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Resumo

Os canabindides sintéticos sdo um grupo de substancias psicoativas que emergiram no
mercado das drogas em meados da década de 2000, desenhadas com a finalidade de
mimetizar os efeitos psicoativos do delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), canabindide
responsavel pela maioria dos efeitos psicoativos da canabis. Estes produtos sdo vendidos
como misturas de ervas para fumar, sob uma variedade de nomes como “K2” e “Spice”.
No entanto, apesar de algumas semelhancas farmacoldgicas a candbis, estas drogas ndo
devem ser confundidas. Os canabinoides sintéticos sdo substancias muito potentes, que
podem ter consequéncias graves e potencialmente letais. Desta forma, a determinacao dos
canabinoides sintéticos e dos seus metabolitos em amostras bioldgicas assume grande
interesse em Toxicologia Forense. O presente trabalho pretendeu promover o
conhecimento dos efeitos fisiologicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos dos canabindides
sintéticos, e destacar as implicacdes forenses e médico-legais do uso destas drogas. Para
o desenvolvimento do trabalho, foi realizada primeiramente uma revisdo da literatura sobre
as caracteristicas principais dos canabindides sintéticos, incluindo a prevaléncia do seu
consumo, formas de administracdo, aspetos farmacocinéticos e farmacodindmicos, efeitos
fisioldgicos e toxicidade aguda e a longo prazo. Posteriormente, sdo referidos varios aspetos
relevantes em contexto forense, nomeadamente as matrizes bioldgicas usadas na sua
detecdo, os procedimentos de colheita e preservacdo dessas amostras, as metodologias
empregues na analise toxicoldgica e as potenciais areas de aplicacao dessas analises.

Palavras-chave: Canabinoides sintéticos; “spice”; toxicidade; forense; toxicologia
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Abstract

Synthetic cannabinoids are a group of psychoactive substances which arose in the drugs
market in the mid-2000’s, designed to mimic the psychoactive effects of the delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC), the cannabinoid responsible for most of the psychoactive
properties of cannabis. These products are sold as herbs mixtures to smoke, under a
variety of names such as “K2” and “Spice”. However, despite of some pharmacological
similarities to cannabis, these drugs should not be confounded. Synthetic cannabinoids
are very powerful substances, which may have serious and potentially lethal
consequences. Therefore, the determination of synthetic cannabinoids and their
metabolites in biological specimens assumes a great interest in Forensic Toxicology. The
present work intended to promote the awareness of physiological, pharmacological and
toxicological effects of the synthetic cannabinoids, and to highlight the forensic and
medical-legal implications of these drugs usage. Firstly, to the development of this study,
a literature review on main characteristics of synthetic cannabinoids was held, including
the prevalence of its consumption, forms of administration, pharmacokinetic and
pharmacodynamic aspects, physiological effects and acute and long-term toxicity.
Subsequently, several aspects relevant in forensic context are referred, namely the
biological matrices used in its detection, sampling procedures and the preservation of
those samples, methodologies applied in the toxicological analysis and potential

application areas of those analyses.

Keywords: Synthetic cannabinoids; spice; toxicity; forensics; toxicology
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I.  INTRODUCAO

O mundo das drogas recreativas alterou-se nas Ultimas décadas com o aparecimento
continuo e consequente consumo de uma série de novas substancias psicoativas (NSP),
com grande popularidade entre os adolescentes e jovens adultos. As NSP sdo substancias
de abuso que podem ser apresentadas na sua forma pura ou na forma de um preparado e
que ndo sdo controladas pela Convencao sobre as Substancias Psicotropicas, pelo que
constituem um risco para a saude publica (Janikova et al., 2016). Sdo consideradas uma
classe emergente de compostos que sdo vendidos como substitutos legais a drogas de
abuso classicas como a canabis, cocaina e anfetaminas (Meyer, 2018). Estas NSP foram
desenhadas e sintetizadas com o intuito de mimetizar o efeito de uma droga ilegal, mas
apresentam uma estrutura quimica diferente ou ligeiramente modificada de modo a
poderem escapar as restricGes legais daquelas substancias. O consumo das NPS é
estimulado pelo preco relativamente baixo que é praticado para estas drogas, tendo em
linha de conta os efeitos mais potentes que os da canabis, bem como a facilidade com que
estas drogas sdo compradas (OEDT, 2017).

Entre estas novas substancias psicoativas destacam-se os canabinoides sintéticos (OEDT,

2017), substancias estruturalmente andlogas ao delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), o
principal canabindide responsavel pelos efeitos psicoativos da planta Cannabis sativa
(OEDT, 2017).

Canabinoides é um termo genérico para descrever um grupo heterogéneo de substancias,
naturais ou artificiais, que se ligam a recetores canabindides do tipo CB1 ou CBa.
Englobam os canabindides encontrados na planta Cannabis sativa (fitocanabinoides,
como o A>-THC e o canabidiol (CBD)), os endocanabindides, que sdo encontrados nos
sistemas nervoso e imunoldgico dos seres humanos, e, por fim, os canabindides sintéticos
(Reggio, 2002).

Os compostos canabinodides identificados na planta (fitocanabindides) ligam-se aos
recetores canabindides CB1 e CB2 (Brown, 2007). O recetor CB1 expressa-se no sistema

1
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nervoso central e também no periférico. Por sua vez, o recetor CB> esta localizado nas
células imunitarias, tendo um papel importante na regulacdo do processo inflamatorio
(Hudson e Ramsey, 2011).

Os efeitos psicotropicos do A>-THC sdo mediados pelos recetores canabindides CB1
acoplados a proteina G, resultando na inibi¢do da transmissdo sinaptica mediada pelo
recetor CB1 (Hermanns-Clausen et al., 2012).

Os recetores canabinodides CB1 e CB2 podem ser igualmente ativados por canabindides
enddgenos (endocanabindides), como é o caso da anandamida e do 2- araquidonilglicerol
(2-GA) (Brown, 2007; Hermanns-Clausen et al, 2012).

Os canabindides sintéticos foram desenvolvidos no sentido de se obterem agonistas mais
potentes e seletivos, comparativamente aos fitocanabinodides. Foram entdo sintetizados
um grande nimero de canabinoides, analogos ao A®-THC, com vista a diminuir os efeitos
psicotropicos e isolar a acdo terapéutica (OEDT, 2017). Os canabindides sintéticos
produzem efeitos farmacoldgicos com potencial terapéutico no tratamento da dor,
enxaquecas, nauseas, vomitos e perda de apetite (Reggio, 2005). Devido ao potencial
terapéutico do A®-THC, o dronabinol (Marinol) foi introduzido no mercado em 1980
(Pain, 2015) com finalidade antiemética, em doentes que realizam quimioterapia
(eMedicineHealth, 2018). O dronabinol foi inicialmente utilizado também no tratamento

da perda de apetite em seropositivos.

O cenério que envolvia os canabindides sintéticos foi alterado quando comegaram a surgir
como “drogas legais” em determinados paises a partir de meados da decada de 2000.
Estas novas substancias psicoativas estdo a provocar uma variedade de danos graves,
constituindo uma preocupacédo crescente na Europa. No final de 2016, ja haviam sido
monitorizadas cerca de 620 NPS, das quais cerca de um ter¢o correspondia a canabinoides
sintéticos (OEDT, 2017). De acordo com o Observatério Europeu da Droga e da

Toxicodependéncia (OEDT), os canabinoides sintéticos constituem o maior grupo de
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NSP, sendo que, juntamente com as catinonas sintéticas, constituiram, em 2015, mais de

60% de numero total de novas substancias (Relatorio Europeu sobre drogas, 2017).

Os canabindides sintéticos sdo vulgarmente vendidos como misturas herbaceas para
fumar designadas de “K2” ou “Spice”, entre muitas outras. Embora atualmente muitas
destas NPS ja facam parte da lista de substancias controladas pela legislagdo em muitos
paises, continuam a ser vendidas ilegalmente nas ruas e também em websites na Internet
(OEDT, 2017).

Apesar de representarem um grupo relativamente recente, foram ja descritos varios casos
de intoxicag0es e mortes associadas ao consumo destas drogas. Deste modo, a
determinacdo de canabindides sintéticos e dos seus metabolitos em amostras bioldgicas
assume grande interesse em Toxicologia Clinica e Forense. No ambito da Toxicologia
Forense, 0s canabindides sintéticos encontram-se envolvidos em questdes do ambito
judicial, podendo, por exemplo, ser a causa de morte do individuo em situacbes de
sobredosagem ou afetando a capacidade do consumidor para a condugdo rodoviaria.
Portanto, esta dissertacao teve por objetivo realizar uma revisao da literatura cientifica
sobre a importancia dos canabinoides sintéticos em contexto forense. Para um bom
desempenho em Toxicologia Forense torna-se fundamental conhecer as propriedades
farmacocinéticas destas novas substancias, os sinais e sintomas de intoxicacao, os fatores
que afetam a concentragdo post mortem, bem como assegurar a integridade das amostras
recolhidas post mortem e a estabilidade no armazenamento das amostras destinadas a

analise toxicoldgica (Huestis et al., 2017).

Il.  MATERIAIS E METODOS

Nesta revisdo bibliografica, foi realizada uma pesquisa em bases de dados como a
PubMed e a Toxnet, utilizando as seguintes palavras-chave: “synthetic cannabinoids”,

2 ¢ 2% ¢ 2 ¢ 29 <6

“forensics”, “pharmacokinetics”, “pharmacodynamics”, “post mortem cases”, “toxicity”,
“analytical methodology” e “forensic toxicology”. Os critérios de inclusdo foram o

respeito pelas palavras-chave, artigos cientificos escritos em Portugués, Inglés e Francés

3
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e 0 acesso aos artigos na sua versdo completa. Foi ainda recolhida informagéo em livros
e websites governamentais, através do motor de busca “Google”. Esta pesquisa decorreu de
1 de outubro de 2017 até 9 de junho de 2018.

I1l.  CANNABIS SATIVA E CANABINOIDES

A planta Cannabis sativa ja é conhecida ha milhares de anos. E uma planta nativa da
Asia, mas esta espalhada por todo o mundo (Zaami et al, 2018).

Esta planta contém mais de 60 canabindides diferentes, sendo o seu principal constituinte
psicoativo o A°-tetrahidrocanabinol (THC). Desde 1839, a planta era utilizada no
tratamento de doencas como a epilepsia e 0 reumatismo, devido as suas propriedades
anticonvulsivantes, analgésicas e antieméticas. Nos séculos XIX e XX a canéabis
continuou a ser utilizada para fins terapéuticos, mas devido a sua instabilidade
farmacoldgica, o seu uso foi decrescendo (Zaami et al, 2018). O THC foi considerado
pela Drug Enforcement Administration (DEA), nos EUA, como uma droga de classe I,
ou seja, substancia sem qualquer utilidade terapéutica e com alto potencial aditivo. Por
outro lado, o seu derivado sintético, dronabinol, é considerado classe Il (reconhecido uso
terapéutico e baixo potencial para causar dependéncia) (Pamplona, 2014), sendo usado
ha cerca de dez anos na pratica clinica no tratamento da perda de peso relacionada com a

anorexia em doentes com SIDA e em doentes oncol6gicos (Reggio, 2005).

