroxilacdo no anel de metoxil/hidroxil fenilo,
Hidroxilacdo no anel de indol,
Hidroxilacdo no anel morfolina,
Perda do anel de morfolina.
RCS-4 16 O-Demetilacao.
PB-22 20 Hidroxilacdo na cadeia lateral pentilo, no grupo indol ou na
5F-PB-22 22 estrutura de quinolina.
Hidroxilacao,
Carboxilacéo,
XLR-11 25 Formacé&o de hemiacetais e hemiacetonas,

Desidratacao interna,

Glucuronidacéo de alguns metabolitos oxidativos.

Mono e di hidroxilagéo,

Mono hidroxilagdo combinada com formagé&o de um grupo
JWH-203 31 carbonilo na cadeia de N-pentilo,

Carboxilacdo da cadeia N-pentilo,

N-desalquilacdo combinada com mono hidroxilagéo.

Mono e dihidroxilagdo dos residuos aromaticos e alifaticos
JWH-250 22 dos compostos parentais,

Tri-hidroxilacéo e desidratacdo da cadeira N-alquil,
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JWH-200
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22

N-desalquilacdo, N-desalquilagédo e mono hidroxilacéo.
Hidroxilacdo e desidrogenacéao,

Abertura do anel de morfolina,

Clivagem do anel de morfolina.
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3. Toxicologia
3.1. De onde vem?

Tal como ja foi referido anteriormente, o produto comercial que chega aos
consumidores € uma mistura de ervas com os CBS pulverizados. No entanto, de acordo com
as andlises feitas a diferentes embalagens que indicam ter na sua composicdo CBS, existem
outros compostos que sao adicionados por diversos motivos, por isso, os efeitos e possivel

toxicidade proveniente do seu consumo podera ndo ser somente causada pelos CBS.

Comecando pela mistura de ervas, esta geralmente ndo esta identificada no rotulo,
sendo a sua origem desconhecida e, por consequéncia, também algumas substancias que se
presumem serem provenientes dessa mistura e o potencial efeito no ser humano. Podem ser
ervas inofensivas que sirvam como propdsito tornar a experiéncia mais proxima ao consumo
de canabindides naturais, sem provocar qualquer efeito psicoativo (29). Uma vez que néo se
conhece o perfil farmacoldgico nem toxicoldégico de cada uma das plantas pertencentes a
mistura, existe aqui um potencial risco (30). Em alguns casos, ja foram reportadas plantas com
propriedades psicoativas e que poderiam interagir com outras substancias adicionadas (31).
Alguns estudos genéticos comecaram a ser feitos para determinar com maior precisdo que
plantas se encontram na mistura e qual o risco do seu consumo, sendo que a maioria nao
apresentava nenhuma propriedade psicoativa descrita. No entanto também foram encontrados

alguns fragmentos de plantas altamente psicoativas (32).

Outros possiveis contaminantes possivelmente perigosos sdo os quimicos utilizados
para a preparacao dos CBS. Apesar de normalmente os CBS finais apresentarem uma elevada
pureza quando comparados a fornecedores tradicionais, podem surgir quimicos utilizados na
sintese e purificacao em quantidades pequenas ou residuais potencialmente perigosos para o
consumo humano (31). O desconhecimento por parte do produtor das caracteristicas toxicas
para o consumidor dos reagentes, ou a falta de interesse, pode ser benéfico em termos de
lucro, mas pode levar a algumas das reacdes adversas documentadas, devendo ser
controlado (33).

Um outro motivo de alerta para o que pode realmente constituir os produtos comerciais
vendidos com CBS, é que para além da mistura de ervas e dos reagentes utilizados, outras
substancias podem ser adicionadas posteriormente pelo produtor. Estas diferentes

combinagdes de ingredientes extra ndo identificados (cafeina, vitamina E, entre outros), que
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coexistem no produto comercial, podem potenciar os efeitos psicoativos e serem toxicos para
o ser humano (27,30,34).

3.2. Efeitos desejados e adversos

Apesar de se verificar uma semelhanca nos efeitos farmacoldgicos e toxicol6gicos
entre os CBS e a marijuana, estes continuam a ser substancias quimicas Unicas. E necessario
tracar o perfil para se delimitar quais os efeitos, tanto os desejaveis como o0s adversos, e qual
a sua gravidade. No entanto, existem multiplos compostos, muitos por determinar, sendo o
controlo da qualidade dos produtos finais inexistente, o que dificulta esta tarefa (35). A
informacgé&o disponivel sobre os efeitos causados pelos CBS provém de relatérios médicos e
toxicoldgicos e da internet, sendo escassos o0s artigos cientificos publicados (36). Isto leva a
uma falta de esclarecimento, criando uma sensacgéo enganadora de seguranca por parte dos
consumidores, tornando-se urgente determinar os efeitos toxicos especificos causados pelos
CBS (16).

Tabela 4: Descricdo dos efeitos causado pelo consumo de canabindides sintéticos
(2,3,8,10,11,13,16,19,23,37,39,42).

Efeitos psicoativos
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Sonoléncia,

Xerostomia,

Dor de cabeca,

Ataxia,

Sequéncia de movimentos retardada,
Fala arrastada,

_ Convulsdes,

Efeitos neurolégicos

Tremores,

Nistagmo,

Fasciculacbes,

Hipertonia,

Hiperflex&o e hiperextenséao,
Deficiéncias na atencao, concentracdo e

memoria.

Efeitos cardiovasculares

Conjuntive avermelhada,
Miose,

Efeitos oculares Midriase,

Visao turva,
Sensibilidade a luz.
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Efeitos gastrointestinais

Transpiracgao,

Ondas de calor,
Depresséo respiratoria,
Dores musculares,
Leséo renal aguda,
Boca seca,
Hipocalemia,

Outros efeitos Acidose,

Tosse,

Inflamac&o pulmonar,
Hipertermia,
Rabdomidlise,
Sintomas que sugerem efeitos
anticolinérgicos,
Zumbido.

Como se pode ver pela tabela 4, alguns dos sintomas referidos sdo dificeis de
diferenciar como sendo uma consequéncia do consumo de CBS. Exemplos simples sao as
palpitagfes e panico, que podem ser uma consequéncia da ansiedade (37).

Um outro exemplo de como os CBS interferem na regulacdo endocanabinside é a
regulacdo de processos da gravidez com a anandamida. Durante a gravidez ocorre uma
sinalizagdo endocanabindide com a anandamida que regula o tempo de implantacdo do
embrido e a recetividade do utero. O consumo de CBS pode interferir na sinalizagéo, pois em
baixas concentracdes a anandamida estimula a implantacdo do embrido, mas em altas

concentragdes inibe (35,38).

3.3. Severidade da intoxicacdo

A severidade destes efeitos estd condicionada por diversos fatores, tais como a
estrutura quimica do CBS e também de outros constituintes que fazem parte da composicao
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do produto final. As substancias existentes e as respetivas concentragdes na mistura podem
levar um consumidor experiente a uma sobredosagem, mesmo que exista uma habituagéo.
Alguns constituintes presentes na mistura como a cafeina e o clenbuterol, por exemplo, podem
explicar alguns dos efeitos documentados. Existem substancias naturais, como o caso dos
flavondides e outros CB, presentes na marijuana que ndo se encontram nos CBS e que
amenizam os efeitos toxicos. Por exemplo, o CB canabidiol reduz os efeitos ansiogénicos e
psicomiméticos do THC, e o CB canabivarina € um antagonista CBR fraco (8). O pefrfil
farmacologico dos CBS também influencia a gravidade das reacdes. A farmacodinamica
indica-nos que os efeitos podem ser mais intensos que os causados pela marijuana, enquanto
a farmacocinética nos indica que os efeitos téxicos podem ser mais severos. O facto de os
CBS se ligarem ao CBR 1 com maior afinidade e eficacia esclarece a razado dos sintomas
psicoticos ocorrerem com maior frequéncia. Existem alguns casos que demonstram uma
diferenca da reacdo aos CBS tendo em conta o género do consumidor, embora ndo exista

nenhum estudo sistematico que avalie esta interacdo (1,7,10-12,24).

3.4. Tolerancia e abstinéncia

A descricdo dos efeitos causados pelo consumo ajuda na caracterizagédo da tolerancia
e dos efeitos da abstinéncia. Alguns efeitos da abstinéncia de CBS estdo documentados:
distarbios do sono, convulsdes e alteragbes da conducdo cardiaca e palpitagbes.
Neurologicamente, os utentes que consumiram CBS apresentam depresséo, disfungéo
neurovegetativa e propensdo ao suicidio. Em termos de consequéncias psicOticas da
abstinéncia, alguns efeitos persistem para além da intoxicacdo: delirios, discurso e
comportamento desorganizado, embotamento afetivo, crescente e minguante desaceleragéo
psicomotora (16,23). Os efeitos psicoativos causados pela abstinéncia poderdo ter de ser
tratados com medicacao antipsicética e benzodiazepinas (11,23,40). Tém surgido cada vez
mais programas de tratamento e centros de reabilitacao especificos para consumidores destas
drogas, indicando que existe um fator viciante que deve ser tratado (11,41). Esta consequéncia
do consumo de CBS era de esperar, uma vez que a marijuana apresenta 0 mesmo potencial
viciante. Normalmente, os efeitos de abstinéncia resolvem-se num espaco de uma semana a
um més, mas existem casos em que sintomas residuais persistiram (16,19,37). Em geral, os
sintomas causados pela abstinéncia de CBS séo idénticos aos causados pela abstinéncia a

marijuana, mas com uma maior severidade. Porém, ndo existe um plano de tratamento
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definido para resolver os sintomas da abstinéncia nem da dependéncia, sendo necessario

desenvolver estudos que avaliem o efeito do abuso de CBS a longo prazo (40).

