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RESUMO

As plantas sdo organismos versateis, constituidos em diversos tecidos e possuem
complexas composi¢des quimicas com numerosa quantidade de moléculas, muitas
das quais sofrem mudancas durante o seu desenvolvimento, 0 que representa um
grande desafio para a area cientifica, especialmente a metabolémica. Particularmente
as plantas milenares Cannabis e Erythroxylum coca possuem uma relacdo muito
proxima com a sociedade, seja devido as suas ac¢des benéficas, com possiveis
aplicacdes em tratamentos de doencas e sintomas, como por suas acdes deletérias,
relacionadas aos seus produtos para fins ilicitos e abusivos. Ainda assim, sao
extraordinarios 0os avancos que norteiam a linha evolutiva cientifica destas plantas,
como os estudos dos seus principais constituintes que somados a evolucdo da
instrumentacdo analitica tornam-se capazes de fornecer novos insights, além de
melhorar a compreensdo da sua composi¢cdo e organizacado histolégica. Destarte,
conceitos gerais relacionados a Cannabis e Erythroxylum coca, bem como a evolucéo
da espectrometria de massas, com destaque ao imageamento quimico de superficies
intactas usando a técnica ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz, do
inglés matrix-assisted laser desorption/ionization imaging mass spectrometry — MALDI
IMS, sé@o abordados no presente estado da arte.

Palavras-chave: Cannabis, Erythroxylum coca, canabinoides, alcaloides,
composicao quimica, imaging, espectrometria de massas.



ABSTRACT

Plants are versatile organisms, made up of different tissues and have complex
chemical compositions with numerous molecules, many of which undergo changes
during their development, which represents a great challenge for the scientific
area, especially metabolomics. Particularly, the ancient plants Cannabis and
Erythroxylum coca have a very close relationship with society, either due to their
beneficial actions, with possible applications in the treatment of diseases and
symptoms, or for their deleterious actions, related to their products for illicit and
abusive purposes. Even so, the advances that guide the scientific evolutionary line
of these plants are extraordinary, such as the studies of their main constituents
that, added to the evolution of analytical instrumentation, become capable of
providing new insights, in addition to improving the understanding of their
composition and histological organization. Thus, general concepts related to
Cannabis and Erythroxylum coca, as well as the evolution of mass spectrometry,
with emphasis on chemical imaging of intact surfaces using the matrix-assisted
laser desorption/ionization imaging mass spectrometry — MALDI IMS technique,
are addressed in the present state of the art.

Keywords: Cannabis, Erythroxylum coca, cannabinoids, alkaloids, chemical
composition, imaging mass spectrometry.
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CAPITULO | - ESTADO DA ARTE

1. Cannabis: um breve resumo de uma longa e antiga historia

bY

A planta Cannabis, erva anual que pertence a familia Cannabacea, €
considerada uma das plantas mais antigas conhecida pelo homem.1? Seu histérico
milenar, norteado por evolucdes, descobertas e novas aplicacdes, teve inicio milenios
antes de Cristo (a.C.) registrados em evidéncias arqueoldgicas descobertas na Asia
Central que indicam o cultivo desta planta para uso como fibra e corda cerca de 12.000
anos a.C., além disso, artefatos de tecidos de canhamo, com datacdo ha varios
milénios, também foram descobertos na China.?