Os compostos com origem na Cannabis sativa foram denominados de canabindides,
tendo efeitos associados aos recetores canabindides CB1 e CB: (Le Boisselier, Alexandre
e Lelong-Boulouard, 2016). A principal substancia psicoativa da canabis ativa estes dois
recetores acoplados a proteina G (Camilleri, 2018). No entanto, como hoje em dia existem
outras substancias ndo provenientes da planta que atuam nos mesmos recetores, passou-
se a denominar de fitocanabindides aos que tém origem na planta e de endocanabindides
aqueles que sdo de origem enddgena (Le Boisselier, Alexandre e Lelong-Boulouard,
2016). Existem, entdo, canabinoides naturais, enddgenos e sintéticos, sendo que estes

ultimos fazem parte do tema deste trabalho e serdo abordados no capitulo seguinte.

4
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Em suma, existem atualmente trés grupos principais de canabindides:

v’ Os fitocanabindides, como o A>THC, psicoativo, e 0 CBD, ndo psicoativo,
presentes na planta Cannabis sativa;

v Os endocanabindides, como a anandamida e o0 2-AG, produzidos por mamiferos;

v" Os canabindides sintéticos, criados para mimetizar os efeitos do THC para uso

recreativo.

3.1. Fitocanabinoides

A planta Cannabis sativa produz mais de 100 compostos, denominados de
fitocanabinoides (Niaz et al, 2017). Alguns dos fitocanabindides produzidos por esta
planta s&o o A%-tetrahidrocanabinol, canabinol, canabidiol, canabigerol, canabicrémeno,
A%-tetrahidrocanabivarino e canabidivarino (Davidson et al., 2017), sendo os principais
constituintes ativos o canabinol, canabidiol e THC, representados na figura 1 (Ramlugon,
Levendal e Frost, 2018). Destes, o canabinol é um psicoativo mais fraco que o THC. O
canabinol representa um papel importante na prevengdo ou reducdo da psicoatividade
relacionada com o THC (Ramlugon, Levendal e Frost, 2018).

O A°-THC tem uma afinidade moderada para os recetores CB1 e CB; e atua como um
agonista parcial, enquanto o canabidiol tem menos afinidade para os mesmos recetores
(Le Boisselier, Alexandre e Lelong-Boulouard, 2016). Tanto o THC como o canabidiol
exercem 0s seus efeitos terapéuticos atraves dos recetores canabindides (CBR do inglés
Cannabinoids receptors). Os recetores 55 acoplado a proteina G (GRP55), canais de iGes
ligados ao ligando 5-hidroxitriptamina-3A, recetor ionotropico de potencial transitério
Al (TRPAL) e o recetor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV-1) também podem
estar envolvidos nos efeitos terapéuticos. No entanto, ainda ndo é realmente conhecida a

acdo destes dltimos recetores. O CBD mostrou ser responsavel pelo blogueio dos
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recetores CB, pela ativacdo de véarios canais cationicos TRP e pela ativacdo do recetor 5-
HT:a (Bow e Rimoldi, 2016).

Canabidiol

0 CHy,y

Figura 1. Estruturas quimicas do A°-tetrahidrocanabinol (THC), do canabidiol e do canabinol
(adaptado de Bow e Rimoldi, 2016; Mechoulam e Hanus, 2000).

3.2. O sistema endocanabinodide

O sistema endocanabindide estd envolvido em varios processos biologicos, como por
exemplo o balango de energia, motilidade intestinal e respostas imunitarias (Basu et al,
2014), bem como a memoria, a sensacao de dor, 0 apetite, a homeostasia, entre outros (Le
Boisselier et al., 2016). Foram identificados dois tipos de recetores de canabindides: o
CB4, que foi clonado em 1990, e 0 CB, clonado em 1993, ambos da familia dos recetores
acoplados a proteina G (Pertwee, 2006). O CB: € encontrado essencialmente nos
terminais dos neurdnios centrais mas também pode ser encontrado em alguns tecidos

periféricos, como por exemplo tecidos gastrointestinas. Estd presente também em
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algumas células ndo neuronais como as células imunitarias. Ja os recetores CB; estdo
localizados principalmente no sistema imunitério, tendo como principal fungdo modular
a libertacdo das citoquinas. No cérebro, sdo expressos na microglia, vasos sanguineos e

alguns neurdnios (Pertwee, 2006).

O sistema endocanabindide & também constituido por enzimas responséveis pela
degradacdo dos endocanabindides, como, por exemplo, a lipase monoglicérida e a
hidrolase de amidas de acidos gordos (Basu et al, 2014), e transportadores que regulam

os niveis de endocanabindides (Le Boisselier et al., 2016).

Os primeiros recetores marcados pelo THC foram os recetores acoplados a proteina G
(CB1e CB»). A ativacdo destes recetores bloqueia a ativagdo da adenilciclase, impedindo

a sinalizacao através do AMP ciclico.

O recetor CB: foi o primeiro a estar envolvido na sinalizagdo neuronal retrograda: esta
localizado na pré-sinapse (Figura 3). A sua ativacao pode fazer com que haja uma reducao
na libertacdo de neurotransmissores (NT). Tipicamente, a sinalizacdo através de sinapses
pelos NT resulta na sintese de endocanabindides (canabindides enddgenos), com a sua
consequente libertacdo na fenda sinaptica, levando a uma sinalizacdo retrograda para

terminar a libertacdo do neurotransmissor (Starowicz e Finn, 2017).

Os compostos que ativam 0s recetores CB: e CB2 com poténcia semelhante e que séo
usados como agonistas destes recetores fazem parte de quatro grupos: canabindides
classicos, canabindides ndo classicos, aminoalquilinddis e eicosanoides, como

demonstrado na figura 2 e tabela 1 (Pertwee, 2006).

Os recetores canabindides atuam sobre os recetores CB1 e CBy, sendo agonistas totais
destes recetores. O JWH-018, um canabinoide sintético, apresenta quatro vezes mais
afinidade para o recetor CB1 do que o THC, e dez vezes mais para o recetor CB>, sendo

0s canabinoides sintéticos mais potentes que a marijuana (Minns, 2013).
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Cléassicos: Os compostos que fazem parte deste
grupo sdo derivados dos dibenzopiranos, naturais
como o A%-THC, ou analogos sintéticos, como o AS8-
THC e 11-hidroxi- A8-THC-dimetilheptil (HU-210).

?H o N&o classicos: Em estrutura, estes compostos s&o

EJ\[L\\\L semelhantes aos canabinoides classicos, consistindo

(7 X 77 emanalogos biciclicos e triciclicos do A>-THC onde
> falta um anel pirano. O mais usual é o CP-55,940.

I
- afl*»h‘/La/J Aminoalquilinddis: O composto mais conhecido
o —~_-°
C N,\J neste grupo é WIN 55,212-2.
[
|
0
: YW
-"_\"'v/_\\z'/.\v/ "N A“'-v-"OH . 7= - - o
0/ i Eicosanoides: Os compostos mais investigados neste
N NN . . .
7/ W grupo sdo os endocanabindides anadamida e 2-AG.
[

Figura 2. Classificacdo de agonistas dos recetores canabinoides (adaptado de Pertwee, 2006).
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Recetores Agonistas Antagonistas
CB1e CB2 A9-THC -
HU-210
CP-55
CP-950
WIN-55
WIN-212,2
Seletivo para CB; - Rimonabant
Surinabant
Ibipinabant
Seletivo para CB> HU-308 SR-144528
JWH-133 AM-680
JWH-015

Tabela 1. Agonistas e antagonistas dos recetores canabindides (adaptado de Niaz et al., 2017).

Os canabindides sintéticos atuam nos recetores canabindides CB1 e CB2 como agonistas,
exibindo os seus efeitos terapéuticos no tratamento das nauseas provocadas pela
quimioterapia e pela anorexia proveniente do virus da SIDA, em desordens neuroldgicas,
no glaucoma e até como analgésico (Goya e Jagerovic, 2000). O recetor CB; esta
predominantemente expresso na fenda pré-sinaptica, modulando a libertacdo de NT como
0 GABA, dopamina, noradrenalina, glutamato e serotonina. A forma como os CS afetam
a libertacdo destes neurotransmissores ndo se encontra totalmente esclarecida (Korenis et
al., 2016). Os canabindides sintéticos inibem o excesso de neurotransmissores na jungdo
dos neur6nios pré-sinapticos e pos-sinapticos (que mimetizam os efeitos dos
endocanabinoides) (Niaz et al., 2017).

Os neurotransmissores dos neurdnios pré-sinapticos ativam os recetores pds-sinapticos,
levando a libertacdo dos canabinoides enddgenos. O ligando CB: liga-se ao seu recetor
CB4, 0 que estimula a proteina G, levando a inibicdo da libertagdo de NT. Os canabinoides
sintéticos atuam ativando diretamente o recetor CB1, mimetizando desta forma os efeitos

dos canabindides enddgenos, como ilustrado na figura 3 (Niaz et al., 2017).
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Os canabindides sintéticos ativam
diretamente os recetores CB,

,/Imbl(;aoda\
./ libertagdode
‘neurotransmissores ,
/ ‘{ Rece!torCB1 .
Neuronio pré-sinaptico ‘ ... ) lj
@@ &
\. /
o ..\ ﬁ
. ‘ Sinalizagdo dedlinada pelos
A = endocanabindides
Neuronio pés—sinéptico( Recetordo ; )

|

«‘/ \
/ \
/ Reducdoda sinalizagdo neuronal pelos

canabindides endogenos e e)«')gen(gs\

neurotransmissor (

Figura 3. Mecanismo de agdo dos canabindides nos terminais pré e pos-sinapticos. 1) Os
neurotransmissores do neurénio pré-sinaptico ativam o neurdnio pds-sinaptico; 2) o neurdnio pos-
sinaptico ao ser estimulado liberta endocanabindides; 3) o ligando CB: endégeno dissemina-se e
liga-se ao recetor CB; na fenda pré-sinaptica; 4) o recetor CB; estimula a proteina G, levando a
inibicdo da libertacdo dos neurotransmissores; 5) os canabinoides sintéticos ativam diretamente

os recetores CB1, mimetizando os efeitos dos endocanabindides (adaptado de Niaz et al., 2017).

Portanto, para além de atuarem como um agonista total dos recetores CB1, 0s CS atuam
também no recetor CB>, e nos neurotransmissores como a dopamina, glutamato, GABA,

serotonina, e nos recetores alfa e beta adrenérgicos (Korenis et al., 2016).

Os canabindides sintéticos podem ser divididos em canabimimeéticos, sendo aqueles que
que tém atividade farmacologica analoga a da canébis (agonistas para os recetores CB1 e
CB2), em antagonistas que se ligam aos recetores canabinodides sem produzir efeitos como
0s da canabis, mas blogueando os recetores para outros compostos, e finalmente
substancias que ndo se ligam significativamente a esses recetores, ndo tendo efeitos
farmacologicos mediados por nenhum desses recetores canabindides, sendo que estas

substancias ainda ndo se encontram bem estudadas (UNODC, 2011).
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A importéncia fulcral do recetor CB; € refletida no desenvolvimento de antagonistas com
alta afinidade para este recetor, usados na terapéutica da diabetes e obesidade, por
exemplo, como € o caso do Rimonabant, antagonista seletivo para o recetor CB1 (Brown,
2007). No entanto, este canabinoide sintético foi retirado do mercado devido aos seus

efeitos adversos (Niaz et al, 2017).
3.3. Canabinoides enddgenos

Os endocanabindides, como a anandamida e o 2-AG representados na figura 4, sédo
substancias naturais e enddgenas encontradas em varios tecidos mamarios e células como
macrofagos, células do neuroblastoma, entre outras (Sugiura, 2008) e as suas atividades
sédo mediadas pelos recetores CB1 e CB; (Basu et al, 2014).