3.5. Tratamento da intoxicacdo

A realidade € que nédo existe um plano de tratamento ou um antidoto especifico para
tratar a intoxicagdo por CBS. O processo natural para lidar com estas situacGes é identificar
0sS sinais e sintomas que se manifestam e tratar as complicagbes que possam ocorrer. O
objetivo primério na linha de tratamento é encontrar uma forma de estabilizar o utente através
do tratamento sintomético e de suporte. A intervencdo mais comum € hidratacdo por fluidos
intravenosos, que permite agir contra os efeitos fisioldgicos e psicolégicos. Tendo em conta 0s
sintomas acima referidos, a temperatura e as fungdes renais, musculares, cardiovasculares,
respiratérias e hepaticas devem ser monitorizadas. No caso do paciente sintomatico
apresentar sintomas mais acentuados, deve-se realizar uma eletrocardiograma e ser
controlado. Quando o paciente € assintomatico, ndo apresentando nenhuma desconfianca de
outra droga ingerida ou de sintomas psiquiatricos em geral, pode receber alta. Na maior parte
dos casos, os sintomas desaparecem dentro de algumas horas apdés o consumo da droga.
Avaliando o quadro clinico do paciente, outros percursos podem ser tomados tendo em conta

0s sintomas e a sua severidade:

e Complicagcdes simpaticomiméticas, agitacdo, convulsdes, catatonia, taquicardia,
hipertensédo e ansiedade severa podem ser controladas por fluidos intravenosos e
benzodiazepina (sedativo) intramuscular;

e Antieméticos devem ser usados para tratar nauseas e emese;

¢ Antipsicéticos devem ser usados para tratar alucinacdes e comportamento agressivo;

¢ No caso do individuo apresentar sindrome de serotonina, além da benzodiazepina,
deve-se incluir ciproheptadina;

e Hipertensdo extrema, que resiste ao tratamento por benzodiazepina, pode ser tratada
com vasodilatadores. O uso de bloqueadores beta ndo € aconselhavel, uma vez que
pode desencadear uma estimulacdo alfa-adrenérgica sem oposi¢do, piorando a
hipertenséo;

e Para a hipertermia, o plano de tratamento recomendado é pardlise com agentes nao
despolarizantes, intubacdo traqueal e ventilacdo. Os antipiréticos e o dantroleno

(relaxante muscular) séo ineficazes;
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¢ O tratamento da hiponatremia depende do estado do paciente. Quando este se encontra
assintomético, a restricAo de liquidos é suficiente. Na presenca de sintomas
neuroldgicos, o aconselhado é corrigir o sddio por intermédio de uma solucédo salina
hipertonica;

e Em teoria, os antagonistas para os CBR 1 poderiam reverter os efeitos dos agonistas
de CBL1 sintéticos. Porém, ndo existe nenhum medicamento disponivel com atividade
antagonista no CBR 1;

¢ Num estudo que visava demonstrar a relacdo moduladora bidirecional entre sistemas
opidides e CB, a naloxona permitiu a paciente, que procurava destoxificacdo, controlar
0s seus desejos. Portanto, a naloxona é apontada como possivel opcao

(3,8,11,16,17,19,20,23,37-40,42).

O grande problema que se coloca no tratamento de intoxicagdo por CBS € o mesmo
gue leva ao aumento da sua popularidade: raramente a identificacdo dos compostos
absorvidos por andlise do sangue ou urina apds o consumo é bem-sucedida (19,39,40). Isto,
juntamente com o facto de os sintomas associados nao serem especificos, pode colocar em
risco o diagnostico adequado. Os profissionais de salde necessitam de ser alertados para os
sintomas e riscos da intoxicacdo por CBS, de modo a conseguirem identificar a intoxicagao
mesmo em casos de resultados negativos em teste de despistagem (16,40). No entanto, o
diagnostico esta dependente da informacédo cedida por parte do individuo. Na situacdo dos
CBS, o consumidor nunca sabe em concreto a composi¢édo do produto. A informacao € sempre
insuficiente, pois produtos diferentes entre si tém sempre efeitos associados distintos (10). O
inexistente controlo da qualidade na producéo e identificagdo de qual ou quais CBS existentes
na embalagem, dificulta o diagndstico, sendo, mais uma vez, mais um grande problema destas
drogas. E pois, essencial desenvolver métodos analiticos que sejam seletivos, sensiveis e de
alto rendimento capazes de identificar os CBS presentes tanto nos produtos comercializados

como nos fluidos biolégicos (plasma, urina, saliva) (4).
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4. Analise de amostras

Tendo em conta o crescendo de popularidade dos CBS, € imperativo encontrar formas
de identificar rapidamente estes componentes nas embalagens que se comercializam, assim
como nos fluidos biolégicos. Deste modo, os métodos analiticos a desenvolver necessitam de
detetar os diversos CBs, que podem pertencer a diferentes classes quimicas, bem como dos
seus metabolitos (caso de fluidos bioldgicos). Ora, os métodos utilizados normalmente no
rastreio de drogas, inclusive de marijuana, séo ineficazes para estas drogas (8,13,18). No caso
de intoxicacbes € preciso que o médico tenha ferramentas necessérias para decidir qual o
melhor caminho para chegar ao diagndstico: procurar CBS nas amostras e também os seus
metabolitos, no caso dos fluidos biolégicos. A dete¢do dos compostos parentais € atualizada
sobretudo para a caracterizacdo dos produtos nas embalagens. A determinacdo dos CBS nos
fluidos biol6gicos é mais dificil pois estes sdo rapidamente metabolizados, existindo no
organismo em baixas concentracfes e encurtando as janelas de detecdo (43). Nos casos de
consumo crénico, pode ocorrer a acumulagéo no tecido adiposo (44). Normalmente a deciséo
de analise do CBS ou dos metabolitos depende do tipo de amostra biolégica que o laboratério
tem para o despiste e do tempo disponivel para a analise. No entanto ndo sendo estes
métodos analiticos de ensaios de rotina, os centros médicos e o0s hospitais muitas vezes ndo
tém acesso (8). Além disso, tendo em conta o tempo que estas analises demoram, ndo é
possivel usufruir da informagdo em tempo util (37). Surgiram alguns dispositivos comerciais
para a despistagem de CBS com alto rendimento, mas necessitam de confirmagéo
cromatogréfica para obter uma resposta mais especifica (13). Mais uma vez, a constante
alteracdo da composi¢cdo dos CBS que aparecem no mercado complica o desenvolvimento
destes dispositivos (8,18). As metodologias tém-se desenvolvido com sucesso, ultrapassando
estas dificuldades, mas a criacdo dos materiais de referéncia ndo prossegue com a rapidez
necessaria para a dete¢do dos novos CBs que vao aparecendo (18,44). O ideal seria encontrar
uma forma néo especifica de identificar a presenca deste tipo de compostos, além de que
muitos sdo misturas de ervas e outras substancias impossiveis de conhecer completamente a

sua composicao.

4.1. Preparacdo da matriz

Existem dois tipos de amostras para analise: produto comercial ou as amostras
biol6gicas. A preparacdo adequada depende de varios fatores: da estabilidade do composto,

do seu metabolismo (caso das amostras biologicas). Por exemplo, 0s compostos parentais
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sdo encontrados no cabelo, sangue, soro e fluido oral, mas como os CBS sdo lipofilicos, a
eliminacdo dos compostos parentais através da urina é baixa. No entanto, os metabolitos s&o
detetados na urina. A preparacao pode ser por diluicdo simples (43), extracao liquido-liquido
(LLE) (4,43,45), precipitacao de proteinas, extracdo em fase soélida (SPE) (4,43,45), LLE por
“salting-out” (SALLE) (43), extracdo de liquido apoiado (SLE) (43), hidrélise por &cido (43),
base ou enzimas (43), lavagem com ou sem digestdo base (s6 para amostras de cabelo) (43)
e extracdo com derivatizacao (4,43). A SPE tem vantagens sobre as demais técnicas pois tem
baixo consumo de solvente e consegue purificar a amostra e concentrar os analitos, reduzindo
o efeito de matriz. A derivatizacdo, apds a extracdo é uma técnica a considerar tendo em conta
os varios grupos funcionais ativos e polares, préprios destes compostos. Esta técnica vai
permitir uma melhor resolugdo, aumentar a eficiéncia analitica, a estabilidade e o limite de
detecdo analitico. A opcdo que mostrou melhores resultados foi a sililagdo, pois aumenta a
sensibilidade e reduz o tempo de retencdo, mas a acetilagcdo também é indicada (4). A

fluoroacetilag@o diminui a estabilidade térmica, por isso ndo é recomendavel (2,14,20,46).

4.1.1. Amostras do produto

A extracdo dos compostos faz-se com solventes organicos tendo em conta a sua
hidrofobicidade. E preciso ter em atencéo que alguns solventes organicos podem degradar
algumas amostras. A escolha do solvente deve ser adequada ao CBS que vai ser examinado.
ApOs a extracdo, o residuo é reconstituido com metanol, acetato de etilo ou fase movel e

analisado por cromatografia (4).

4.2. Métodos de analise

Esta etapa da analise de amostras tem como objetivo identificar todos os possiveis
resultados positivos para estes compostos. Para tal, é preciso comparar os resultados com as
bases de dados ja existentes relativamente aos espetros de referéncia, para se reconhecer o
composto. Contudo, a probabilidade de alguns compostos nédo serem reconhecidos (falsos
negativos) é grande, uma vez que para cada novo CBS e metabolitos diferentes estruturas e
espectros sdo obtidos e muitas vezes ndo estdo nas bases de dados. Isto implica uma
constante atualizacdo das bases de dados, de modo a se obterem resultados com maior taxa
de sucesso possivel (4,13,16,23,44,47).