Apesar dos milhares de anos da sua utilizacéo para diversos fins, a classificacao
botanica da Cannabis tem sido objeto de debate e alteracfes desde o final do século
XVIII.4 Ainda assim, a comunidade internacional reconhece o ano de 1753 como ponto
de partida para a nomenclatura botanica moderna desta planta, quando foi realizada
a primeira publicacdo oficial com uso da denominacéo cientifica de espécies, Latin
binomials Linnaeus’s Species Plantarum, Cannabis sativa.®

Atualmente, apesar das muitas variedades de Cannabis, mais de 600
disponiveis comercialmente,® e inexisténcia de um acordo geral sobre a classificacéo
taxondmica de varios grupos dentro do género Cannabis, de acordo com United
States Departament of Agriculture (2021)” a classificacdo taxonOmica da espécie

Cannabis sativa L. atual é:

Classificacdo taxondémica:

Reino: Plantae (plantas)

Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Superdivisdo: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flores)

Classe: Magnoliopsida (dicotiledéneas)

Subclasse: Hamamelididae

Ordem: Urticales

Familia: Cannabaceae

Género: Cannabis

Espécie: Cannabis sativa L.’



Em 1974, Schultes, Klein, Plowman e Lockwood distinguiram trés espécies
dentro do género Cannabis: sativa L., indica Lam. e ruderalis.8 No entanto, atualmente
€ comumente aceito que a planta Cannabis € monotipica e as demais espécies sédo
reconhecidas como variedades de Cannabis sativa L. (figura 1).°'2 O nome
“Cannabis” significa “semelhante a cana”, enquanto o nome do género “sativa” tem o
significado de “plantada ou semeada”, que faz referéncia ao fato da planta ser

propagada a partir das sementes.®

Figura 1. Folha de Cannabis sativa L. Fonte: Propria autora.

A Cannabis é uma planta didica (flores masculinas e femininas que se
desenvolvem em plantas separadas), com sementes que germinam geralmente entre
trés a sete dias, possui cultivo anual e cresce rapidamente sob condigbes adequadas,
atingindo até cinco metros de altura de quatro a oito meses da primavera ao outono.*®

Entre os aspectos morfolégicos macroscopicos da planta, destacam-se: i) 0s
caules que sao angulares, ramificados, sulcados, lenhosos no interior e, por vezes
0COS nos entrends; ii) as raizes, que apresentam maiores ramificacbes em solos
umidos; iii) folhas com aspecto verde e palmadas, com tamanho variavel de acordo

com a origem genética, disposicéo de arranjo oposto, alternativo ou espiral, margens



serrilhadas, superficies adaxial e abaxial verdes, e com tricomas resinosos
distribuidos; iv) inflorescéncias estaminada (flor masculina) ou pistiladas (flores
femininas), encontradas nos caules folhosos de cada axila (jJungdo dos ramos com o
peciolo) da folha; e v) sementes, do tipo aquénio, que possui casca rigida, com cerca
de 2-5 mm de comprimento, de cor acastanhado e mosqueado.>4

Ja as estruturas microscopicas da superficie foliar que caracterizam a planta
Cannabis sdo os tricomas, protuberancias epidérmicas que cobrem as folhas,
bracteas e caules das plantas.41° Estes compreendem um conjunto diversificado de
estruturas e diferentes tipos, como, tricomas glandular e ndo-glandular, que podem
ser observados na mesma folha.®

Particularmente nos tricomas glandulares a resina de Cannabis é produzida e
armazenada, e a estes estdo associados as estruturas das flores da planta, capazes
também de serem encontrados nas regides inferiores das folhas e caules. No entanto,
€ a combinacado dos diferentes tricomas que possibilita a identificacdo positiva até
mesmo de material fragmentado da planta Cannabis.'#16

Esta planta pode ser cultivada em condi¢des internas e externas, este Ultimo
modo de cultivo é normalmente limitado a uma safra por ano. No cultivo ao ar livre,
conhecido como método outdoor, as sementes podem ser semeadas em vasos,
posteriormente as mudas saudaveis sdo transplantadas para o campo, onde também,
alternativamente, as sementes podem ser diretamente plantadas.®

J4 no modo interno, indoor, ha possibilidade de controlar as condicfes
ambientais, regulando assim o ciclo da planta e, portanto, gerindo a qualidade desta.
As plantas cultivadas nesta condicdo geralmente tém menor biomassa em
comparacao com as plantas cultivadas em condi¢cbes externas. Ainda assim, para
producdo de Cannabis com perfil quimico mais especifico, por exemplo para uso
farmacéutico, este método pode ser mais adequado.1®