0
T _ ,ﬁvﬂx HﬁVGH Anandamida

Figura 4. Estruturas quimicas da anandamida e do 2-araquidonilglicerol (2-GA) (adaptado de
Gao e Wang, 2018; Deng e van der Stelt, 2017)

O primeiro endocanabindide identificado foi a anandamida, que apresenta uma afinidade
média para os recetores CBi. Esta molécula foi encontrada em todos os locais do
organismo onde existem esses recetores, mas também em alguns locais onde existem 0s
recetores CB., mostrando que a anandamida tambem tem atividade a nivel periférico. Foi
também descoberto outro canabindide enddgeno, o 2-AG, que tem um papel importante

a nivel cerebral (Teixeira, 2015). S&o ainda conhecidos outros compostos
11
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endocanabindides, como o 2-araquidonilgliceroléter, a etanolamina O-araquidonoil e a
dopamina N-araquidonoil (NADA).

Estes tém estrutura diferente dos fitocanabindides, mas as estruturas 3D demonstram que
tém habilidade para interagir do mesmo modo com os recetores dos canabindides (Le

Boisselier, Alexandre e Lelong-Boulouard, 2016).

IV. CANABINOIDES SINTETICOS

4.1. Historia

Desde 1960 que os canabinoides sintéticos comecaram a ser sintetizados com o objetivo
de investigar os seus potenciais efeitos terapéuticos (Mills, Yepes e Nugent, 2015). Os
dados apontam para que o0s canabinoides sintéticos ja sejam vendidos desde 2000 atraves
da Internet. No entanto, apenas em 2008 foi detetado um destes compostos canabinoides
em misturas para fumar (OEDT, 2017). Desde 2008 até 2015, foram identificados cerca
de 180 canabindides sintéticos (Fattore, 2018), sendo hoje conhecidos cerca de 200
canabindides sintéticos com diferentes estruturas em todo o mundo. Em 2016, o
canabindide sintético MDMB-CHMICA foi o primeiro CS a ser avaliado pelo OEDT,
tendo até entdo sido verificadas cerca de 30 mortes por consumo do mesmo (OEDT,
2017).

Os canabindides sintéticos sdo vendidos como misturas de ervas para fumar, sob uma
variedade de designagdes como “K>”, “Spice”, “Fake Marijuana”, entre outras, contendo
analogos quimicos do THC (Figura 5) (Pourmand et al., 2017). Como possuem cerca de
3 gramas de plantas, como a Leonotis leonuros e Pedicularis densiflora, isso leva os
consumidores a acreditar que s&o drogas naturais (Mills, Yepes e Nugent, 2015). Os
“Spice” sdo entdo misturas herbéaceas para fumar, pulverizadas com canabinoides
sintéticos, de forma a mimetizar o ingrediente psicoativo da canabis (Pintori, Loi e Mereu,
2017).

12
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Figura 5. Pacotes contendo canabindides sintéticos comercializados sob diversas designagdes
(Newsweek, 2017).

Estas drogas podem ser facilmente compradas em websites na Internet ou em lojas
especializadas designadas de smartshops. O primeiro canabindide sintético a ser
identificado foi 0 JWH-018, que possui este nome devido a descoberta da molécula WIN
55,212-2, um aminoalquilindol, que se liga aos recetores CB1 e CB2 com maior afinidade
do que o THC (Pintori, Loi e Mereu, 2017). Esta molécula revolucionaria levou John W.
Huffman, que trabalhava na Universidade de Clemson, a concluir que uma simples cadeia
alquilo poderia substituir o grupo aminoalquilo. Esta descoberta levou ao surgimento de
varios andlogos com o nome de JWH, caracterizados pela sua afinidade aos recetores
canabindides (Brock, 2012).

Alguns dos canabinoides sintéticos detetados no “Spice” pertencem, entéo, a série “JWH”
(Davidson et al, 2017). Existem outros CS cujo nome comeca por AM, em homenagem
ao cientista que os sintetizou, Alexandros Makriyannis, ou por HU, aqueles que séo
provenientes da Universidade Hebraica, ou ainda por CP, por terem sido sintetizados por
Carl Pfizer (Karila et al, 2017).

13
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4.2. Formas de consumo

Os canabindides sintéticos sdo consumidos habitualmente por via inalatoria, ou seja,
fumando charros ou fumando as misturas herbaceas através de bongos de agua (UNODC,
2011).

Ao contrario do THC, os canabinéides sintéticos estdo presentes nas suas formas
psicoativas estaveis que sdo vaporizadas sem se decomporem (UNODC, 2011).

Também existem relatos de consumo de canabindides sintéticos por via oral, através de
pastilhas. Ja a preparacao de infusbes ndo é muito comum devido a baixa solubilidade

destes compostos (lipofilicos) em dgua (UNODC, 2011).

4.3. Prevaléncia

Na Europa em geral, o consumo de canabindides sintéticos € relativamente baixo. Ja nos
Estados Unidos da Ameérica, a prevaléncia € maior (OEDT, 2017). Ainda assim, em 2014,
nos EUA, os dados apontam para uma diminuicdo do consumo de canabindides sintéticos.
Nesse ano, 0 consumo entre estudantes de 17/18 anos foi de 5,8%, comparativamente aos
valores de 2013, que eram de 7,9%, e de 2012, de 11,3%. Na Europa, nomeadamente em
estudos realizados no Reino Unido, os valores encontrados foram de 0,2% em 2010/2011
e 0,1% em 2011/2012. Em Espanha e Franca, os valores de consumo dos canabinoides
sintéticos situam-se entre 1% e 1,7%, o que revela uma grande diferenca relativamente
aos EUA (OEDT, 2017).

Os canabindides sintéticos sdo normalmente consumidos por homens mais jovens, com
idades inferiores a 35 anos. Além disso, os consumidores destas drogas sdo sobretudo
jovens que frequentam a vida noturna e/ou utilizadores da Internet, onde estes

canabinoides podem ser facilmente adquiridos (OEDT, 2017).
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4.4. Estrutura quimica

Os canabindides sintéticos tém estruturas quimicas diferentes entre si e relativamente ao
THC (OEDT, 2017).

A estrutura da maioria dos canabindides sintéticos pode ser dividida em: cauda, nucleo,
ligagdo e grupo ligado ou anel (OEDT, 2017), como apresentado na Figura 6. O nucleo
principal encontra-se normalmente ligado ao grupo ligado por uma ponte (Boisselier et
al., 2016).

Nucleo Anel

principal ou

Ligacao

\/\/ Cauda

Figura 6. Estrutura geral dos canabindides sintéticos (OEDT, 2017), sendo R1 a cauda ligada ao

nlcleo (Le Boisselier et al., 2016).

No nome quimico dado aos canabinoides sintéticos, 0s substituintes da cauda aparecem
a frente do nome, de seguida os substituintes do grupo ligado, antes do grupo ligado. No

fim da denominacéo séo colocados os substituintes do nacleo (OEDT, 2017).

Alguns canabindides sintéticos recebem o0 nome consoante a sua estrutura quimica. Por
exemplo, o composto dado pelo nome de APICA, tem a seguinte estrutura: N-(1-
Adamantil)-1-Pentil-1H-1ndazole-3-CarboxAmida). No fundo, isto permite identificar a
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estrutura quimica do canabinGide sem que Seja necessario expor 0 nome quimico
completo (OEDT, 2017).

Torna-se mais facil utilizar este tipo de nomenclatura, ficando os canabindides sintéticos
com uma abreviatura inica. Assim sendo, sempre que aparecer, por exemplo, o “A”, sabe-

se que se refere a uma substidncia amina no grupo ligado, e “CA” a uma substancia

carboxamida (OEDT, 2017).

Foram caracterizadas trés geracGes de canabinoides sintéticos. A primeira geracao de
canabinoides sintéticos inclui os derivados JWH-018, CP-47,497 e HU-210 (Figura 7)
(Pintori, Loi e Mereu, 2017).

JWH.-D18 CP-47,497 HU-210
'? E"' OH

a? ors.
2GR AL
‘\__ § j ] "'“" e %L-U/]‘l\-v’f‘i“- P N

Figura 7. Estrutura quimica de alguns canabindides sintéticos pertencentes a primeira geragdo de

canabinoides sintéticos (adaptado de Pintori, Loi e Mereu, 2017).

A segunda geracdo de canabinoéides sintéticos inclui os derivados alquilicos, N-
metilpiperidinas e benzoilinddis (Figura 8) (Pintori, Loi e Mereu, 2017).
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AM-2201

AM-2233

Figura 8. Estrutura quimica de alguns canabindides sintéticos pertencentes a segunda geragdo de
canabinoides sintéticos (adaptado de Pintori, Loi e Mereu, 2017).

A terceira geracdo de canabinoides sintéticos (Figura 9) inclui os derivados onde o anel
inddlico é substituido por um grupo indazol ou benzimidazol, ou moléculas onde o grupo
carbonilo é substituido por um grupo carboxilico ou carboxiamida, ou quinolonas com

uma estrutura secundaria ciclica e grupos nitrogénicos (Pintori, Loi e Mereu, 2017).

No entanto, estes canabindides sintéticos podem ser conhecidos por varios nomes
comerciais. O composto JWH-018 foi denominado de “K2”, “Spike”, “Space” e “K3”, e
0 CP-47,497 de “Earthquake”, “Ocean Blue” e “Woodstock”. Por sua vez, 0 composto
AM-2201 ficou conhecido como “Bonzai Summer” e o 5F-PB-22 como “Atomic Bomb”,
“Black Mamba”, “Haze”, “Juicy leaf” ou “Spike 99” (Davidson et al, 2017).

Os canabindides sintéticos sdo atualmente divididos em classes como demonstrado na
tabela 2 (Davidson et al, 2017). No entanto, como existem muitos substituintes, vao
surgindo continuamente novas classes, estando, portanto, constantemente em mudanca o

namero de classes existentes de canabinoides sintéticos (Davidson et al, 2017).
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Figura 9. Estrutura quimica de alguns canabindides sintéticos pertencentes a terceira geracao de

canabindides sintéticos (adaptado de Pintori, Loi e Mereu, 2017).

Classes de  canabindides Exemplos

sintéticos

Naftolindois, Naftilmetilindois, | JWH-007; JWH-018; JWH-073; JWH-200; JWH-
Naftolpirrois e | 398; AM-1221; AM-2201; AM-694; WIN-55,212-2
Naftilmetilindenos

Fenilacetilinddis J2H-250; RCS 8

Ciclohexilfenois CP-47-947; CP-55-940

Tetrametilciclopropilinddis UR-144; XLR-11

Adamantolindéis 5F-AKB-48; STS-135

Indazol carboxamidas AB-PINACA; AB-FUBINACA

Quinolinil éster PB-22

Tabela 2. Classes de canabindides sintéticos e exemplos das mesmas (adaptado de Davidson et
al, 2017).
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4.5. Toxicocinética

O conhecimento farmacolégico dos canabindides sintéticos é ainda limitado, mas os
dados toxicoldgicos obtidos até ao momento servem como aviso de que desfechos muito
graves podem ocorrer devido ao consumo de canabindides sintéticos e que possivelmente
existe uma concentracdo sérica letal para os canabindides sintéticos (Freund e Banning,
2017).