Para todos os positivos obtidos, € necessario confirmar os resultados para garantir a

sua veracidade. A confirmacédo dos resultados permite maximizar a especificidade da analise,
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proporcionando a sua identificagdo. A crescente especializacdo destes métodos ajuda a
identificar e detetar os CBS e metabolitos através da sua estrutura quimica, mas néo ajuda no

diagnéstico médico imediato (8,13,36).

A dificuldade naidentificacdo de CBS e metabolitos encontra-se no facto de estes ainda
serem pouco conhecidos. Apesar da estrutura quimica de alguns SBC ja serem conhecidas,
da maior parte ndo o sdo, isto porque constantemente novas estruturas quimicas séo
sintetizadas. As metodologias tém-se desenvolvido no sentido de conseguir estimar a

estrutura, e algumas com sucesso. No entanto, ainda ha muito caminho por percorrer (44).

4.2.1. Cromatografia gasosa (GC)

Este método de separacgéo é rapido e oferece uma boa exatidao e preciséo (4). Embora
ndo seja necessaria uma grande quantidade de amostra para ocorrer a separacdo dos
compostos, os compostos a determinar precisam de ser volateis. Se ndo o forem, é preciso
derivatiza-los no sentido de diminuir o ponto de ebulicgdo de modo a ser adequado a injecéo
no GC (36,37,47). A temperatura favorece a volatilizagdo dos compostos, mas pode causar
degradacao térmica. Ainda assim, este efeito pode ser ultrapassado com o uso de curvas de
calibracdo ou padrdes deuterados (4). Os compostos de interesse (analitos) presentes em
amostras biolégicas devem ser extraidos das amostras e injetados no cromatografo
posteriormente, de modo a purificar e concentrar a amostra. SO extratos organicos podem ser
injetados, portanto € necessario retirar a 4gua presente na amostra e trocar por um volume
menor de solvente orgéanico (4,36,37,47). Para se conseguir determinar qual ou quais CBS
estdo presentes na amostra € necessario comparar com bases de dados de espetros de
massa (36,44).

4.2.2. Cromatografia liquida (LC)

A técnica de LC permite a injecdo s6 de amostras aquosas, 0 que leva a uma analise
rapida com alto rendimento de amostras de urina diluida, soro e sangue (47). Como a sua
utilizagdo € simples, e alta sensibilidade e seletividade, acaba por fazer desta técnica a mais
usada para a separacdo de CBS quando ndo existem imunoensaios (4,36). Por vezes, o
processo pode ser demorado quando se pretende uma caracterizacao completa. A detecéo é
feita usando as técnicas de ionizagao por “eletrospray” (ESI) ou ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) (4,36).
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O LC-MS permite a identificagdo de cada composto com o presumivel peso molecular
e pelos respetivos m/z (36). Esta é a Unica técnica capaz de encontrar ides moleculares
protonados, mas fornece menos informacdo geral do que o GC-MS (44). As amostras
biol6gicas sdo complexas, e contém endocanabindides em grande quantidade que podem
coeluir durante a analise. Como os CBS se encontram em menor proporcdo, é provavel que o
seu sinal seja encoberto (4,36). A abordagem com MS tandem amplifica o sinal dos compostos
em menor quantidade e reduz o sinal, aumentando a especificidade e seletividade (36).
Recentemente, tem-se optado por utilizar o LC acoplado por MS tandem para se obter
melhores resultados, além de que se consegue a identificacdo de metabolitos em amostras de
urina e de outros ingredientes desconhecidos pertencentes aos produtos comercializados (44).
No entanto, exige que ocorra previamente extracdo, concentra¢do ou derivatizacéo, tal como
0 GC-MS (37). A LC nano € mais rapida e obtém-se menores limites de detec¢&o. E uma boa

alternativa ao LC-MS e ao GC-MS, uma vez que o consumo de solvente é reduzido (4).

4.2.3. Ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectroscopia no infravermelho (IR)

Apesar de as técnicas de separagdo acopladas com detetores de espectrometria de
massa permitirem a identificagdo (LC-MS e GC-MS) dos compostos, estas apresentam
algumas dificuldades a identificar isbmeros conformacionais. Utilizando os métodos espetrais
NMR e IF, é possivel obter um esclarecimento concreto sobre a estrutura dos CBS. Esta
informag&o complementa a obtida por MS, principalmente nos casos em que nédo € possivel
identificar os compostos. O conhecimento da estrutura dos isémeros é fundamental, para se
estudar a sua atividade bioldgica (4,48-50). E importante salientar que a analise de amostras
complexas (misturas) por espetroscopia IR ndo é apropriada, sendo necessario separar 0s
analitos previamente (4). Recentemente, tem-se aplicado a espetroscopia de IR proximo na
andlise de CBS, uma vez que sao mais rapidas e precisas e ndo destroem a amostra (51).
Marino e colaboradores desenvolveram um método de NMR que ultrapassa a necessidade de
altas quantidades de analito na amostra. Conseguiram, inclusive, analisar uma mistura de

matrizes vegetais com CBS sem separacgéo prévia (50).

4.2.4. Espetrometria de massa (MS)

Uma vez que esta técnica analitica visa a determinacéo através da razao entre a massa
e a carga (m/z), o MS de alta resolucdo ou em tandem sdo a melhor op¢éo, pois permitem

diferenciar compostos com massa molecular semelhante, mas estrutura quimica diferente.
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Isso ajuda na determinagdo dos compostos, uma vez que muitos dos CBS se distinguem por
alteracdes conformacionais, como isbmeros conformacionais e regioisémeros. A utilizagao da
cromatografia acoplada ao MS também facilita a discriminacdo dos isémeros. O limite de
detecdo do método € muito baixo para a andlise destes compostos, por isso os modos de
andlise sdo a monitorizacéo seletiva de ides (SIM) ou monitorizagdo de reacdes mdltiplas
(MRM), e raramente em modo full-scan (drogas em baixas concentragdes ndo sdo detetadas).
Contudo, a escolha destes modos implica um conhecimento prévio da estrutura do composto,
0 que nem sempre € possivel com o frequente aparecimento de novos compostos (4,44).

4.2.41. Técnicas de ionizacdo de espetrometria de massa

Estas técnicas, como a ionizagéo e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI) ou
a analise direta em tempo real (DART) permitem uma analise aos CBS rapida e econémica.
Acoplando o DART ao MS, os resultados obtidos exibem uma alta resolucdo e massas
moleculares exatas. A amostra, ha maioria dos casos, ndo precisa de ser preparada
previamente, podendo ser analisada diretamente. A adigcdo de um agente de supressdo na
matriz devera contrariar o efeito de outros compostos interferentes, que pdem em causa a
eficacia da ionizagcdo de moléculas pequenas. A técnica de APCI também podera ser uma
opcao para ultrapassar o efeito da matriz. A adicdo de padrdes internos, marcados com
isétopos estaveis, esta condicionada com o material de referéncia que, no caso dos CBS,
apresenta dificuldades em ser atualizada de acordo com 0s compostos novos que surgem
frequentemente (4,16).
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AMBITO E OBJETIVOS DA DISSERTACAO

Os CBS foram desenvolvidos para mimetizar os efeitos causados pela cannabis.
Apesar destas substancias serem cada vez mais estudadas para compreender os perigos do
seu consumo, os esforcos nao sao suficientes para combater a sua presenca no mercado.
S&o sintetizados diariamente novos compostos canabiméticos para propdsitos recreativos, em
gue cada um tem meios de ativacdo e efeitos diferentes entre si. Prever a severidade

toxicidade destes novos compostos € uma tarefa necessaria, mas dificil.

Desenvolver os perfis farmacolégicos dos CBS é importante, mas nao € suficiente para
compreender o que acontece quando os produtos comerciais sao fumados. O que o individuo
consome nao é s6 CBS, mas sim uma mistura de ervas, normalmente desconhecida, com os
CBS pulverizados. Por vezes, sao adicionadas ainda outras substancias para otimizar o
potencial psicoativo do produto ou até mesmo mascarar os CBS nas andlises. Ainda por mais,
como normalmente os produtos comerciais sdo fumados, outros compostos sdo formados e
igualmente consumidos. Existe, pois, uma pandplia de compostos que compdem o0s produtos
comerciais, em que a maioria é desconhecida. Portanto, os efeitos desejados e toxicos podem

ter a sua origem tanto nos CBS, como nas plantas e outros produtos que la se encontram.

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi identificar as substancias que
compBem as amostras comerciais disponiveis no comércio e, também, elucidar outras
possiveis fontes dos efeitos psicoativos e de toxicidade. Para o efeito, analisou-se o conteudo
das embalagens antes e depois de serem aquecidas a altas temperaturas para similar o que
acontece quando fumadas. Como o contetddo das embalagens é exposto, a altas temperaturas
fizemos a combustéo das amostras no laboratério e analisamos os produtos da pirélise por
GC-MS. Simultaneamente simulamos quebras na estrutura molecular dos CBS e fomos tentar

encontrar esses compostos de pirélise nas amostras apés combustéao.