Atualmente, a planta Cannabis esta distribuida em todo o0 mundo pois cresce em
altitudes e condicdes de solo e clima variaveis.'” Inclusive a sua composi¢édo
quimica pode variar significativamente, pois a concentracdo de muitos dos
seus componentes dependem de fatores como: tipo e idade da planta, variedade,
condi¢cdes de crescimento (nutricdo, umidade e niveis de luz), tempo de colheita,
condi¢cdes de armazenamento entre outros. Portanto, além do controle no processo

de cultivo, o estudo do conteudo quimico desta planta € de grande importancia,



considerando que as concentracdes dos seus constituintes e possiveis interacdes
entre estes podem produzir efeitos medicinais e efeitos colaterais adversos.!®

A Cannabis tem sido extensivamente estudada ao longo dos anos e é
considerada uma planta complexa e polimérfica, que produz uma ampla variedade de
metabdlitos bioativos.® Atualmente mais de 700 constituintes naturais, que se dividem
em diferentes classes/grupos, como flavonoides, terpenos, esteroides, fenantrenos,
acidos graxos, compostos nitrogenados, bifenilos, xantonas, canabinoides entre
outros, ja foram identificados nesta planta.®-?!

Particularmente os canabinoides detectados na Cannabis também s&o
nomeados como fitocanabinoides, para distinguir este grupo em particular dos demais
canabinoides como os sintéticos e os endocanabinoides (ligantes do receptor de
canabinoides quimicamente endégenos em mamiferos).'® No entanto, neste trabalho,
para nitidificar, os fitocanabinoides serdo denominados apenas como canabinoides, e
quaisquer demais variedade sera nominalmente identificada.

A classe dos canabinoides contempla os principais compostos responsaveis
pelas atividades biolégicas da planta Cannabis, e sdo, em sua maioria, compostos
terpenofendlicos, triciclicos e possuem uma fragéo benzopirano em suas estruturas.??
Além disso, grande parte dos canabinoides possuem 21 ou 22 atomos de carbono, e
possiveis variagdes no comprimento de suas cadeias laterais (C1-Cs) unidas ao anel
aromatico. Nos homologos mais comuns, quando a cadeia lateral n-pentila é
substituida por n-propila, esses analogos sao nomeados usando o sufixo "varin",
como por exemplo: tetraidrocanabivarin (THCV) e canabidivarin (CBDV).%3

E sabido também que a Cannabis possui genoma diploide composto por nove
autossomos e um par de cromossomos sexuais (XeY), e seu genoma foi
recentemente sequenciado.?*

Quanto a biossintese dos canabinoides, esta é exclusiva da planta Cannabis,??
e o0 inicio da via biossintética acontece a partir da formacao do acido olivetdlico e do
pirofosfato de geranilo, derivados das vias policetideo e fosfato de desoxililulose,
respectivamente, que formam o precursor central dos canabinoides: o acido
canabigerolico (CBGA), que possui uma estrutura quimica composta por um anel
resorcinol (benzeno-1,3-diol) (A), fragdo terpénica (B), cadeia alquilica (C) e grupo
carboxilico (D), figura 2.1318.2526
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Figura 2. Via biossintética dos canabinoides a partir das moléculas geranil pirofosfato e 4cido
olivetdlico formando o canabinoide CBGA composto por um anel resorcinol (benzeno-1,3-diol)

(A), fracdo terpénica (B), cadeia alquilica (C) e grupo carboxilico (D). Fonte: Chandra et al., 2017
— Adaptada. %