4.5.1. Absorcao

Quando a droga é fumada, o inicio da acdo ocorre em minutos, como acontece na canabis.
Isto deve-se ao facto da droga ser absorvida rapidamente nos pulmdes e distribuida para
outros 6rgaos, como o cérebro, em minutos. Ha um certo atraso na absor¢do quando a

droga € consumida por via oral devido a ingestdo de alimentos (UNODC, 2011).

A biodisponibilidade destas drogas depende do modo de administracdo. Na administracéo
oral dos CS vai haver sempre perda da droga devido ao efeito de primeira passagem
hepéatica (UNODC, 2011).

4.5.2. Distribuicdo

Tal como os fitocanabinoides, os CS sdo altamente lipofilicos e atravessam facilmente a
barreira hematoencefalica (Fattore, 2018). Deste modo, é normal que os CS tenham alto

volume de distribuicdo (Sobolevsky, Prasolov e Rodchenkov, 2010).

Sendo altamente lipofilicos, quando consumidos de forma crénica pode ocorrer
acumulacdo das substancias e/ou dos seus metabolitos no tecido adiposo e noutras partes

do corpo que contenham algum teor de gordura (UNODC, 2011).
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4.5.3. Metabolismo

Existem poucos estudos realizados até entdo acerca da biotransformacdo dos
canabindides sintéticos (Castaneto et al., 2015). No entanto, ja foram realizados estudos
in vitro e in vivo para a caracterizacdo do perfil metabdlico de algumas destas drogas (De
Brabanter et al., 2013). A sequéncia de formacgdo dos metabolitos dos CS é normalmente
da seguinte forma: Os compostos sofrem oxidacdo mediada por enzimas do sistema
citocromo P450 e posterior conjugacdo com o é&cido glucurénico pelas

glucuronosiltransferases (Fantegrossi et al., 2014).

O figado é considerado o 6rgdo mais importante no metabolismo dos canabindides
sintéticos, mas o intestino, o pulmé&o, o cérebro e o rim também poderdo estar envolvidos
na biotransformacdo destas drogas. Por um lado, 0 metabolismo dos CS pode levar a
destoxificacao e excrecdo de certos compostos. No entanto, noutros casos, pode ter um
efeito contrario, levando a bioativacdo e consequentemente a ocorréncia de efeitos

adversos toxicos (Diao e Huestis, 2016).

No caso do JWH-018, sabe-se que este composto sofre uma oxidacéo através das enzimas
do citocromo P450 formando o metabolito ativo JWH-018 4-hidroxi-indol, como
apresentado na figura 10. A CYP2C9 e a CYP1A2 foram consideradas as primeiras
isoformas envolvidas na oxidagdo do JWH-018 (Fantegrossi et al., 2014).

Esse metabolito sofre posteriormente conjugacdo mediada pelas glucuronosiltransferases,

formando o respetivo conjugado glucuronideo (Tai e Fantegrossi, 2016).

Os metabolitos de fase | do JWH-018 s&o essencialmente formados por oxidac¢ao do anel
indol ou da cadeia N-alquilica de modo a formar compostos mono-hidroxilados. Esses
metabolitos sdo excretados via urinaria na forma de conjugados glucuronideos de fase Il
(Tai e Fantegrossi, 2016).
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Oxidagéo Conjugacéo

Figura 10. Metabolismo do canabindide sintético JWH-018 (adaptado de Tai e Fantegrossi,
2016).

A isoenzima CYP2C9 é expressa no intestino, pelo que é provavel que esta esteja
envolvida no metabolismo de CS que sejam administrados oralmente. Ja no caso da
isoenzima CYP1Az2, que se encontra no pulmé&o, pode ser importante no metabolismo de

CS quando estes forem fumados (Fantegrossi et al., 2014).

O numero de metabolitos detetados até hoje para este CS é indeterminado, sendo que o
composto-pai pode sofrer varias reaces, sendo estas, por exemplo, hidroxilacéo,
desidratacdo, carboxilagdo, N-desalquilacdo, hidroxilagdo ou desidratacdo da cadeia
lateral alquilo e mono-hidroxilagdo (Znaleziona et al., 2015).

Um outro canabinoide sintético do qual é conhecido o metabolismo é o JWH-200. Os
metabolitos existentes deste CS podem ser formados, entre outros mecanismos, por
hidroxilacdo e desidratacdo do composto-pai, como demonstrado na figura 11 (De
Brabanter et al., 2013).

Relativamente ao metabolismo de outros canabindides da classe JWH, como o JWH-250,
formaram-se metabolitos através de reagdes de: mono-hidroxilacédo e di-hidroxilagéo de
residuos aromaticos e alifaticos do composto pai; tri-hidroxilagdo e desidratacdo da
cadeia N-alquilica; N-desalquilagido e mono-hidroxilagdo (Grigoryev et al., 2011).
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Figura 11. Metabolismo do canabindide sintético JWH-200, sendo M3 um dos possiveis
metabolitos formados (adaptado de De Brabanter et al., 2013).

Dentro da classe dos naftolinddis, a transformacdo mais comum de ocorrer é uma
hidroxilacdo, ocorrendo também carboxilacdo e N-desalquilacdo. Em canabindides
sintéticos como o PB-22 e 0 5F-PB-22 pode ocorrer hidrolise da ligacdo éster, e outros
mecanismos que levam a formac&o de diferentes metabolitos, presentes na figura 12. O
canabinoide sintético PB-22 pode sofrer uma hidroxilacdo seguida de uma carboxilacéo
e de uma hidrélise do éster, formando o metabolito 1-pentil-1-OH-indol-3-4cido
carboxilico-N-pentandico. Do mesmo modo, o composto 5F-PB-22 ao sofrer uma
hidrélise do éster, seguida de uma desalogenacdo oxidativa e carboxilacdo, pode
converter-se no mesmo metabolito. Existem outras formas destes CS se transformarem
noutros metabolitos iguais, sendo por isso dificil identificar qual a substancia que aparece

nas analises toxicoldgicas (Castaneto et al., 2015).

A maior parte dos metabolitos de fase Il dos CS sdo glucuronideos. Para além dos
metabolitos que sofreram conjugagdo com o acido glucurénico, outros metabolitos séo
formados por outras reages: 0 RCS-4 e 0 JWH-122, e conjugados de cisteina para 0s
produtos da hidrolise dos CS anteriormente falados: PB-22 e 5F-PB-22 (Castaneto et al.,
2015).
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Figura 12. Metabolismo dos canabindides sintéticos PB-22 e 5F-PB-22, correspondendo o Pl-
COOH ao 1-pentil-1H-indol-3-4cido carboxilico (adaptado de Castaneto et al., 2015).

O metabolismo dos canabindides sintéticos torna-se bastante amplo na medida em que os
mesmos metabolitos podem derivar de mais do que um composto-pai. Por exemplo, 0 5'-
OH-JWH-018 pode ser um metabolito do JWH-018 tendo ocorrido para a formacéo deste
uma 5-hidroxilagdo, mas também pode ser um metabolito do AM-2201 por

desalogenacéo oxidativa (Diao e Huestis, 2016).

4.5.4. Excrecao

A excrecéo dos canabinoides sintéticos acontece normalmente por via urinéria, na forma

de metabolitos essencialmente glucuronideos que tém mais grupos polares que o
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composto-pai. Uma pequena quantidade pode ser excretada por vai fecal (UNODC,
2011). Por exemplo, no caso do JWH-018, metabolitos carboxilados, mono-hidroxilados,
di-hidroxilados e tri-hidroxilados sdo excretados na urina na forma de conjugados

glucuronideos (Crews, 2013).

As amostras de urina de consumidores de canabindides sintéticos contém altas
concentracbes de metabolitos glucuronideos, sendo os metabolitos hidroxilados e
carboxilados os mais prevalentes (Barnes et al., 2018) demonstrando a importancia que a
conjugacdo com o acido glucurdnico tem na excrecdo destas drogas na urina (Tai e
Fantegrossi, 2016).

No caso de compostos como o CP-47,407-C8, para além de ndo ser detetado o composto-
pai, as concentracGes dos metabolitos a nivel urinario sdo demasiado baixas, pelo que se
torna dificil detetar este composto na urina (UNODC, 2011).

4.6. Efeitos téxicos

Os canabinoides sintéticos sdo agonistas dos recetores canabindides CB1 mais potentes
do que o A>-THC, justificando os efeitos mais toxicos dos CS, e ndo contém canabidiol,
0 constituinte ativo que para além de ndo provocar efeitos psicotropicos, confere o efeito
neuroprotetor, uma vez que € conhecido por ter propriedades ansioliticas, revertendo a
ansiedade em animais e humanos (Fattore e Fratta, 2011). Para além disso, o canabidiol
reduz o metabolismo hepético do THC, reduzindo assim as alteracdes psicoticas (Lessa,

Cavalcanti e Figueiredo, 2016).

O consumo deste tipo de drogas tem efeitos adversos a varios niveis, sendo 0s mais
comuns: nauseas, vomitos, ansiedade, alucinagdes, agitacdo, taquicardia, hipertenséo,
insuficiéncia renal aguda, entre outros. Para além destes, existem ainda intoxicagdes por

canabindides sintéticos que apresentam uma série de outros sintomas, tais como:
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Efeitos cardiovasculares: Arritmias, cardiotoxicidade, enfarte do miocardio,

bradicardia (menos frequente) (Scocard et al, 2016)

Efeitos pulmonares: Pneumopatias, lesdes pulmonares ndo especificas,

infiltrados pulmonares difusos (Scocard et al, 2016), hiperventilacdo ou

apneia (Le Boisselier et al., 2016)

Efeitos digestivos: Dores abdominais (Scocard et al, 2016), disfagia, lesdes

ulcerosas (Tournebize, Gibaja e Kahn, 2016)

Efeitos hepatotdxicos: Aumento das enzimas séricas, faléncia hepatica
(Tournebize, Gibaja e Kahn, 2016)

Efeitos oftalmoldgicos: Midriase ou miose, vermelhidao (dilatacdo dos vasos

sanguineos), fotossensibilidade (Le Boisselier et al., 2016)

Efeitos nefrotoxicos: Necrose tubular aguda, nefrite intersticial aguda (efeitos

raros) (Le Boisselier et al., 2016), aumento da creatinina, rabdomidlise
(Scocard et al, 2016)

Efeitos cerebrovasculares: Vasoespasmo cerebral, hipotensao sistémica com

diminuicdo da autorregulacdo cerebral, eventos cerebrovasculares agudos,

acidente vascular cerebral (Le Boisselier et al., 2016)

Efeitos psiquiatricos: Paranoia. Os canabindides sintéticos tém um risco

elevado de complicacOes psiquiatricas (Le Boisselier et al., 2016)

Efeitos dermatoldgicos: Escurecimento da palpebra, emagrecimento e

envelhecimento do rosto, notério na zona das bochechas, envelhecimento

precoce da pele, acne, calvicie precoce (Scocard et al, 2016)
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» Efeitos neuroldgicos: Tremores, sensacao de vertigens, ataxia, fasciculagdes,

hipertonia, hiperflex&o, hiperrefletividade, hiperextensdo, midriase, nistagmo,
discurso lento, desordem de consciéncia, perturbaces na memoria, confusao,
hemorragias, acidentes vasculares, crises de epilepsia, perturbacoes cognitivas
ndo compativeis com a condugdo (Scocard et al, 2016). Os canabinoides
sintéticos induzem uma combinagdo de efeitos estimulantes e depressivos
como euforia, riso facil, percecdo aumentada de estimulos externos alternando
com sonoléncia e tonturas, uma diminuicdo da atividade psicomotora e
sedagdo. Existem ainda outros efeitos como fortes dores de cabeca (Le
Boisselier et al., 2016)

» Efeitos musculares: Mialgia, espasmos musculares, rigidez muscular
(Tournebize, Gibaja e Kahn, 2016)

» Efeitos a nivel de balanco metabdlico: Distlrbios eletroliticos, hipoglicémia,

hipertermia (Tournebize, Gibaja e Kahn, 2016)

4.7. Dependéncia

Um dos efeitos cronicos dos canabindides sintéticos é a sindrome de dependéncia, que se
desenvolve uma em cada dez pessoas que consomem CS (Alves, Spaniol e Linden, 2012).
Os canabindides sintéticos tém um potencial aditivo elevado, causando uma elevada
dependéncia psiquica e uma dependéncia fisica moderada (Funada, 2016). Normalmente,
a dependéncia ocorre com 0 uso concomitante e cronico de altas doses destes
canabindides (Funada, 2016).