Com a informacao conseguida, procurou-se descobrir e compreender 0 que acontece
ao produto comercial depois de o individuo o aquecer e depois fumar e tentou-se identificar
guais as substancias presentes nas amaostras que poderao ter ainda efeitos psicoativos, assim
como prever se serao toxicas para o consumo humano. Para tal, foi desenvolvida uma técnica
gue permitiu mimetizar a queima e inalacdo dos produtos tal como sdo consumidos, retendo
posteriormente os compostos formados para serem identificados. Os produtos de combustdo

foram analisados por GC-MS.
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MATERIAIS

1. Amostras comerciais

Foram analisadas quatro amostras de produtos comerciais com o0 nome “Caramba”,
“Esfinge”, “Magic” e “Mandala” (figura 2 a 4). As amostras foram cedidas pela Policia Judiciaria

de Lisboa ao abrigo de um protocolo estabelecido entre a Faculdade de Farmécia da
Universidade do Porto e esta entidade.
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2. Egquipamento e reagentes

O metanol (HPLC Grade), o acetato de etilo (HPLC Grade), o éter de petréleo (HPLC
Grade) e o diclorometano (HPLC Grade) foram comprados na Fisher Chemicals. A extracao
por fase sélida (SPE) foi realizada com uma coluna C18 de 3mL Sep-Pak da Waters (Milford,
Massachusetts, USA). O vacuo usado na técnica de “blazing” foi o SPE Vacuum Pump da
BUSHI LaborTechnik AG (Suica). O equipamento escolhido para a ressuspenséo dos volateis
foi o SUPELCO Visiprep™ SPE Vaccum Manifold (Sigma-Aldrich), que esta representado na
figura 5. A filtragem das amostras foi realizada com filtros Chromopure PTFE, com diametro
de poro de 0,45 um e 25 mm de diametro e seringas Terumo® sem agulha. Os vials usados
na analise GC-MS tinham 2 mL de volume e o tubo de combustéo para a técnica de “blazing”
10 mL. Foi utilizado um padrdo de mistura de isomeros de estéres de metilo de &cidos
linoleicos 10 mg/mL da Sigma-Aldrich (EUA).

O cromatografo gasoso, representado na figura 6, utilizado na analise de GC-MS foi o
Bruker EVOQ GC-TQ, com o cromatégrafo compacto 436 e o software MS Data Review 8.2.
O gés transportador foi o Hélio C-60 (Gasin, Portugal). As condi¢fes do GC e do MS estao
descritas no ponto 2 do subcapitulo Métodos.
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METODOS

1. Preparacdo das amostras

Inicialmente foi realizada uma andlise as amostras, em que cada uma foi triturada num
almofariz com um pildo (figura 7). Foram recolhidas 5 mg de cada amostra e dissolvidas em
metanol (HPLC Grade), sendo posteriormente homogeneizadas num vortex e sonicadas por

30 segundos. Por fim, foram filtradas e o extrato metandlico foi analisado por GC-MS.

Para a técnica de “blazing”, aliquotas de 5 mg das amostras trituradas foram pesadas
em quintuplicado e colocadas num tubo de combustdo de acordo com o método descrito na
seccao 3 deste subcapitulo. As cinzas (figura 8), depois de arrefecerem, foram dissolvidas
com 1 mL de metanol (HPLC Grade) e os volateis foram recolhidos por ressuspensédo em 2
mL de um dos reagentes (HPLC Grade) referidos no subcapitulo 2 deste capitulo (figura 5).
Tanto as cinzas como os volateis foram recolhidos para recipientes de amostras, antes de
serem diluidos para concentra¢cdes de 1 mg/mL (aproximado para as cinzas) e transferidos

para os tubos e analisados no GC-MS (figura 6).
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2. Condicoes do GC-MS

O gas de arraste, 0 Hélio C-60 (Gasin, Portugal), foi o escolhido, com fluxo constante

de 1mL/min. A injecdo foi feita manual e automaticamente em modo splitless com a
temperatura do injetor de 250 °C. A temperatura do forno foi mantida a 100°C por 1 minuto,
sendo posteriormente aumentada até 300 ‘C a 15 °C/min e mantida a 300°C durante 20
minutos. Durante os primeiros 2 minutos, a ionizagdo nao foi acionada de modo a evitar
sobrecarga de solvente na fonte de ionizacdo. Os dados obtidos foram recolhidos desde 50 a
600 m/z. A corrente de emisséo foi de 30 YA e o tempo de ionizagdo maxima de 25,000 us. A
aquisicdo de MS foi realizada entre 4 a 30 minutos depois da injecdo da amostra. Foi
selecionado o modo Full Scan para a identificacdo dos compostos, uma vez que permite a

detecao de todos os ibes (m/z).

3. Técnica de “blazing”

A utilizacdo deste método destinou-se a combustdo das amostras comerciais sob
condi¢des que mimetizassem as de fumar recreativamente, uma das formas preferenciais de
consumo destes produtos comercias contendo CBS (figura 9). As amostras previamente
trituradas e pesadas foram transferidas para um tubo de combustéo, que foi aquecido com um
bico de Bunsen. Ligado a esse tubo, estava um outro tubo que, por sua vez, estava ligado ao
cartucho de SPE através de uma porcéao de tubo flexivel e uma pipeta Pasteur cortada. A base
do cartucho de SPE foi conectada a uma bomba de vacuo, com uma presséao entre 130 a 140
mbar. Todo o sistema foi previamente selado com parafilm, de modo a evitar a perda dos

volateis formados na pirdlise.
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O bico de Bunsen e o sistema de vacuo foram ligados, e a partir dai era contado o
tempo em que a pirélise se ia realizar. A combustado da amostra decorreu rapidamente e foi
bem visivel no tubo, produzindo um aroma bastante intenso. O fumo produzido, também
bastante visivel, era puxado do tubo pelo sistema de vacuo e capturado pelo cartucho de SPE.
Passado o tempo de pirdlise desejado, o bico de Bunsen e o sistema de vacuo foram
desligados.

Os volateis capturados no cartucho de SPE foram extraidos de acordo com o método
descrito na secgéo 1 deste subcapitulo. Esta técnica foi realizada em quintuplicado para cada
amostra comercial.
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Capitulo 3
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1. Andlise dos extratos metandlicos das amostras comerciais antes da pirélise por GC-
MS

A analise dos extratos metandlicos das amostras comerciais previamente a pirélise
permite determinar e identificar os compostos que realmente estao presentes na mistura de
ervas (figuras 10 a 13). Deste modo, usando estes cromatogramas como referéncia, poder-
se-4 comparar com 0s cromatogramas dos extratos metandlicos dos CBS apds a pirélise por
técnica de “blazing” e verificar-se que processos e transformacdes ocorrem (tabelas 5 a 8). A
possivel identificacdo de cada um dos picos cromatograficos foi feita através da utilizagdo da
biblioteca de espectros de massa swgdrug e o critério de sele¢do para a identificacao foi
considerar as identificagbes com valores de match acima de 700 provavelmente corretas.
Posteriormente a esta primeira selecdo, procurava-se os valores de match e reverse match

mais altos e com um menor intervalo de diferenga entre eles (52).
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Tabela 5: Compostos quimicos, identificados pela biblioteca swgdrug, no extrato metandlico da amostra comercial
“Caramba” filtrada.

Estrutura Tempo de Espetro de massa Match/R. Match
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Tabela 6: Compostos quimicos, identificados pela biblioteca swgdrug, no extrato metandlico da amostra comercial “Esfinge”.

Estrutura Tempo de Espetro de massa Match/R. Match
molecular retencéo
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“MAGIC”
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Tabela 7: Compostos quimicos, identificados pela biblioteca swgdrug, no extrato metandélico da amostra comercial
“Magic”.

Estrutura Tempo de Espetro de massa Match/R. Match

molecular retencao
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“MANDALA”
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Tabela 8: Compostos quimicos, identificados pela biblioteca swgdrug, no extrato metandlico da amostra comercial
“Mandala”.

Estrutura Tempo de Espetro de massa Match/R. Match
molecular retencao
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2. Analise das amostras comerciais apos a pirélise de 10 minutos

Tanto os volateis como as cinzas resultantes da pir6lise por técnica de “blazing” foram
recolhidas e analisadas por GC-MS. Comparando com os cromatogramas dos extratos
organicos das amostras comerciais filtradas, € possivel observar que ocorrem transformacdes
fruto da queima da mistura de ervas e que alguns dos compostos iniciais permaneceram. O
processo de identificagdo com a biblioteca swgdrug decorreu da mesma forma que com as

amostras comerciais filtradas.
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Afigura 14 representa os cromatogramas GC-MS dos extratos metandlicos dos volateis
e cinzas, respetivamente, da amostra comercial “Caramba”. Na tabela 9 estéo identificados os
compostos que foram igualmente encontrados no extrato metandlico da amostra comercial
filtrada. Tendo em conta a semelhancga nos tempos de retencéo e dos m/z principais, podemos
aferir que sé@o realmente 0s mesmos compostos e que permanecem na amostra mesmo depois

de queimados.

ROSA MARIA MATOS 45



Detecéo e identificacdo de compostos quimicos resultantes da queima de produtos contendo canabinéides sintéticos Capitulo 3

Tabela 9: Picos cromatogaficos dos compostos volateis do extrato metandlico da
amostra comercial “Caramba”, identificados pela biblioteca swgdrug, encontrados
igualmente na amostra filtrada.
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“ESFINGE”
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Figura 15: Cromatogramas do extrato metandélico do resultado da pirélise de 10 minutos por
técnica de “blazing” da amostra comercial “Esfinge”: 1) volateis; 2) cinzas.

A figura 15 representa os cromatogramas obtidos por analise de GC-MS dos volateis e
cinzas, respetivamente, da amostra comercial “Esfinge”. Na tabela 10, estdo identificados os
picos que foram igualmente encontrados no cromatograma da amostra comercial filtrada.
Tendo em conta a semelhanga nos tempos de retencéo e dos m/z principais, podemos aferir
gue séo realmente 0S mesmos compostos e que permanecem na amostra mesmo depois de

queimados.
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Tabela 10: Picos cromatogaficos dos compostos volateis do extrato metanélico da
amostra comercial “Esfinge”, identificados pela biblioteca swgdrug, encontrados
igualmente na amostra filtrada.
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“MAGIC”
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Afigura 16 representa os cromatogramas GC-MS dos extratos metandlicos dos volateis
e cinzas, respetivamente, da amostra comercial “Magic”. Na tabela 11, estéo identificados os
compostos que foram igualmente encontrados no cromatograma do extrato da amostra
comercial filtrada. Tendo em conta a semelhancga nos tempos de retengéo e dos m/z principais,
podemos aferir que sdo realmente 0s mesmos COmMpoStos € que permanecem na amostra

mesmo depois de queimados.
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Tabela 11: Picos cromatogaficos dos compostos volateis do extrato metandlico da
amostra comercial “Magic”, identificados pela biblioteca swgdrug, encontrados
igualmente na amostra filtrada.