Os demais canabinoides que derivam inicialmente do CBGA apresentam
similaridade em termos de estruturas quimicas (destacado em vermelho na figura 3).
Os acidos A°-tetraidrocanabindlico (A°-THCA), canabididlico (CBDA) e
canabicroménico (CBCA), figura 3 (1, 2 e 3) diferem-se apenas pela ciclizacéo
enzimatica da fracdo terpénica. Os acidos canabinodidélico (CBNDA) e canabindlico
(CBNA) séo as formas totalmente aromatizadas resultantes da oxidagédo de CBDA e
AS-THCA, respectivamente. O acido A8-tetraidrocanabindlico (A3-THCA) é formado
quando a ligacéo dupla no nono carbono é isomerizada, a partir de A’>-THCA, na oitava
posicdo. Enquanto o acido canabicicldlico (CBLA) é formado pela criacdo de dois
anéis adicionais ao CBCA por reacao fotoquimica. O acido canabielséico (CBEA) é
formado a partir da hidroxilagdo e a ligagdo de um dos dois atomos de oxigénio
fendlicos na ligacdo dupla endociclica da unidade de monoterpeno do CBDA. Por fim,
0 &cido canabitridlico (CBTA) é a forma hidroxilada de A°-THCA com dois grupos

hidroxila adicionais em posicdes diferentes.*®
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Figura 3. Possiveis rotas e produtos de biossintese e degradacao dos principais canabinoides
acidos precursores. Fonte: Berman et al. 2018 — Adaptada. 8
Em geral, no material vegetal fresco, isto €, quando a planta ainda esta plantada,

os canabinoides sdo biossintetizados inicialmente como acidos, e a descarboxilacao
posterior ocorre devido a instabilidade do grupo carboxila sob influéncia do calor ou
da luz, que resulta na producédo de seus respectivos componentes neutros, e esse
processo pode ser iniciado devido a idade da planta, etapa de colheita ou
armazenamento entre outros.>27

Atualmente, ja foram identificados na planta mais de 100 canabinoides??2°>28 que
sao organizados em onze grupos, e desses, dez sao representados por um
canabinoide principal, a saber: 1) canabigerol (CBG), 2) canabicromeno (CBC), 3)
canabidiol (CBD), 4) A’-tetraidrocanabinol (A°-THC), 5) A8-tetraidrocanabinol (AS-
THC), 6) canabiciclol (CBL), 7) canabielsoin (CBE), 8) canabinol (CBN), 9)
canabinodiol (CBND), 10) canabitriol (CBT) e 11) “tipos diferentes”.'? As estruturas
dos canabinoides principais que representam cada grupo e uma breve referéncia

histérica sdo elencadas na tabela 1.
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Tabela 1. Onze grupos da classe canabinoides, sua estrutura quimica representativa e breve
referéncia histérica.

Grupo Estrutura Referéncia Histdrica
--~«..‘_| 1 O primeiro canabinoide isolado da Cannabis em uma forma
cBG L . pura, 1964, e seu precursor, o acido canabigerélico (CBGA)
A € o primeiro canabinoide biogénico formado na planta.?
CBC IJl Descoberto em 1966, e por consequéncia outros compostos
do tipo CBC foram sequencialmente identificados.'%23
CBD Isolado em 1940, no entanto, a sua estrutura quimica foi
LT corretamente elucidada apenas em 1963.132°
}
ASTHC | L L Foi isolado pela primeira vez em 1942, mas a correta
o atribuicdo da estrutura ocorreu apenas em 19641230
o [ Isolado em 1966 e correta estrutura quimica proposta em
A*-THC | b 1970. Este grupo contém a menor quantidade de
! canabinoides atribuidos (2 canabinoides).1?3!
CBL Foi considerado estruturalmente semelhante ao A°-THC,
porém em 1967 foi renomeado para canabiciclol.1213:31
CBE l B Relatado na literatura pela primeira vez no ano 1973, pode
ser formado a partir do CBDA e CBD.*?
CBN Elucidado estruturalmente em 1940 e é considerado produto
de degradacgéo do A%-THC.*3
CBND | T Os canabinoides desse grupo sédo derivados do CBD. A
« "‘_|]" primeira molécula dessa classe foi identificada em 1972.12
CBT l: Isolado pela primeira vez em 1966, e sua estrutura
R determinada em 1976.12:32
inos ElSohly e Slade, em 2005, propuseram esse grupo para
P - atribuir os canabinoides que nao se enquadram nos demais,
diferentes”