O primeiro individuo a experienciar um caso de dependéncia com canabindides sintéticos
tinha 20 anos e consumiu CS durante oito meses pois sentia-se relaxado, sedado e sentia
0s mesmos efeitos que com o consumo da canabis. Depois de deixar de consumir, teve

sintomas como diaforese (transpiragdo excessiva), tremores, dor de cabeca, palpitagdes,
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insénias, taquicardia, hipertensdo, hiperventilacdo, diarreia, nauseas, vOmitos,

inquietacédo e depressdo (Spaderna, Addy e D’Souza, 2013).

Ja em 2009, num estudo de Zimmermann et al., foi descrito um caso em que houve
retirada do “Spice” e posteriormente sindrome de abstinéncia, num individuo que ao
longo do tempo foi fumando cada vez mais “Spice”, uma vez que a dose inicial ja ndo era
suficiente nem causadora dos efeitos iniciais. Quando houve retirada da droga, o
individuo sentiu-se agitado, com tremores, nauseas, vomitos, dores de cabeca e bastante
deprimido (Alves, Spaniol e Linden, 2012), sugerindo que os canabindides sintéticos

causam dependéncia fisica que leva a sindrome de abstinéncia.

4.8. Tratamento de intoxicagdes agudas

N&o existe um antidoto especifico para esta classe de drogas, nem guias de tratamento
para este género de intoxicacOes (Fattore, 2018). Desta forma, o tratamento adotado em
situacOes de intoxicacdo por canabindides sintéticos consiste normalmente em medidas
de suporte, com uma observacdo do individuo, seguido de um tratamento dos sintomas
que a vitima apresenta, sintomas que normalmente desaparecem num periodo de 24 a 48
horas (Freund e Banning, 2017). Aos pacientes que apresentam sintomas como agitacéo,
taquicardia, convulsbes, hipertensdo sdo administradas benzodiazepinas como o
lorazepam, devido ao seu efeito sedativo, e, em casos de psicose e parandia sao
administrados neurolépticos como o haloperidol e a quetiapina (Fattore, 2018). Séo
também utilizados anti-eméticos em casos de nauseas e vomitos associados ao consumo
de CS (Freund e Banning, 2017). Para sintomas que persistam, pode optar-se pela terapia
electroconvulsiva (Freund e Banning, 2017). Em teoria, os antagonistas dos recetores de
CB: podem ajudar no tratamento sintomatico de intoxicagdes, mas ndo existe até hoje

nenhuma medicagdo com atividade antagonista para o recetor CB; (Fattore, 2018).
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V. CANABINOIDES SINTETICOS EM TOXICOLOGIA FORENSE

5.1. A importancia dos canabindides sintéticos em contexto forense

O estudo dos canabinoides sintéticos assume grande importancia em Toxicologia
Forense, uma vez que existem alguns casos de morte associado ao consumo destas
substancias, sendo a area de maior risco a toxicidade comportamental que resulta em
comportamentos de delirio e traumas. Em pessoas com doencas cardiopulmonares, este é
um fator que, juntamente com o consumo de CS, contribui para a morte (Labay et al.,
2018).

Na investigacdo toxicoldgica post mortem importa apurar a presenga ou auséncia de
canabindides sintéticos através de testes toxicoldgicos (Labay et al., 2018).

Outra area onde o consumo destas drogas assume relevancia é no ambito da fiscalizacao
da conducdo rodoviaria. Individuos que conduzem sob a influéncia de canabindides
sintéticos apresentam normalmente confuséao, desorientacdo, discurso incoerente e lento,

podendo também apresentar uma resposta nula da pupila (Chase et al., 2016).

5.2. Investigacdo toxicoldgica

A investigacdo toxicoldgica post mortem tem como objetivo deliberar se as substancias
presentes no organismo, neste caso 0s canabindides sintéticos, foram a causa da morte ou se
contribuiram para esse fim. Para tal, é necessario recolher informacéo relativa ao caso,
realizar a colheita das amostras bioldgicas (e eventualmente nao bioldgicas presentes no
local), tendo sempre em consideracdo o tempo decorrido entre a morte e a recolha, e
posteriormente fazer-se a analise toxicoldgica propriamente dita e a interpretacdo dos

resultados (Cooper e Negrusz, 2013).

28



Analise toxicoldgica de canabindides sintéticos em contexto forense

5.2.1. Recolha, envio, conservagao e armazenamento da amostra

A etapa da recolha, envio e conservagdo das amostras assume grande importancia na
investigacdo toxicologica, exigindo alguns cuidados para garantir a integridade da

mesma.

Em geral, as amostras mais utilizadas para analise toxicoldgica post mortem sdo o sangue
e aurina. A amostra de cabelo é utilizada fundamentalmente para distinguir um consumo
crénico de um consumo ou exposicao ocasional ao canabindide sintético. Quando se trata
de amostras como sangue e urina, a colheita deve ser feita 0 mais rapidamente possivel
depois da descoberta do corpo, para evitar a presenca de interferéncias (Skopp, 2004). A
recolha da amostra de urina deve ser feita num prazo maximo de 120 horas depois do
consumo da droga, uma vez que a droga pode ser eliminada da urina em 4 ou 5 dias no caso
de ter um tempo de semi-vida curto. A amostra de sangue, por permitir uma janela de detecao
mais curta, deve ser colhida num prazo méximo de 48 horas (Humbert, Hoizei e Lhermittle,
2014).

Os frascos onde sdo colocadas as amostras devem ser limpos e estéreis para evitar
contaminacgdes que interfiram na posterior analise da amostra. Os frascos devem ainda
coincidir com o tamanho da amostra a recolher, uma vez que assim consegue-se diminuir
0s riscos de perdas por volatilizacdo e oxidacdo. No final da recolha, o frasco da amostra

deve ser devidamente identificado (Skopp, 2004)

No que diz respeito ao armazenamento da amostra, este vai depender da amostra em
questdo. Se a amostra for saliva, esta deve ser armazenada a 4°C durante 1 a 4 semanas
ou a -20°C durante 4 a 24 semanas (Lee et al., 2012). Se a amostra for urina deve ser

armazenada a 4°C até ser analisada (Humbert, Hoizei e Lhermittle, 2014).
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5.2.2. Redistribuicéo post mortem

Muitas drogas sdo sequestradas em certos compartimentos do corpo humano antes da
morte. No entanto, ap6s a morte, a droga concentrada nestes orgaos (reservatorios) é
redistribuida para outros locais. A este fendmeno chama-se redistribuicdo post mortem
(RPM) (Pélissier-Alicot et al., 2003). A redistribuicdo post mortem ocorre normalmente
com drogas de alta lipofilicidade, que tém um grande volume de distribui¢do, como é o

caso dos canabindides sintéticos (Holland et al., 2011).

A RPM dificulta a interpretacdo dos resultados uma vez a concentracdo do canabinoide
sintético determinada post mortem pode ndo corresponder a concentracdo deste no
momento da morte (Cooper e Negrusz, 2013; Drummer, 2004). Como os canabinoides
sintéticos sdo drogas com elevada lipofilia, este processo torna-se muito significativo
(Pamplona, 2014).

Num estudo de Zaitsu et al., foram quantificados os metabolitos do canabindide sintético
MAM-2201 no plasma, que revelou diferencas entre as concentracdes plasmaticas post
mortem cardiacas e femorais do composto-pai e dos metabolitos, 0 que sugere uma
redistribuicdo post mortem do composto e dos seus metabolitos. No caso, as
concentracdes plasmaticas cardiacas foram de 1,5 a 55 vezes mais elevadas

comparativamente as do sangue femoral (Zaitsu et al., 2015).

Compostos lipofilicos alcalinos como os canabindides sintéticos com um grande volume
de distribuicdo normalmente apresentam uma redistribuigdo post mortem (Zaitsu et al.,
2015).

5.2.3. Estabilidade quimica e metabdlica

E de extrema importancia a avaliagdo da estabilidade dos canabindides sintéticos nas
matrizes bioldgicas pelos laboratorios de Toxicologia Forense (Fort et al., 2017). A
estabilidade das drogas é normalmente influenciada por varios fatores, como as
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propriedades fisico-quimicas da droga, caracteristicas da amostra, entre outros (Peters,
2007).

Em casos post mortem, ocorre decomposicao e invasao microbiana, o que pode levar a
uma degradacdo mais rapida dos analitos, Mesmo apds a morte, as enzimas podem

continuar a metabolizar e degradar a droga (Holmgren et al., 2004).

Foram realizados estudos para avaliar a estabilidade de alguns canabindides sintéticos
que permitiram demonstrar que as amostras contendo canabindides sintéticos devem ser

refrigeradas para prevenir perdas por degradacao (Fort et al., 2017).

Num estudo de Kneisel e Auwarter, numa amostra de sangue, foi avaliada a estabilidade
do analito fazendo trés ciclos de congelacdo durante 21h e um degelo de 1h, e a -20°C
durante 14 dias. Em nenhum dos casos de notou instabilidade dos analitos (Kneisel e
Auwarter, 2012). Mesmo durante um més a -20°C, uma amostra de sangue mantém a sua
estabilidade (Ammann et al., 2012).

Num estudo recente realizado por Labay et al. foram detetados numa amostra de sangue
varios canabindides sintéticos e as respetivas concentracdes sdo apresentadas na tabela 3
(Labay et al., 2016).

Numa amostra de urina, o JWH-018 aparece normalmente em concentracdes de 0,05 a
0,10 ng/mL, ao contrario do que acontece em amostras de sangue, onde as concentracdes
sdo superiores. Ja 0 JWH-210 4-OH-pentilo tem sempre uma concentracéo inferior a 0,05
ng/mL (Franz et al., 2017).