Tempo Espetro de massa Match/R.
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(min)
Palmitato | 7
a7
de metilo 10.075 Co . 884/952
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“MANDALA”
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Afigura 17 representa os cromatogramas GC-MS dos extratos metandlicos dos volateis
e cinzas, respetivamente, da amostra comercial “Mandala”. Na tabela 12, estao identificados
0S picos com compostos que foram igualmente encontrados no cromatograma da amostra
comercial filtrada. Tendo em conta a semelhancga nos tempos de reten¢éo e dos m/z principais,
podemos aferir que sdo realmente 0S mesmos COMpPOStoS € que permanecem na amostra

mesmo depois de queimados.
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Tabela 12: Picos cromatogaficos dos compostos volateis do extrato metandélico da
amostra comercial “Mandala”, identificados pela biblioteca swgdrug, encontrados
igualmente na amostra filtrada.
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2.1. Ressuspensao dos volateis em diferentes solventes

De modo a determinar qual o melhor solvente para analisar, por GC-MS, 0s compostos
volateis formados ao fim de 10 minutos de pir6lise, foram utilizadas 5 condi¢cbes diferentes

para a amostra comercial “Mandala”.
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Como podemos ver pela figura 18, os cromatogramas 2, 3 e 4 ndo apresentam os picos
para os CBS que esperavamos encontrar nas amostras, por isso foram logo a partida
eliminados. Ficaram, entdo, o metanol (HPLC Grade) e o acetato de etilo (HPLC Grade), que
ja era esperado tendo em conta a literatura. Uma vez que os picos do cromatograma 1 sé&o
maiores que os do cromatograma 5, com valores de match e reverse match também maiores,
e o cromatograma 1 tem um maior nimero de picos, o solvente selecionado para o resto das
andlises de GC-MS foi o metanol (HPLC Grade).
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2.2. Simulacdo das guebras da molécula para determinacdo de produtos da pirélise

Tal como foi referido acima, existem diversos processos que ocorrem durante a queima
das amostras comerciais. Um dos processos € a formacdo de novas substancias, causada
pela decomposicdo de algumas das substancias presentes na amostra, nomeadamente 0s
CBS. De modo a tentar determinar a existéncia desses produtos, cada pico cromatografico foi

analisado de acordo com as possiveis quebras mais fracas das moléculas de CBS (53).

JWH-018 N-3-METILBUTIL ISOMERO

Formula quimica: C24H2sNO

Peso molecular: 341,17

Cada traco na estrutura (figura 19) representa onde as quebras podem possivelmente
ocorrer na molécula inicial do canabindides sintético JWH-018 N-3-metilbutil isomero. Na
tabela 13, estdo reunidos os dados sobre as moléculas que resultam dessas quebras com o

respetivo peso molecular.
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Tabela 13: Estruturas moleculares resultantes e respetivos pesos moleculares das possiveis quebras
que podem ocorrer durante a pirélise do composto JWH-018 N-3-metilbutil isémero.

Namero da Molécula Molécula Peso
Quebra resultante (1 molecular (1 resultante (2 molecular
1 Ca23H20NO’ 326,41 CHs 15,03

2 C21H16NO* 298,36 CsH7 43,09

3 C20H14NO* 284,33 CsHy’ 57,11

4 Ci9H12NO* 270,30 CsHur 71,14
CuH:O° 155,17 CisHisN* 186,27

6 CioH7 127,16 C14H16NO" 214,28

O estudo destes possiveis produtos da pirélise dos CBS foi efetuado analisando os
cromatogramas da pirélise de 10 minutos. Com o0s pesos moleculares das moléculas
resultantes das possiveis quebras, tentou-se encontrar m/z coincidentes que pudessem ser

um produto da pir6lise da molécula inicial.

Duas amostras comerciais tinham este CBS em comum. Cada pico representado na
tabela 14 corresponde a m/z coincidentes. Por exemplo, os picos 1, 2 e 3 da amostra comercial
“Magic” (figura 16) e os picos 1, 2, 3 e 4 da amostra comercial “Mandala” (figura 17)
correspondem a um composto que tem dois m/z (71, 57) que podem ser um resultado da

guebra 3 ou 4 do canabindides sintético (figura 18).
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Tabela 14: Possiveis produtos da pir6lise de JWH-018 N-3-metilbutil isdmero.

Numero Tempo de m/z do composto desconhecido Numero da
do pico retengdo/minutos quebra
1 6.706 71,57 3,4
2 2 7.197 71,57 3,4
2 3 7.359 71,57 3,4
S 5 8.662 74, 87, 55, 93, 186 5
6 17.274 144,270, 271 4
1 5.516 71,57 3,4
< 2 6.617 71,57 3,4
-l 3 6.702 71,57 3,4
g 4 7.197 71,57 3,4
2 5 8.657 74, 87, 93, 55, 186 5
§ 6 10.778 163, 55,172, 7(:)l,5t49, 127,57,77, 56
7 17.270 144,270 4

Com estes resultados, foi possivel obter as estruturas quimicas das moléculas que
podem estar presentes na analise por GC-MS da pir6lise de JWH-018 N-3-metilbutil isémero
(tabela 15).
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Tabela 15: Compostos resultantes das possiveis quebras do CBS JWH-018 N-3-metilbutil isémero e os
m/z encontrados na andlise das amostras comerciais.

Férmula quimica Estrutura quimica

isobutano CsH1o )\
— isopentano CsH1z \)\
.
E 1-isopentil-1H-indol Ci3H17N %NM
1H-indol-3-il(1-naftalenil)metanona Ci9H13NO 8 ) O
isobutano CsH1o )\
isopentano CsHiz \)\
<
-
g 1-isopentil-1H-indol CisH7N %NM
P
§ naftaleno CioHs
/O
naftal C11HgO
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JWH-122 6-METILNAFTIL ISOMERO

/

Férmula quimica: CzsH2sNO

Peso molecular; 355,47

Figura 20: Representagcdo das possiveis quebras que podem ocorrer durante a pirdlise do composto
JWH-122 6-metilnaftil isomero.

Cada traco na estrutura (figura 20) representa onde as quebras podem possivelmente
dividir a molécula na molécula inicial do canabindides sintético JWH-122 6-metilnaftil isomero.
Na tabela 16, estéo reunidos os dados sobre que moléculas resultam dessas quebras com o

respetivo peso molecular.

Tabela 16: Estruturas moleculares resultantes e respetivos pesos moleculares das possiveis quebras
gue podem ocorrer durante a pirélise do composto JWH-122 6-metilnaftil isémero.

Numero da Molécula Molécula Peso
Quebra resultante (1 molecular (1 resultante molecular
1 C24H22NO* 340,17 CHs* 15,03

2 C23H20NO*® 326,41 CoHs® 29,04

3 C22H1gsNO*® 312,14 C3H7* 43,09

4 C21H16NO*® 298,36 CsHo® 57,11

5 C20H14NO*® 284,33 CsHi11® 71,14
C12H90O® 169,20 Ci13H1eN*® 186,27

7 Ci1Ho* 141,19 C14H16NO*® 214,28

8 C24H22NO* 340,44 CHs® 15,03
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O estudo destes possiveis produtos da pirdlise dos CBS foi efetuado com os
cromatogramas da pirdlise de 10 minutos. Com 0s pesos moleculares das moléculas
resultantes das possiveis quebras, tentou-se encontrar m/z coincidentes que pudessem ser

um produto da pirélise da molécula inicial.

Duas amostras comerciais tinham este CBS em comum. Cada pico representado na
tabela 17 corresponde a m/z coincidentes. Por exemplo, os picos 1, 3, 4, 5 e 6 da amostra
comercial “Caramba” (figura 14) e os picos 1, 2, 3 e 4 da amostra comercial “Mandala” (figura
17) correspondem a um composto que tem dois m/z (71, 57) que podem ser um resultado da
quebra 4 ou 5 do CBS (figura 19).

Tabela 17: Possiveis produtos da pirdlise de JWH-122 6-metilnaftil isomero.

Numero do Tempo de m/z do composto Numero da
pico reten¢do/minutos desconhecido quebra

1 5.361 57,69, 71 4,5
< 2 6.188 91, 133, 141, 120 7
=] 3 6.553 59, 71, 69, 57 4,5
= 4 6.708 71,57, 85, 69 4,5
§ 5 7.196 71,57, 85, 69 4,5
<
J 6 9.215 71,57, 85, 55 4,5

7 18.766 127,214,341, 144,284 5

1 5.516 71,57 4,5
é 2 6.617 71,57 4,5
) 3 6.702 71,57 4,5
<Zt 4 7.197 71,57 4,5
> 5 8.657 74, 87, 93, 55, 186 6

6 9.9096 141, 169 6

Com estes resultados, foi possivel obter as estruturas quimicas das moléculas que
podem estar presentes na andlise por GC-MS da pirélise de JWH-122 6-metilnaftil isomero
(tabela 18).
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Tabela 18: Compostos resultantes das possiveis quebras do canabindides sintético JWH-122 6-
metilnaftil isémero e 0s m/z encontrados na andlise das amostras comercias.