além dos canabinoides que apresentam a funcao orgéanica
cetona.>13

- Nao possui estrutura quimica representativa.
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Ainda assim, apesar de todos as descobertas e pesquisas relacionadas, a
diversidade estrutural dentro da classe canabinoides esta longe de ter sido
extensivamente estudada, como exemplificado pela descoberta do cannabimovone
(CBM) e o cannabioxepane (CBX), novos canabinoides tetraciclico recentemente
identificados.?’” Além disso, em muitos casos as semelhancas entre as propriedades
fisico-quimicas e de estruturas dos canabinoides representam um obstaculo para o
seu devido isolamento na forma quimica pura e investigacdo subsequente de suas
bioatividades.3?

Particularmente em relagdo ao A°-THC, que teve a sua estrutura gquimica
relatada pela primeira vez por Gaoni e Mechoulam em 1964,%° e possui nomenclatura
IUPAC atual: 6,6,9-trimetil-3-pentil-6h-dibenzo[b,d]piran-1-ol, férmula molecular
C21H3002, massa molar = 314 Da, é considerado o principal composto psicoativo da
planta,?253435 e possui teor varidvel nas regidbes da Cannabis, com ordem
decrescente a partir das suas partes superiores. Nas flores, o teor de A°-THC varia
entre 10 a 12%, nas folhas, de 1 a 2 %, e em propor¢des muito menores nas partes
inferiores; caule, de 0,1 a 0,3% e raizes, < 0,03%."

Nas sementes, a presenga do A°-THC ainda é um tema discutivel entre
pesquisadores.t®14 Elsohly e colaboradores (2007) sugerem que de acordo com a
variedade da planta, a concentragdo de A°-THC na semente pode ser inferior a
0,5ug/g.*® No entanto, em 2009, segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas sobre
Drogas e Crimes (United Nations Office on Drugs and Crime, UNODC) n&o ha A%-THC
nas sementes, e é sustentada a ideia de que quando este é detectado possivelmente
seja por contato das sementes com as bracteas e/ou flores da planta, que possuem
alto teor deste canabinoide.*

Foi a partir da descoberta dos efeitos psicoativos do canabinoide A°-THC que a
busca pela base farmacoldgica para os seus efeitos psicotropicos foi impulsionada.
Esta busca resultou em outras trés descobertas importantes: i) dois novos receptores
acoplados a proteina G, denominados como receptor canabinoide tipo 1 (CB1) e tipo
2 (CB2); ii) a percepcdo da ativacdo desses receptores por A°-THC; e iii) efeitos na
fungao cerebral associados a ativagdo do CB1 produzidos pelo A%-THC.?73°

Por um periodo ap6s a sua descoberta, acreditava-se que o receptor CB1 era

expresso principalmente no sistema nervoso central (SNC) e, assim, era considerado
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um receptor canabinoide do cérebro. No entanto, hoje € sabido que esta presente em
numerosos 6érgaos periféricos.34

Atualmente, os estudos das ac¢fes farmacologica com os canabinoides tém
avancado e vem sendo explorados como alvos farmacéuticos com possiveis
aplicacdoes no tratamento de sintomas e doencas como: dor, inflamacdo, émese
(vbmito), anorexia, esclerose multipla, distarbios neurodegenerativos, epilepsia,
cancer, distlrbios cardiovasculares entre outros.*® No entanto, o uso da Cannabis
para fins medicinais remonta a milénios.36