No caso do canabindide sintetico PB-22 E 5F-PB-22, este demonstrou alguma degradacgao

devido a instabilidade das ligacdes éster na sua estrutura (Aldlgan e Torrance, 2016).
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Canabindides Concentracdo Tipo de caso Referéncia
sintéticos sanguinea
JWH-122 9,14 ng/mL Conduc&o rodoviaria Chase et al., 2018
JWH-203 0,18 ng/mL
JWH-018 0,2 ng/mL Conducao rodoviaria Chase et al., 2016
AM-2201 4,6 ng/mL
JWH-022 >0,1 ng/mL
RCS-4 12 ng/mL Conducdo rodoviéria Chase et al., 2016
JWH-081 0,73 ng/mL
JWH-122 0,35 ng/mL Conducdo rodoviaria Jaenicke et al., 2018
JWH-210 1,06 ng/ml Conducdo rodoviaria Jaenicke et al., 2018
JWH-122 0,44 ng/mL
JWH-122 1,2 ng/mL Conducao rodoviéria Jaenicke et al., 2018
JWH-018 0,76 ng/mL
JWH-250 2,94 ng/mL
JWH-122 9,53 ng/mL Conducao rodoviéria Jaenicke et al., 2018
JWH-250 0,91 ng/mL
AM-2201 17 ng/mL Fatal (post mortem) Labay et al., 2016
JWH-018 0,47ng/mL
AM-2201 0,21 ng/mL Fatal (post mortem) Labay et al., 2016
JWH-018 0,65 ng/mL
JWH-122 >0,1 ng/mL
JWH-1210 >0,1 ng/mL
A9-THC 1,1 ng/mL
Etanol 0,15 g/L

Tabela 3. Casos de canabindides sintéticos encontrados em diferentes amostras de sangue e

respetivas concentracdes (Chase et al., 2016; Jaenicke et al., 2018 e Labay et al., 2016).
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Em casos fatais, as concentracbes de alguns canabindides sintéticos no sangue sdo

geralmente:

e 0,1-199 ng/mL para 0 JWH-018 (Shanks, Dahn e Terrell, 2012)
e 0,1-68,3 ng/mL para o JWH-073 (Shanks, Dahn e Terrell, 2012)
e 12 ng/mL para o AM-2201 (Patton et al., 2013)

e 1,1-1,5ng/mL para o 5F-PB-22 (Behonick et al., 2014)

No entanto, estes valores podem nem sempre corresponder a casos leitais, uma vez que a
associagdo com outros canabinéides sintéticos ou outros fatores como o etanol podem

interferir.

5.2.4. Matrizes bioldgicas empregues na andlise de canabindides

sintéticos

A detecdo de canabindides sintéticos é desafiante, principalmente devido ao facto das
concentragfes dos mesmos no organismo humano serem baixas (Castaneto et al, 2015).
Também existem agentes naturais, como é o caso do tocoferol (vitamina E) e acidos
gordos, que sdo adicionados as misturas herbaceas com o objetivo de interferir com a

detecdo dos canabindides sintéticos nos métodos de rastreio (Dresen et al, 2011).

Uma vez que os canabindides sintéticos sdo drogas recentes, as matrizes bioldgicas
empregues sdo as habituais (sangue, urina, saliva e cabelo), havendo ainda pouco estudos

com outras amostras como a bilis, por exemplo.

5.2.4.1. Urina

A urina € uma das matrizes preferidas para analises toxicoldgicas, uma vez que as drogas
estdo mais concentradas na urina do que no plasma, o que prolonga a sua janela de detegéo
(Liu et al., 2018). No entanto, a analise desta amostra requer um conhecimento maior

acerca dos metabolitos das drogas (Clauwaert et al., 2001).
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A urina é uma boa amostra tanto para testes de drogas ante mortem como post mortem,
por ser uma matriz simples. Porém, a quantidade de droga presente na urina é influenciada
por varios fatores, como o volume urinario, o metabolismo, a clearance e o pH (Clauwaert
etal., 2001).

Em geral, os compostos-pai ndo estdo presentes na urina em quantidades detetaveis. Isto
mostra a importancia que existe na identificacdo do maior nimero possivel de metabolitos
desses compostos (Presley et al, 2016). Os metabolitos hidroxilados e carboxilados dos

canabindides sintéticos sdo 0s mais prevalentes na urina (Barnes et al., 2018).

A preparacdo deste tipo de amostra € normalmente feita por hidrélise &cida, basica ou

enzimatica, sendo esta Ultima a mais comum.

A urina como matriz bioldgica na detecao de canabindides sintéticos tem vantagens pelo
facto de ser uma amostra de facil recolha, ter uma grande janela de detecédo e haver a
possibilidade de recolha de grande volume de amostra. No entanto, nesta amostra
praticamente nédo séo detetados 0s compostos-pai, apenas 0os metabolitos formados e ndo
€ uma amostra Gtil na andlise quantitativa (Kerrigan, 2011).

5.2.4.2. Sangue

O sangue pode providenciar informacdo acerca das concentragdes da droga. Os
canabindides sintéticos sdo facilmente detetaveis no sangue, tanto 0s compostos-pai como
0s seus metabolitos (Berankova et al., 2006).

Utilizando o sangue ante mortem como amostra é possivel avaliar 0 uso recente da droga
e esta € uma amostra que ndo é facilmente adulterada. No entanto, apresenta limitacfes
devido a apertada janela de detecdo e a colheita de sangue ser mais invasiva. No caso da
amostra biologica ser o sangue post mortem, o volume de sangue periférico ja e limitado
e a amostra é suscetivel de contaminacdo. Neste caso, a qualidade da amostra vai
depender bastante do procedimento de recolha (Kerrigan, 2011).
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5.2.4.3. Saliva

Um outro tipo de amostra utilizada na detecdo de canabindides sintéticos é a saliva ou
fluido oral. Esta pode ser colhida de forma ndo invasiva através da expetoracdo, por
aspiracdo ou por vacuo. Os tempos de detecdo nesta amostra sdo comparaveis aos do

sangue, ou seja, relativamente curtos (Crouch, 2005).

A saliva é uma boa matriz para a analise de CS uma vez que indica o uso recente da droga.
E uma amostra que se encontra facilmente disponivel e é de colheita facil, e nela s&o
detetados os compostos-pai. Para além disso, é apenas necessaria uma preparacao minima
da amostra. Porém, o tempo de detecdo dos CS nesta amostra é curto e o volume da
amostra é pequeno. Além disso, podem existir interferéncias por contaminacdo oral e o

método de recolha pode influenciar o pH da amostra (Kerrigan, 2011).

5.2.4.4. Cabelo

No que diz respeito ao cabelo, esta matriz permite obter informacdo retrospetiva da
exposicdo a droga, ou seja, permite estimar o periodo em que o individuo fez uso da
substancia (histéria de consumo de drogas no passado). Isto deve-se ao facto da sua janela
de detecdo ser grande, ou seja, permite detetar as drogas por um periodo de tempo mais
longo (dependendo do comprimento do cabelo) que as restantes matrizes (Kintz et al.,
2006). Permite ainda a diferenciacdo entre consumo ocasional e uso cronico das
substancias (Kerrigan, 2011).

O método de preparacdo das amostras de cabelo consiste em remover 0s contaminantes,
seguindo-se uma extragdo com solventes. Esta preparagéo pode ser realizada lavando o
cabelo com &gua, acetona e éter petréleo. Depois disso, a amostra de cabelo é seca,

cortada em pedacos e extraida com etanol (Znaleziona et al., 2015).

O cabelo como matriz biologica na detecéo de canabindides sintéticos tem vantagens pela
facilidade de recolha desta amostra, que ndo requer condi¢Oes especiais de
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armazenamento e permite obter o historial do uso da droga no passado. Apesar de fornecer
informacdo acerca do uso cronico da droga, tem limitacGes na avaliacdo do uso recente
das mesmas. Para alem disso, podem existir interferéncias devido a contaminagéo
ambiental (Kerrigan, 2011).

5.2.5. Preparacéo da amostra

Os canabindides sintéticos podem ser detetados em matrizes nao bioldgicas, como as
misturas de ervas e pos quimicos, e em matrizes bioldgicas como a urina, sangue, cabelo,

saliva e tecidos. Cada tipo de amostra requer uma preparacdo propria.

Normalmente os compostos-pai dos canabindides sintéticos sdo detetados no cabelo, no
sangue e na saliva, enquanto na urina apenas se detetam os seus metabolitos principais
(Znaleziona et al, 2015).

5.2.5.1. Hidrélise enzimatica

Os canabindides sintéticos sdo extensivamente metabolizados e os metabolitos de fase Il
sdo quase exclusivamente glucuronideos, o que faz com que a hidrdlise seja uma etapa
obrigatoria em amostras de urina analisadas por espetrometria de massa para detetar os
metabolitos de fase | (Diao e Huestis, 2016).

Uma hidrolise mais completa requer uma hidrolise enzimatica seguida de uma hidrolise
alcalina para poder quebrar as ligagdes éter existentes nos glucuronideos canabindides
(Sempio, 2017). No entanto, esta técnica requer uma preparacdo laboriosa da amostra,
envolvendo muitos passos e uma maior limpeza da amostra por extracdo liquido-liquido
ou em fase solida. A hidrolise alcalina normalmente ¢ feita com hidroxido de sédio ou
hidroxido de potassio, sendo este tipo de hidrolise menos dispendiosa, porém apenas
quebra glucuronideos com ligacOes éster (Sempio, 2017).
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Uma incubagéo longa e altas temperaturas de incubacdo ndo melhoram a eficiéncia da
hidrélise (Sempio, 2017).

5.2.5.2. Extracdo liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido (LLE) é normalmente utilizada para a extracdo de
canabinoides sintéticos em matrizes bioldgicas devido a elevada lipofilia destas drogas
(Namera et al, 2015). Esta técnica consiste em dois solventes imisciveis, normalmente
uma solugdo aquosa e um solvente organico (Zhang et al., 2016). Esta extracdo é feita
pela adicdo de um solvente organico imiscivel na matriz (como o cloroférmio) seguida
de agitacdo que promove a passagem do analito para o solvente organico. Sdo entéo
formadas duas fases liquidas que sdo separadas (Namera et al, 2015).

Uma extracdo liquido-liquido alcalina pode ser feita com uma mistura de n-
hexano/etilacetato (90:10), sendo este o solvente mais utilizado (Znaleziona et al, 2015),
podendo também ser feita apenas com hexano ou outros solventes ou mistura de
solventes. A vantagem de uma extracdo alcalina prende-se com o facto dos canabindides
sintéticos terem caracter basico como pode ser verificado pelas suas estruturas com os
grupos amina (Fort et al., 2017), que ao alcalinizarem ficam na forma néo ionizada, que
por sua vez é solivel em solventes organicos (Mohamed, 2017). Num estudo de Kneisel
et al, foram analisadas 833 amostras de sangue onde foi detetada a presenca de 30
canabindides sintéticos. A preparacao incluiu uma extracdo liquido-liquido alcalina feita
com uma mistura de n-hexano/etilacetato numa proporc¢éo de 99:1. Ja num outro estudo,
de Ammann et al., foi realizada uma extracdo similar para amostras de sangue com 1-
clorobutano com 10% de isopropanol (Znaleziona et al., 2015) e noutro estudo, apés uma
hidrolise enzimatica, foi feita uma extracdo liquido-liquido usando como solvente
organico uma mistura de 1-clorobutano com alcool isopropilico (70:30), com vista a
identificar e quantificar por LC-MS-MS 32 metabolitos de canabindides sintéticos (Borg,
Tverdovsky e Stripp, 2016). Num estudo de Fort et al., foi analisada uma amostra de

sangue e procedeu-se a uma extragéo alcalina liquido-liquido usando como solvente uma
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mistura de n-hexano/etilacetato numa proporcdo 80:20, sendo as concentra¢Ges extraidas
de canabinoides sintéticos de 30 ug/mL.