Nome Férmula quimica  Estrutura quimica

butano Cs4H10

T~
g propano CsH1z NN
5 2-metilnaftaleno Ci1H10
(a < z
< : . . O
(@) (1H-indol-3-il)(6-metilnaftalen-1-
. Ca0H1sNO 2P
illmetanona §
butano CsH1o N
propano CsH12 NN

6-metil-1-naftaldeido C12H100 OO

1-pentil-1H-indol Ci3H17N Jf

<
-
<
a
=
<
=
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JWH-210 3-ETILNAFTIL ISOMERO

Formula quimica: CasH27NO

Peso molecular: 369,50

Figura 21: Representacao das possiveis quebras que podem ocorrer durante apirdlise do composto JWH-
210 3-etilnaftil isémero.

Cada traco na estrutura (figura 21) representa onde as quebras podem possivelmente
dividir a molécula na molécula inicial do canabindides sintético JWH-210 3-etilnaftil isomero.
Na tabela 19, estdo reunidos os dados sobre as estruturas quimicas que resultam dessas

guebras com o respetivo peso molecular.

Tabela 19: Estruturas moleculares resultantes e respetivos pesos moleculares das possiveis quebras
gue podem ocorrer durante a pirdlise do composto JWH-210 3-etilnaftil isémero.

Namero da Molécula Peso Molécula Peso
Quebra resultante (1) molecular (1) resultante (2) molecular (2)

1 C2sH24NO* 354,46 CHs’ 15,03
2 C24H22NO® 340,44 C2oHs’ 29,04
3 C23H20NO® 326,41 CsH7 43,09
4 C22H18sNO* 312,38 CaHo' 57,11
5 C21H16NO® 298,36 CsHair® 71,14

C13H110° 183,23 C13HisN® 186,27
7 Ci2H13° 157,23 C14H16NO* 214,28
8 CHsz 15,03 C25H24NO* 354,26
9 CaHs 29,04 C24H22NO* 340,44
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O estudo destes possiveis produtos da pirdlise dos CBS foi efetuado com os
cromatogramas da pirdlise de 10 minutos. Com 0s pesos moleculares das moléculas
resultantes das possiveis quebras, tentou-se encontrar m/z coincidentes que pudessem ser

um produto da pirélise da molécula inicial.

Duas amostras comerciais tinham este CBS em comum. Cada pico representado na
tabela 20 corresponde a m/z coincidentes. Por exemplo, os picos 1, 2, 3, 4 e 5 da amostra
comercial “Caramba” (figura 14) e os picos 1, 2, e 3 da amostra comercial “Esfinge” (figura 15)
correspondem a um composto que tem dois m/z (71, 57) que podem ser um resultado da

quebra 4 ou 5 do canabinoides sintético (figura 20).

Tabela 20: Possiveis produtos da pirélise de JWH-210 3-etilnaftil isémero.

Numero do Tempo de m/z do composto Numero da
oJ[efe} retencao/minutos desconhecido

< 1 5.361 57,69, 71 4,5
m 2 6.553 59, 71, 69, 57 4,5
S 3 6.708 71, 57, 85, 69 4,5
<[ 4 7.196 71, 57, 85, 69 4,5
' 5 9.215 71, 57, 85, 55 4,5
< 57, 339, 395, 410, 283,
@) ¢ 12.663 190, 77, 354 1,8

7 15.109 73, 183, 207 6

1 5.526 71, 57, 85, 91 4,5
L 2 7.367 71, 57, 85, 69 4,5
(20 3 8.341 57,59, 69, 71 4,5
LL 4 8.690 59, 119, 149, 157 7
EI,J) 5 8.830 57, 71, 85, 69 4.5

6 20.513 282, 281, 96, 61, 340 2,9

Com estes resultados, foi possivel obter as estruturas quimicas das moléculas que
podem estar presentes na andlise por GC-MS da pirélise de JWH-210 3-etilnaftil isémero
(tabela 21).
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Tabela 21: Compostos resultantes das possiveis quebras do canabinéides sintético JWH-210 3-etilnaftil
isbmero com os m/z encontrados na andlise das amostras comerciais.

Formula quimica Estrutura quimica

butano

propano

(3-metilnaftalen-1-il)(1-pentiyl-1H-
indol-3-i)metanona

(1-butil-1H-indol-3-il)(3-
etilnaftalen-1-il)metanona

CARAMBA

3-etil-1-naftaldeido

butano

propano

2-etilnaftaleno

(3-etolnaftalen-1-il)(1-propil-1H-
indol-3-il)metanona

ESFINGE

naftalen-1-il(1-pentil-1H-indol-3-
ilmetanona

(1-butil-1H-indol-3-il)(3-
metilnaftalen-1-ilymetanona
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CsH1o0

CsHa12

C25H2sNO

C25H2s5NO

Ci1zHi2N

CsH1o0

CsHi2

C12H14

C24H23NO

C24H23NO

C24H23NO
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MAM2201 N-(3-FLUOROPENTIL) ISOMERO

Férmula quimica: Cz4H2sNO

Peso molecular:; 341.17

Cada traco na estrutura (figura 22) representa onde as quebras podem possivelmente
dividir a molécula na molécula inicial do canabindides sintético MAM2201 N-(3-fluoropentil)
isbmero. Na tabela 22, estdo reunidos os dados sobre que estruturas quimicas resultam

dessas quebras com o respetivo peso molecular.

Tabela 22: Estruturas moleculares resultantes e respetivos pesos moleculares das possiveis quebras
gue podem ocorrer durante a pirélise do composto MAM2201 N-(3-fluoropentil) isémero.

Numero da Molécula Peso Molécula Peso
Quebra resultante (1) molecular (1) resultante (2) molecular (2)

1 Ca4H21FNO® 358,43 CHs® 15,03

2 C23H19FNO® 344,40 CoHs® 29,04

3 C22H20NO* 314,40 F* 19,00

4 C22H1gNO*® 312,38 C3HeF* 61,08
C21H16NO*® 298,36 Cs4HgF* 75,10

6 C21H16NO*® 298,36 CsHioF* 89,13
7 C12Ho0O® 169,20 Ci3HisFN*® 204,26
8 Ci1Hs* 141,19 Ci4H1sFNO* 232,27

9 Ca4H21FNO*® 358,43 CHs® 15,03
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O estudo destes possiveis produtos da pirélise dos CBS foi efetuado com os
cromatogramas da pirélise de 10 minutos. Com o0s pesos moleculares das moléculas
resultantes das possiveis quebras, tentou-se encontrar m/z coincidentes que pudessem ser

um produto da pir6lise da molécula inicial.

Duas amostras comerciais tinham este CBS em comum. Cada pico representado na
tabela 23 corresponde a m/z coincidentes. Por exemplo, os picos 1, 2 e 3 da amostra comercial
“Magic” (figura 16) correspondem a um composto que tem dois m/z (71, 57) que podem ser
um resultado da quebra 4 ou 5 do canabindides sintético MAM2201 N-(3-fluoropentil) isomero
(figura 21).

Tabela 23: Possiveis produtos da pirélise de MAM2201 N-(3-fluoropentil) isémero.

Numero Tempo de m/z do Numero da quebra

do pico reteng¢do/minutos composto
desconhecido

8] 117, 145, 90,
= 1 6.022 o9 6
< 183, 253, 71

s 2 10.672 o 7

Com estes resultados, foi possivel obter as estruturas quimicas das moléculas que
podem estar presentes na andlise por GC-MS da pirélise MAM2201 N-(3-fluoropentil) isémero
(tabela 24).

Tabela 24: Compostos resultantes das possiveis quebras do CBS MAM2201 N-(3-fluoropentil) isomero
e 0s m/z encontrados na analise da amostra comercial.

Nome Férmula quimica Estrutura quimica

3-fluoropentano CsHuiF A]/\
4-metil-1-naftaldeido C12H100 OO

ROSA MARIA MATOS 65



Detecéo e identificacdo de compostos quimicos resultantes da queima de produtos contendo canabinéides sintéticos Capitulo 3

2.3. Cinética da pirélise das amostras comerciais

Uma vez que, ap6s uma pirdlise de 10 minutos, os compostos volateis dos CBS
permaneceram numa quantidade consideravel, foi decidido analisar os compostos formados
gquando o produto comercial era queimado durante mais tempo. Sendo assim, foram
gueimadas amostras comerciais “Mandala” por técnica de “blazing” durante 20, 30, 40, 50 e
60 minutos, de modo a determinar a quantidade de canabindide que permanece na amostra

durante uma queima continuada.
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Numa primeira anélise aos cromatogramas resultantes (figura 23), podemos ver que,
com o aumento do tempo de queima, foram desaparecendo gradualmente os picos referentes
aos CBS presentes na amostra comercial “Mandala”, anteriormente identificados. Foram
calculadas as &reas dos picos (tabela 25), permitindo determinar o acontece com o aumento

de tempo da pirélise, sendo depois representadas na figura 24.

ROSA MARIA MATOS 66



Detecéo e identificacdo de compostos quimicos resultantes da queima de produtos contendo canabinéides sintéticos Capitulo 3

Tabela 25: Areas dos picos cromatograficos dos compostos volateis dos
canabindides sintéticos resultantes da pirélise da amostra comercial “Mandala”
durante: 1) 0 minutos; 2) 10 minutos; 20 minutos; 3) 30 minutos; 4) 40 minutos;
5) 50 minutos; 6) 60 minutos.