Este tipo de extracdo é bastante utilizado em toxicologia forense para a detecdo de drogas
de abuso, sendo a maioria dos compostos mais sollveis no solvente organico do que na
agua, e, portanto, uma extracéo direta é adequada para a separacao do analito (Zhang et
al., 2016). A escolha do solvente é realizada com base na polaridade, sendo que
normalmente solventes polares extraem analitos polares mais eficientemente do que
analitos apolares. Para extrair um grande nimero de analitos, € importante que haja uma
combinacdo de solventes com varias polaridades, dai o uso de combinagédo de solventes
em alguns casos (Humbert, Hoizei e Lhermittle, 2014).

5.2.5.3. Extracdo em fase sélida

Uma extracdo em fase solida é baseada na particdo de um soluto entre a fase movel liquida
e a fase estacionaria solida (Humbert, Hoizei e Lhermittle, 2014). No caso de uma
extracao deste tipo, a amostra passa pelo material extrator por aplicacéo de pressao numa
das extremidades. Neste processo recupera-se quase todo o analito da matriz numa Gnica
extracdo. Apds a retencdo do analito pelo adsorvente da coluna e eliminacdo dos
interferentes por lavagens sucessivas, faz-se a eluicdo do composto de interesse com

pequenos volumes de um solvente adequado.

Este tipo de extracdo € normalmente mais dispendiosa que a LLE. No entanto, tem
algumas vantagens como o baixo consumo de solvente e a maior eficicia na eliminagédo
de interferentes. E usada normalmente para fluidos biolégicos de modo a purificar e
concentrar os analitos na amostra e conseguir melhores resultados na analise por

espetrometria de massa (Znaleziona et al, 2015).

Num estudo de Presley et al., varios canabindides sintéticos e os seus metabolitos foram

extraidos usando uma extracdo em fase solida: o CP 47,497 foi detetado na saliva por LC-
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MS/MS, o JWH-018 detetado no sangue por HPLC-MS/MS, assim como um metabolito
do CS PB-22 foi detetado na urina (Presley et al., 2016).

5.2.5.4. Extracéo liquido-liquido assistida por salting-out

A extracdo liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) é um tipo de extracéo
liquido-liquido envolvendo &gua e solventes organicos misciveis com agua, em que a
separacdo das fases € induzida pelo efeito de salting-out. O solvente normalmente
utilizado é o acetonitrilo (Ramos, Valente e Rodrigues, 2014). O processo de salting-out
consiste na adicao de um eletrolito (como por exemplo o cloreto de sddio) a uma solugéo
aquosa de forma a modificar o coeficiente de distribui¢cdo de um dado soluto entre duas
fases podendo alterar as forcas de solvatacdo entre os solutos e a agua. Esta metodologia
apresenta um conjunto de vantagens importantes, entre as quais se destacam a
simplicidade, baixo custo, baixa utilizacdo de solventes e a possibilidade de ser aplicada
a outros analitos de diferentes polaridades, relativamente as aplicagdes possiveis atraves

da extracdo liquido-liquido cléassica (Ramos, Valente e Rodrigues, 2014).

Esta técnica mostrou ser capaz de extrair uma variedade de compostos das matrizes
bioldgicas, incluindo compostos polares que sdo dificeis de extrair por LLE ou SLE. A
técnica SALLE usa menos solventes que as restantes mencionadas, e ndo existe
necessidade de uma agitacdo vigorosa de forma a promover a recuperacdo do solvente
organico porque este é miscivel com a &gua. Esta técnica é também menos laboriosa e

mais econdmica, quando comparada com a extracdo em fase solida (Tang e Weng, 2013).

5.2.6. Métodos de andlise

Atualmente, torna-se crucial desenvolver meétodos analiticos para se proceder a uma
identificacdo qualitativa e a uma quantificagcdo dos canabinoides sintéticos no sangue e
relacionar com o0s seus metabolitos na urina. Como 0s canabinoides sintéticos estdo
constantemente a sofrer conversao metabdlica, tanto a amostra de sangue como de urina

tém um papel muito importante na analise forense de CS. A analise da amostra de sangue
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aumenta a probabilidade de identificar os compostos-pai ingeridos. Para a anélise dos
canabinoides sintéticos, em primeiro lugar usam-se métodos de rastreio seguidos de

métodos de confirmacéo (Knittel et al., 2016).

5.2.6.1. Métodos de rastreio

Os imunoensaios sdo normalmente os primeiros testes aplicados na detecdo de
canabinoides sintéticos que tenham estruturas quimicas semelhantes entre si. S&o testes
qualitativos ou semi-quantitativos, que detetam a presenca ou auséncia de substancias
(Liu et al., 2018).

Os imunoensaios mais vulgarmente utilizados na detecdo de canabindides sintéticos séo

a ELISA e 0 HEIA. S&o testes rapidos, sensiveis e de custo reduzido (Liu et al., 2018).

Como ja referido, as estruturas dos varios canabindides sintéticos sdo muito heterogéneas
e estdo constantemente a evoluir, pelo que se torna dificil fazer a detecéo dos canabindides
sintéticos recorrendo aos imunoensaios enzimaticos. A excecdo daqueles que s&o
analogos do THC, como o HU-210, as estruturas podem néo se assemelhar a do THC e,
por esse motivo, poderdo ndo desencadear um resultado positivo em imunoensaios para

detecdo de canabindides em urina (Schneir, Cullen e Ly, 2011).

Os imunoensaios usam 0s anticorpos desenvolvidos para que estes reajam com 0S
epitopos nos compostos marcados, para detetar as drogas e 0s seus metabolitos (Liu et
al., 2018). A técnica HEIA tem por base o principio da competitividade do anticorpo e as
interacdes droga-enzimas. O anticorpo policlonal e o conjugado droga-enzima estéo nas
solucBes e ndo precisam de etapas de lavagem ou longos periodos de incubagdo como
acontece nos ensaios ELISA. Portanto, esta técnica tem como vantagem o facto de nédo
necessitar de grande preparacdo da amostra e de ter alto rendimento (Barnes et al., 2018).

40



Analise toxicoldgica de canabindides sintéticos em contexto forense

A maior parte dos imunoensaios para rastreio de canabindides sintéticos s&o
desenvolvidos marcando os metabolitos hidroxilados ou é&cidos carboxilicos dos
compostos-pai (Presley et al, 2016).

Em algumas técnicas, 0 que acontece € que 0s anticorpos podem né&o ter reatividade
cruzada suficiente para os metabolitos da nova geracdo de canabindides sintéticos. E
assim ndo se ligam com grande afinidade aos metabolitos da nova geracéo, e estes néo
sdo detetados (Franz et al., 2017). Isto &, os canabindides, bem como os seus metabolitos,
podem reagir com os anticorpos, aumentando a eficacia do método em detetar a droga
(Barnes et al., 2018).

Os testes de reatividade cruzada podem nem sempre funcionar, porque existem variagoes
interindividuais e especificas das substancias, pelo que a reatividade cruzada nao é
garantida e apenas um pequeno numero de metabolitos estdo disponiveis puros (Franz et
al, 2017). Existem também interferéncias que fazem com que estes testes falhem, como é
0 caso das drogas de abuso comuns, a coadministracdo de outras drogas, e até compostos

com estrutura semelhante.

Os imunoensaios sdao amplamente utilizados pois apresentam vantagens como um tempo
de resposta curto e possibilidade de detetar varias drogas da mesma classe. No entanto,
para estes ensaios € sempre necessario realizar um teste de confirmacdo para a
confirmacéo definitiva da presenca da droga ou dos seus metabolitos, o que usualmente
se faz por técnicas cromatograficas acopladas a espetrometria de massa (Liu et al., 2018;
Barnes et al., 2018), que sdo apresentadas em seguida. Isto porque 0s imunoensaios
apresentam sensibilidade e especificidade limitadas, o que pode levar a que hajam
resultados falsos positivos ou falsos negativos. Por esta razdo, sd@o considerados
presuntivos os resultados positivos nos testes de reatividade cruzada de anticorpos (Liu
etal., 2018).
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5.2.6.2. Métodos de confirmacao

5.2.6.2.1. Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria

de massa

A cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) era inicialmente
usada como o melhor método padrdo para os testes toxicoldgicos. A separagdo
cromatografica de fase gasosa acontece num forno aquecido, e, portanto, os analitos
devem ser pequenos e ndo devem ser polares, para que detenham a sua termoestabilidade
e volatilidade (Liu et al., 2018). Compostos termolabeis podem-se decompor, e
compostos com um grupo polar (como um grupo amino ou hidroxilo) podem causar uma
interacdo entre o composto e a fase estacionaria, o que leva a uma fraca detecéo do analito
(Aldlgan e Torrance, 2016).

A GC-MS reflete as estruturas dos canabinoides sintéticos. As amostras, no estado
gasoso, provenientes do cromatografo gasoso sdo bombardeadas por eletrdes e sdo
fragmentadas dando origem a ides positivos, negativos e radicais, e a partir da diferenca
de m/z dos iGes gerados, estes sdo separados. Ou seja, estudam-se as vias de fragmentagéo
dos diferentes grupos de canabindides sintéticos, e posteriormente a identificacdo destes
é feita comparando os espetros obtidos com as bases de dados ja existentes (Namera et
al, 2015).

Um fator limitante da analise por CG é que alguns canabindides sintéticos podem sofrer

degradacéo térmica (Namera et al, 2015).

Num estudo de Leal, foram analisados 33 produtos por GC-MS, entre os quais 23
continham canabinoides sintéticos. As amostras foram dissolvidas em metanol e como
gas de arraste foi utilizado o hélio. A temperatura estava inicialmente a 240°C (durante 1
minuto), aumentando cerca de 6°C por minuto até atingir os 330°C, mantendo-se esta

temperatura durante 4 minutos. Por GC-MS foi possivel detetar que nestas substancias
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estavam presentes 10 canabindides sintéticos diferentes, e outros interferentes como a

vitamina E e a cafeina (Leal, 2015).

5.2.6.2.2. Cromatografia liquida acoplada a espetrometria

de massa

Do mesmo modo que a anterior, na LC-MS/MS também se estuda a fragmentacdo dos
canabinoides sintéticos, tendo a vantagem de eliminar o requisito da volatilidade, o que

vai simplificar a preparacdo da amostra.

A LC-MS-MS esta equipada com dois detetores de quadrupolo, onde o primeiro gera ides
precursores (ou ides-pai) que entram no segundo detetor, onde vai ocorrer a fragmentacgéo

e os i0es sdo produzidos (Liu et al., 2018).

Os i6es moleculares protonados sdo apenas observados por LC-MS, mas a GC-MS obtém
mais informacao. Por isso se recorre & técnica LC-MS/MS, para que possa ser obtida mais
informacao que reflita a estrutura quimica das substancias. Com a LC-MS/MS é possivel
a detecdo de CS. Este método resolve a reatividade cruzada desde que os metabolitos dos
canabindides sintéticos presentes na urina tenham atividade suficiente nos recetores

canabindides (Franz et al, 2017).