Duracéo da pirélise Area do pico
(min)

- 0 1,227 x10°
2 10 1,203x10° + 4,465x108
g o 20 2,753x107 + 1,425x107
T o
= 30 2,728x107 + 1,473x107
Z so
g 2 40 2,682 x107 + 2,966x107
g 50 1,588 x10” + 3,730x108
=

60 1,433 x10” + 4,311x108

0 1,179 x10°
% 10 1,164x10° + 5,252x108
c
T o 20 1,511x10" + 9,874x10°
E o
= 30 1,485x107 + 9,199x10°
~ O
o 2 40 1,221 x107 + 1,500x10’
T
= 50 8,480 x10° + 8,930x10°
=

60 6,184 x10° + 2,663x10°
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Cinética da combustao da amostra comercial “Mandala”

1,40E+09
1,20E+09
1,00E+09
o
% 8,00E+08
S —o— JWH-018 N-3-metilbutil
< isébmero
3]
QL 6,00E+08 . .
<< —o—JWH-122 6-metilnaftil
isbmero
4,00E+08
2,00E+08
0,00E+00

0 10 20 30 40 50 60 70
Duragéo da pir6lise (min)

Figura 24: Grafico representativo do comportamento da drea dos CBS da amostra comercial “Mandala” com
0 aumento da duracdo da pirolise por técnica de “blazing”.
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Com a intencdo de reproduzir os acontecimentos que ocorrem quando os CBS séo
fumados, foi desenvolvida uma técnica para fazer a combustdo das amostras comerciais e
recolher posteriormente os volateis libertados num cartucho SPE. Foram determinados os
compostos que permaneciam (resistentes a temperatura de queima) e estudada a existéncia
de outros produtos provenientes das possiveis quebras causadas pela pir6lise dos

canabinoides sintéticas.

Numa primeira fase, fez-se uma analise as amostras comerciais antes de serem
gueimadas. Duas embalagens vinham com as plantas descritas na mistura, a “Caramba” e a
“Magic”, e ambas indicavam a presenca de aroma. SO a planta Nymphaea caerulea tinha a
fonte psicoativa documentada, o alcaloide apomorfina (54,55). As restantes sdo muito
utilizadas em misturas, mas nao tém 0s seus compostos psicoativos caracterizados nem a
toxicidade (tabela 26).

Tabela 26: Caracteristicas psicoativas conhecidas das plantas presentes nas misturas de ervas das
amostras comerciais “Caramba” e “Magic”.

Nome Efeito

Leonotis leonurus Utilizado como substituto legal de plantas
psicoativas proibidas. Produz um efeito
eufdrico suave quando fumado e tem efeitos
psicoaticos similares, mas menos potentes,
gue a cannabis (56,57).

Cestrum nocturnum Efeitos halucinogénios. Téxica, causa danos
no sistema respiratério quando inalada e
sintomas febris quando ingerida (56).

Leonurus sibiricus Conhecida como “marihuanilla” (pequena
marijuana). Efeitos  semelhantes a
marijuana, mas com menos intensidade (58).

Turnera diffusa Efeitos psicoativos e estimulantes (59).

Canavalia rosea Alucinogénia. Componente da droga “Frijol
de playa” (56).

Nymphaea caerulea Contém a substancia psicoativa apomorfina.

Em todos os cromatogramas dos extratos metandlicos das amostras foram
encontrados varios picos que posteriormente foram identificados com a biblioteca swgdrug.
Os mesmos compostos foram encontrados nas 4 amostras: acidos gordos metilados (palmitato
de metilo e estereato de metilo), &cido oleico (menos na “Caramba”) e ftalato de dioctilo. Como

ja tinha sido referido no capitulo 1, os &cidos gordos sdo compostos de origem vegetal e j& se
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esperava serem encontrados na mistura de ervas. No entanto, na literatura ainda néo tinha

sido descrita a presenca de ftalatos nas amostras de CBS.

Seguidamente, as amostras foram queimadas por intermédio da técnica de “blazing”
referida no capitulo 2. Quanto aos compostos ja anteriormente identificados, estes mesmos
foram encontrados na amostra pirolisada por 10 minutos. Isto implica que o consumidor, para
além dos CBS, inala também o palmitato de metilo, o estereato de metilo, 0 acido oleico e o
ftalato de dioctilo, entre outros ndo identificados. A gravidade dos efeitos que o consumo
destes compostos pode causar no individuo € dificil de prever, uma vez que a sua
concentracao é indefinida, mas ndo deixa de ser importante reconhecer o que 0 seu consumo

pode causar (tabela 27).

Tabela 27: Origem, efeitos e toxicidade dos compostos identificados apés a pirolise.

Composto Origem Efeito Toxicidade
4 . Produtos o
Acido oleico O Irritac@o dos olhos e pele -
Fortemente irritante para os
olhos, nariz, garganta e pele. Baixa toxicidade sistémica,
Pode causar tonturas, mas a ingestdo de grandes
nauseas, dores de cabeca, doses causa irritacéo
Ftalato de dores, fraqueza, dorméncia, gastrointestinal, depressao
o Embalagem .
dioctilo espasmos has pernas e do sistema nervoso central,
bragos e disfungéo vestibular. coma e hipotensdo. Pode
Quando inalado, pode causar afetar a fertilidade ou o feto
alergias, sintomas asmaticos (60,61)
ou dificuldades respiratorias.
Irritante da pele, olhos e trato  Emite fumos téxicos quando
Estereato de Produtos L . PN
: , respiratério. Pode causar aquecido até a
metilo naturais " e
sérios danos nos olhos. decomposicéo (62)
Palmitato de Produtos Pode irritar seriamente a pele, i
metilo naturais olhos e trato respiratério

Tanto os compostos provenientes das plantas como os adicionados ndo apresentam
uma toxicidade muito forte. A surpresa na andlise foi a presenca do ftalato de dioctilo em todas
as amostras, mesmo depois da pirélise, pois ndo estava documentada nas andlises a CBS.
Todavia, entende-se a detecdo deste composto, pois os ftalatos sdo plastificantes muito
utilizados, principalmente o ftalato de dioctilo, sendo que estes ndo estdo ligados
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quimicamente ao polimero da embalagem, conseguindo migrar para a amostra comercial. Este
composto, quando ingerido em grandes quantidades, pode levar ao coma, infertilidade e morte
do feto (60,61). Portanto, também o embalamento dos produtos comerciais pode contribuir
com compostos que, quando inalados, sdo altamente toxicos para o ser humano.
Considerando esta detecdo, analisar as embalagens, bem como quantificar os ftalatos com
padrdes e identificar que efeitos 0 consumo por inalacdo de ftalatos pode trazer ao individuo,

podera clarificar algumas lacunas no perfil toxicolégico dos produtos comercializados (53).

Mesmo sabendo os pormenores dos efeitos psicoativos e toxicoldgicos dos compostos
presentes na amostra comercial, isto ndo chega para prever o que pode acontecer quando
estes produtos sdo consumidos. Além do mais, existem outros compostos que nao foram
detetados nesta andlise por GC-MS. A aplicacdo de outras técnicas de detecdo ou de
separacdo, como NMR e LC acoplado por MS tandem poderdo ajudar na identificacdo de
outros constituintes das amostras que néao foram detetados e que poderdo contribuir para os

efeitos psicoativos ou para os efeitos toxicos.

De acordo com a analise feita ao conteldo das quatro embalagens antes e depois da

pirélise, foram encontrados quatro diferentes CBS:

e Naembalagem “Caramba”: os CBS JWH-122 6-metilnaftil isémero e JWH-210 3-
etilnaftil isémero;

¢ Na embalagem “Esfinge”: o canabindides sintético JWH-210 3-etilnaftil isomero;

¢ Na embalagem “Magic”: os CBS JWH-018 N-3-metilbutil isémero e o MAM2201 N-(3-
fluoropentil);

¢ Na embalagem “Mandala”: os CBS JWH-018 N-3-metilbutil isémero e JWH-122 6-

metilnaftil isébmero.

A identificacéo foi feita de acordo com a biblioteca swgdrug. Uma vez que o nimero de
isdbmeros para cada CBS tem vindo a aumentar, os critérios de selegcdo foram os valores de
match e a comparacédo do match e reverse match (52). Uma analise por NMR posterior seria
o ideal, pois s6 assim seria possivel determinar com maior precisédo qual o isémero pertencente

na amostra comercial, em vez de basear a identificagdo sé nos espetros de massa.

Com o intuito de encontrar produtos da pirélise destes compostos, realizou-se um
estudo das possiveis quebras mais fracas que os compostos poderiam sofrer (53). De seguida,

identificaram-se 0s possiveis produtos da pirélise que se poderiam encontrar nas amostras
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comerciais. Sendo assim, foi realizada uma comparacao dos m/z desses produtos da pirélise
com 0s m/z dos picos cromatograficos dos cromatogramas das analises realizadas, que

permitiu sugerir a identificacdo dos seguintes compostos volateis:

¢ Na embalagem “Caramba”: butano (CsHio), propano (CsHiz), 2-metilnaftaleno (Ci11H10)
e (1H-indol-3-il)(6-metilnaftalen-1-il)metanona (CxH1sNO ), provenientes das quebras
4,5, 7 e 5, respetivamente, do CBS JWH-122 6-metilnaftil isomero (tabela 16), e butano
(C4Hi10), propano (CsHiz), (3-metilnaftalen-1-il)(1-pentil-1H-indol-3-il)metanona
(C25H25NO), 1-butil-3-((3-etilnaftalen-1-il)metil)-1H-indol (C2sH2sNO) e 1-pentil-1H-indol
(C13H17N), provenientes das quebras 4, 5, 1, 8 e 6, respetivamente, do CBS JWH-210
3-etilnaftil isomero (tabela 21);

e Na embalagem “Esfinge”: butano (CsHio), propano (CsHi2), 2-etilnaftaleno (Ci2H14), (3-
etolnaftalen-1-il)(1-propil-1H-indol-3-il)metanona (C24H23NO), naftalen-1-il(1-pentil-1H-
indol-3-i)metanona (C2:H23NO) e (1-butil-1H-indol-3-il)(3-metilnaftalen-1-il)metanona
(C24H23NO), provenientes das quebras 4, 5, 7, 2 e 9, respetivamente, do CBS JWH-
210 3-etilnaftil isomero (tabela 21);

e Na embalagem “Magic”; isobutano (CsHi0), isopropano (CsHi2), 1-isopentil-1H-indol
(C13H17N) e 1H-indol-3-il(1-naftalenil)metanona (CigH13NO), provenientes das quebras
3, 4, 5, e 4, respetivamente, do CBS JWH-018 N-3-metilbutil isémero (tabela 13) e 3-
fluoropentano (CsHi1F) e 4-metil-1-naftaldeido (Ci2H100), provenientes das quebras 6
e 7 respetivamente, do CBS MAM2201 N-(3-fluoropentil) (tabela 24);

¢ Na embalagem “Mandala”: isobutano (CsHao), isopropano (CsHi2), 1-isopentil-1H-indol
(C13H17N), naftaleno (CioHs) e naftal (C11HsO), provenientes das quebras 3, 4, 5, 5 ou
6 e 4, respetivamente, do CBS JWH-018 N-3-metilbutil isomero (tabela 13) e butano
(CsHa1o), propano (CsHi2), 6-metil-1-naftaldeido (C12H100) e 1-pentil-1H-indol (C13H17N),
provenientes das quebras 4, 5, 6 e 6, respetivamente, do CBS JWH-122 6-metilnaftil

isbmero (tabela 16).

A maioria destes compostos, caracterizada como produtos da pirélise dos CBS, é
pouco conhecida, ndo existindo nenhum estudo sobre os efeitos do seu consumo nem a sua
toxicidade, sendo, portanto, urgente clarificar se estes produtos da pirélise, de compostos ja
de si perigosos, sdo ou ndo um perigo para o consumidor e com que severidade (20,53,63).

Contudo, alguns tém os seus efeitos e a sua toxicidade relatada (tabela 28).
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Tabela 28: Origem, efeitos e toxicidade dos possiveis produtos da pirdlise identificados apés

a pirdlise.

Composto

1-pentil-1H-indol

2-metilnaftaleno

3-fluoropentano

4-metil-1-naftaldeido

6-metil-1-naftaldeido

Butano

Isobutano

Isopentano

ROSA MARIA MATOS

Efeito

Utilizado como antibi6tico,

antisséptico e
guimoterapéutico.
Inalacdo pode causar tosse.
Irritante da pele, olhos,
membranas mucosas e do
trato respiratorio superior.
Pode causar dores de
cabeca, nausea, voOmitos,
diarreia, anemia, ictericia,
euforia, dermatite e
distarbios visuais.

Pode causar irritagdo na
pele, olhos e no trato
respiratorio.

Irritante dos olhos, pele e
membranas mucosas.
Irritante dos olhos, pele e do
trato respiratorio.

Em baixas concentracdes
nao tem sido reportado
como causador de efeitos
adversos em humanos. E

anestésico tanto  para
humanos como para
animais.

Falta de ar e asfixia.

Ulceracdo provocada pelo
frio  quando evaporada
rapidamente ou em
contacto com um liquido.

Tosse, tonturas, sonoléncia,
dores de cabeca, falta de ar,
dor de garganta, arritmia

cardiaca, pele seca,
vermelhidao, dores
abdominais, nauseas,
vomitos.

Toxicidade

Convulsdes e coma

Morte inesperada ou
efeitos criticos podem
ocorrer quando inalado
em concentracdes
elevadas. Casos de
efeitos no SNC em
individuos expostos
cronicamente
relacionados

Pode causar danos no
sistema cardiovascular,
resultando em funcdes
comprometidas e
paragem  respiratoria.
Exposicdo a niveis
elevados pode levar a
morte.
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Exposicdo por inalagao,
ingestao ou contacto dermal
estd associado a anemia
hemolitica, danos nos
pulmdes, figado e
Naftaleno neurologicos. A exposicao
aguda pode levar a dores de
cabeca, nauseas, vOmitos,
diarreia, mal-estar,
confusdo, anemia, itericia,
convulsdes e coma
Sensacdo de queimadura,
convulsodes, tosse, diarreia,
tontura, febre, fraqueza, dor
de  cabeca,  armtmia gyposicso alongo prazo
cardiaca, taquicardia, pode levar a acidentes
perda da consciéncia, vasculares encefalicos,
Propano nauseas, vomitos, dor e coma ou morte.
dorméncia nas pernas e
bragos, irritagdo cutanea,
respiracao lenta e
superficial.

Pode causar carcinomas
da laringe ou neoplasma
do piloro e ceco. A
inalagéo pode levar a um
namero elevado de
adenomas
alveolares/bronquiolares
e carcinomas.

No presente estudo foram apontados (pela simulagdo das quebras das moléculas) os
compostos de elevado perigo para o consumo humano. O 2-metilnaftaleno, o butano, o
isobutano, e o propano podem levar a morte ou danos cardiovasculares ou no SNC quando a
exposicao ocorre em altos niveis. O naftaleno, quando ingerido, tem fortes possibilidades de
levar ao aparecimento de carcinomas ou adenomas. Sem determinar as concentragdes dos
compostos que foram identificados, é impossivel prever a severidade do seu efeito no
individuo. Uma analise com padrdes permitiria elucidar as quantidades das drogas, compostos
naturais e adicionados e, para além da quantificacdo dos compostos formados apés a pirélise,
0 recurso a padrfes seria também uma forma mais adequada de identificar esses compostos
(53).

Apos ter sido feita a andlise aos compostos formados durante a pirélise de 10 minutos,
verificou-se que o pico cromatogréafico das drogas continuava presente no cromatograma. Foi
entdo decidido estudar a cinética da combustdo dos CBS, permitindo ter uma melhor nog¢ao
da resisténcia da molécula as altas temperaturas. Foi escolhida a amostra comercial

“Mandala”, uma vez que tinha dois CBS identificados, e foi pirolisada durante 20, 30, 40, 50 e
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60 minutos. Comparando com o cromatograma de referéncia (amostra ndo pirolisada) e o
cromatograma da pirélise de 10 minutos, facilmente se verifica que, logo aos 20 minutos, a
quantidade de canabindides sintético desce drasticamente (figura 24). Aos 50 minutos, 0s
picos sdo quase inexistentes. Calculando as areas dos picos, confirma-se a interpretagéo
visual dos gréficos (tabela 25). Deste modo, é possivel aferir que a droga é pouco resistente a
gueima continuada. Portanto, seria de esperar que os efeitos psicoativos fossem escassos se
fumados apo6s 20 minutos de queima continuada. Mais estudos, fazendo variar a intensidade
da queima (temperatura), seria o ideal para melhor compreender o que acontece na pirélise
destes compostos e 0 que podemos encontrar posteriormente. Também verificar se o efeito
dos compostos é alterado com a queima traria informacgdo util sobre a melhor forma de

consumir estes produtos para evitar alguns dos efeitos menos desejados.
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Pretendeu-se, com este trabalho, identificar compostos volateis que sdo inalados
guando os produtos comerciais contendo CBS sdo fumados. Para tal, foi desenvolvido a
técnica de “blazing”, que permite reter os volateis libertados durante a pirdlise, para serem

analisados posteriormente por GC-MS.

A analise dos rotulos permitiu verificar que, na maioria dos casos, ndo existe descricao
exata do respetivo contelido. Dos compostos encontrados originalmente na amostra comercial
e que permaneceram depois da pirdlise, o ftalato de dioctilo € um dos compostos que

contribuem para o risco toxicolégico da mistura volatil.

Uma das maiores dificuldades deste trabalho foi a falta de informacdo acerca da
toxicidade dos produtos da pirdlise. A maioria ndo tem o seu perfil toxicol6gico documentado,
logo nédo é possivel saber de que modo ou até que ponto 0 seu consumo pode ser nocivo para
o consumidor. No entanto, dos que estéo descritos na literatura, os potenciais efeitos podem
levar a morte do individuo. Portanto, alguns dos produtos da pirélise sdo extremamente

perigosos para o consumidor, ndo existindo uma forma de a sua inalacéo ser evitada.

Técnicas mais precisas precisam de ser aplicadas ao estudo destes produtos
comerciais para conseguir realmente criar um perfil toxicolégico dos produtos comerciais mais
realista. O mapeamento das amostras comerciais para determinar que plantas realmente
estdo presentes na mistura de ervas com padrdes permitiria controlar quer o potencial
psicoativo, quer o potencial toxicolégico da droga. Utilizar outras técnicas instrumentais de
detecdo e de separacdo, tais como o NMR ou o LC, respetivamente, podera facilitar a
identificacdo de novas substancias. O uso de padrdes permitiria saber a concentracdo das

substancias psicoativas presentes na amostra (53).

A necessidade de se controlar a producéo destes produtos deve ser feita desde o inicio
da sintese até ao embalamento final, pois, claramente, o perigo ndo se encontra s6 nos CBS.
Tendo em conta que os CBS sdo um p6 branco que é dissolvido e pulverizado sobre a mistura
de ervas, nada ou pouco se sabe acerca do que realmente se inala quando se fumam estas
misturas. A falta de controlo nas doses presentes nos produtos finais influencia a severidade
dos efeitos toxicologicos e aumenta a possibilidade de ocorrerem overdoses inesperadas
mesmo em consumidores experientes. Além disso, muitos outros compostos que sao
adicionados, e outros que aparecem so depois de se comecar a fumar os produtos comerciais,

podem também ser nocivos para a saude humana. A inalacdo dos produtos comerciais
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pirolisados podera comprometer a saude do utilizador. Mesmo com o aviso nas embalagens
de que as substancias contidas sao improprias para consumo, a falta de informacao no rétulo
do que realmente compde o produto comercial de CBS, assim como do controlo na producéo
ndo elimina a responsabilidade de quem os produz. Até porque quem 0S compra pensa estar
a comprar CBS, ndo toda a pandplia de compostos altamente nocivos, cada um acrescentando

um pouco no leque de efeitos toxicos que compdem o produto final.
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