A LC-MS/MS é também uma metodologia Gtil para detetar os metabolitos dos CS na

urina (Znaleziona et al, 2015).

Muitas amostras sao analisadas por cromatografia liquida devido a sua alta sensibilidade.
A cromatografia liquida é normalmente associada a espetrometria de massa, sendo
utilizadas técnicas como por exemplo a ionizacao por eletrospray (ESI) (Znaleziona et al,
2015).
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A LC-MS-MS tem uma maior especificidade analitica do que a GC-MS. Tendo isto em
conta, bem como uma preparacgdo mais simples da amostra, esta tem sido usado no lugar
da GC-MS (Liu et al., 2018).

5.2.6.2.3. Cromatografia liquida acoplada a espetrometria

de massa de alta resolucédo

A cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa de alta resolucdo (LC-HRMS)
foi aplicada ao estudo dos compostos-pai, bem como dos metabolitos dos canabindides
sintéticos (Namera et al, 2015). Permite diferenciar compostos com a mesma massa
molecular nominal ou parecida, mas diferente composicéo elementar (Znaleziona et al,

2015), diferenciando entre a massa exata e a massa nominal de cada isétopo.

A LC-HRMS permitiu ultrapassar a limitagdo da LC-MS/MS no que concerne a detecao
de canabinoides sintéticos, uma vez gue esta Ultima necessita de espetros de massa para

identificacdo dos compostos (Pon e Fenyvesi, 2018).

5.3. Estudo de casos forenses

Caso #1. Um rapaz de 18 anos matou a sua tia, em frente a sua mae. Quando interrogado
pela policia, o jovem ndo soube explicar porque o fez. Alegou néo ter consciéncia dos
seus atos e afirmou que quando viu a faca na cozinha imaginou-se a pegar nela e foi o
que realmente fez. Nao sabe quéo profundo feriu a tia com a faca, lembrando-se apenas
de sair do local com a faca na mao e arrepender-se de tudo. Embora tenha consumido
anteriormente canabindides sintéticos, foi a primeira vez que lhe aconteceu algo

semelhante.

O jovem apresentava uma pequena zona eritematosa na regido da glandula mamaria, pele
palida, producéo abundante de expetoracao, entre outros sintomas. O suspeito ndo estava
nada comunicativo, apresentava-se com movimentos bastante lentos, a reagir lentamente
a luz, com caminhar cambaleante e revelou dificuldade em apanhar objetos do chéo.
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Admitiu ter comprado a droga através da Internet, sendo que comprou inicialmente dois
pacotes, cada um com 10 g. As drogas chamavam-se Mr Green- No bad trip e Old School.

No entanto, continuou a comprar, chegando a consumir 12 pacotes.

Depois de estudado o caso, concluiu-se que o jovem apresentava uma personalidade
anormal e descontrolada, desordens psicoticas, vicio em substancias psicoticas, bem

como um transtorno de personalidade imatura.

A analise toxicoldgica foi realizada em sangue do suspeito colhido aproximadamente uma
hora e meia ap6s o homicidio. Foi também feito o teste do alcool no sangue, que se
revelou negativo. Foi possivel concluir através da amostra de sangue que o0 suspeito,
quando cometeu o crime, estava sob o efeito da droga AM-2201, um canabindide sintético

que o levou a ter estas atitudes inconscientes (Rojek et al, 2017).

Caso #2. Um homem de 25 anos, consumidor habitual de &lcool e drogas, foi encontrado
morto no seu apartamento. Nesse momento 0 seu rosto tinha tonalidade azulada. Foi
apurado que o individuo havia bebido muito &lcool na noite anterior, tendo este uma
concentracdo de alcool no sangue de 2,60 g/kg e uma concentracao urinaria de 3,58 g/kg.
A autopsia revelou edema cerebral, edema pulmonar, e congestdo aguda nos 6rgdos
internos, bem como hemorragias petequiais nas palpebras, face e pulmdes (Angerer et al,
2017).

Uma anélise ao sangue femoral por HPLC-MS/MS detetou a presenca do canabindide
sintético 5F-PB-22 numa concentracdo de 0,37 ng/mL. Em amostras de urina foram
detetados os seus metabolitos 5F-PB-22 3-carboxindol, PB-22 5-hidroxi-pentilo e acido

PB-22-5-pentanoico.

Segundo os estudos de Behonick et al (2014), a concentracao letal para este composto
(5F-PB-22) é de 1,1 a 1,5 ng/mL. No entanto, uma concentracdo menor pode levar a
morte, principalmente se associada ao consumo de etanol, que pode potenciar os efeitos

da droga.
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Depois da realizacdo da autdpsia médico-legal e da andlise toxicoldgica, chegou-se a
conclusdo que o efeito do canabindide sintético, concomitantemente com o efeito do
alcool, conduziu a varios efeitos adversos, sendo 0 mais grave o bloqueio das vias aéreas

superiores, que levou a morte por asfixia (Angerer et al, 2017).

Caso #3. Um homem de 28 anos com historial de consumo de alcool e drogas foi

encontrado morto. A autdpsia realizada ao seu corpo revelou edema cerebral e pulmonar.

O individuo apresentou uma concentracdo de alcool no sangue de 1,45 g/kg e uma
concentracdo urinaria de 2,57 g/kg. Analisou-se a amostra de sangue femoral por HPLC-
MS/MS, que revelou a presenca do canabindide sintético AB-CHMINACA numa
concentragdo de 4,1 ng/mL. Foi igualmente analisada a amostra de urina, tendo sido

encontrados os metabolitos do mesmo composto.

A concentracdo de canabinoide sintético neste caso € inferior a casos clinicos de
intoxicacdo reportados noutros estudos. No entanto, também neste caso ndo se exclui a

possibilidade do alcool potenciar o efeito da droga (Angerer et al, 2017).

Caso #4. Uma mulher de 42 anos foi vista com vida pela tltima vez pelas nove e meia da
manh& de um determinado dia. Nessa hora, teve vomitos e diarreia. Cerca de duas horas
depois, a mulher ja ndo respondia a qualquer estimulo. Tinha historial de alcoolismo e a
familia afirmou que a vitima consumia CS, tendo fumado “Spice” e bebido alcool na noite

anterior.

A autdpsia revelou figado gordo e doenca pulmonar obstrutiva cronica. A anélise
toxicoldgica realizada numa amostra de sangue da vitima detetou 0s seguintes
canabinoides sintéticos: AM-2201 numa concentragdo de 2,8 ng/mL e JWH-018 numa

concentragéo de 0,11 ng/mL.

Foi declarada como causa de morte uma intoxicagdo por canabindides sintéticos (Labay
et al, 2016).
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Caso #5. Um homem de 29 anos com historial de drogas de abuso foi mandado parar

durante uma operacdo stop para controlo de drogas.

No carro foram encontrados pacotes de canabindides sintéticos, com o nome comercial
de “BooM” e “OMG”. Foi feita uma analise toxicoldgica ao sangue do condutor recolhido
cerca de 50 minutos mais tarde. O médico relatou que o suspeito apresentava as pupilas

dilatadas e com uma reacdo lenta a luz, tonturas e estimulos lentos.

A andlise toxicologica revelou a presenca de JWH-120 numa concentracao de 6,2 ng/mL
e JWH-122 numa concentracdo de 1,0 ng/mL, ndo representando estas concentracdes

sinal de intoxicacdo (Musshoff et al., 2013).
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VI. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os canabindides sintéticos sdo compostos quimicos que mimetizam a acdo do A°-
tetrahidrocanabinol, tendo sido desenvolvidos para uso farmacologico e, mais
recentemente, como drogas recreativas. O consumo destas drogas constitui uma das
grandes preocupacdes quer dos governos quer das entidades internacionais responsaveis
pelo acompanhamento e regulacdo da problemética das drogas. Os seus efeitos
fisiolégicos e psicoativos sdo semelhantes aos do THC, mas com maior intensidade e
toxicidade devido ao seu mecanismo de acdo como agonista total dos recetores

canabindides CB; e CB..

Os canabindides sintéticos assumem grande importancia em Toxicologia Forense uma
vez que nos Ultimos anos foram relatados varios casos de morte associadas ao consumo
destas substancias e, nos casos ante mortem, alteracGes drasticas de comportamento.
Devido aos diversos efeitos adversos que estes compostos tém a nivel neuroldgico,
cardiovascular, psiquiatrico, cerebrovascular, renal, pulmonar, muscular, entre outros,

séo entdo objeto de estudo.

O crescente numero de canabindides sintéticos e a sua diversidade quimica torna este
grupo de substancias particularmente dificil de detetar, sendo este o grande desafio destas
drogas. Além disso, existem poucos dados relativos ao metabolismo dos canabindides
sintéticos. Mesmo com o conhecimento dos metabolitos de alguns compostos-pai,
existem metabolitos que podem corresponder a mais do que um canabinoide sintético,

pelo que se torna dificil por vezes saber de que CS se trata.

As matrizes bioldgicas mais comummente utilizadas na analise e detecdo de canabinoides
sintéticos (sangue, urina, saliva e cabelo), associadas a alta tecnologia dos métodos
cromatogréaficos, com alta sensibilidade, permitem fazer uma avaliacdo qualitativa e
quantitativa destas drogas mesmo que estas se encontrem em concentragdes consideradas

baixas. No entanto, existem fatores como a redistribuicdo post mortem da droga de uns
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tecidos para outros, alterando a concentragdo da droga, que dificultam significativamente
a interpretacdo dos resultados analiticos.

Com este trabalho foi possivel reunir informacdo cientifica sobre os canabinoides
sintéticos, esclarecendo aspetos relativos as investigacoes forenses. Desta forma, conclui-

se que:

1. Os canabindides sintéticos causam efeitos adversos graves, que ndo séo frequentes
aquando do consumo de canabis. O uso continuado destas substancias pode
originar igualmente dependéncia fisica e psiquica.

2. A urina é a matriz mais eficaz na detecdo da maioria dos canabindides sintéticos,
excetuando quando se tratam de compostos-pai.

3. O sangue € utilizado para quantificacdo aquando do uso recente de canabinoides
sintéticos, ao contrario da amostra de cabelo, que € uma matriz importante quando
se pretende avaliar 0 uso cronico da droga.

4. As técnicas analiticas mais usadas na andlise toxicoldgica de canabindides
sintéticos sdo a cromatografia liquida ou gasosa acopladas a espetrometria de
massa, sendo a LC-HRMS mais recente e eficiente.

5. Os canabinoides sintéticos ndo demonstram instabilidade quimica quando
conservados a uma temperatura de -20°C até pelo menos um més.

6. O uso de canabinoides sintéticos esta associado a morbilidade e mortalidade,
principalmente se este for consumido concomitantemente com alcool.

7. As concentracdes consideradas letais para os canabinoides sintéticos vdo sempre
ser dependentes do tipo de canabindide sintético, e da mistura destes num produto.

8. Continua a ser extremamente dificil a analise e detecdo de canabindides sintéticos,
devido a constante introducdo de novos compostos e de novas classes que ndo
constam das bases de dados dos canabindides sintéticos. Por esta razdo, torna-se
crucial a existéncia de uma monitorizacao continua dos canabindides sintéticos no

mercado e dos efeitos causados por estes.
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