As circunstancias em que a Cannabis foi usada medicinalmente pela primeira
vez se perderam no tempo. No entanto, Russo (2014) elencou de forma cronolégica
(2700 a.C. a 2012) algumas possiveis direcdes terapéuticas e importantes
descobertas em épocas distintas na histéria, que sdo apresentadas objetivamente na
Tabela 2, seguidas pelos préximos dez anos (2013 a 2022), onde outros trabalhos
notorios, desenvolvidos por diferentes grupos de pesquisas e registrados na literatura,

também s&o elencados.3®

Tabela 2. Contribui¢gbes historicas (2700 a.C. a 2022) e dire¢Bes terapéuticas com uso da
Cannabis/canabinoides.*®

Ano/Periodo Aplicacdes e desenvolvimento do uso da Cannabis/canabinoides

2700 a.C. efeitos tonicos e anti-envelhecimento com uso oral de Cannabis

€.2000 a.C. Sementes de Cannabis em Margiana, parte de rituais religiosos

¢.1800a.C. | sediculicida (piolhos)

Shen Nong Ben Cao Jing observa efeitos alucinatérios, estimulagéo do apetite,

30 citagbes da Suméria Antiga e Acadiana para tristeza, epilepsia, neuralgia e

Ebers Papyrus (tratado médico mais antigo e reconhecido), Egito, indicagbes

1534 a.C. . - g Al
para uso ginecoldgico e condicdes oftalmoldgicas etc
Atharva Veda (texto do hinduismo), “bhanga”: bebida preparada com Cannabis
c.1500 a.C. " : - "
para "nos libertar da ansiedade
Na Pérsia, Avesta (escrituras sagradas do zoroastrismo), uso em rituais
€.600 a.C. . ) A
combinados para produzir aborto espontaneo
€214 a.C China, Erh-Ya (dicionario chines), descreve status di6ico, masculinos para fibras
' e e femininos para intoxicacao
O suco extraido quando verde é utilizado para dores de ouvido.
século 1 d.C Plinio, o Velho, descreveu como Gelotophyllis (“Folhas de riso”) que produz

queimaduras, entre outros

Século 11 d.C. | Galen, uso de folhas para flatos e suco de sementes para otalgia

Final do século | | . - o o
Livro medico egipcio de Fayyum, indica¢gGes para tumores

I1d.C.
Século VIII Pérsia/lraque, Jabir Ibn Hayyan nota psicoatividade
850 Na Pérsia, Ibn Sahl usa medicamento com suco de flor, via intranasal, para

enxaqueca e dores uterinas

875 Irague, relaxante muscular

alucinacdes; também raiz para contracao irregular articulares e gota, erva para
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O antigo herbario inglés recomenda canhamo triturado (ou sua seiva) para feridas

Século IX e "dor nas entranhas"
Século X Cénl’lamo como p'Slrte do "balsamo sagrado" em Lacnunga (textos médicos e
oracOes anglo-saxdes)
1000 Médico Al-Mayusi faz primeira mencdo em epilepsia
Século X Raizes para febre, tumores, e suco de ervas para ouvidos e folhas para caspa
Sé Herbério inglés antigo, canhamo aplicado ao peito para dispersar inchago e
éculo XI - >
eliminar a matéria doente
século Xi| Na Espanha, o médi(zo _Sheshet Benvenist(_a_ recomentﬂava Cannabis com outros
componentes como tbnico para curar esterilidade, estdmago e cabeca
1158 Hildegard von Bingen, indicava uso para dor de cabeca e compressa para feridas
1200 Na india, aumenta a longevidade
Século Xl Itdlia, pomada para inchaco mamario e dor
1546 Raiz fervida para gota, musculos doloridos, articula¢des rigidas, reumatismo; e
crua para queimaduras, entre outros
1563 O canhamo indiano provoca risos, alivio da ansiedade, aumento do apetite
1596 Li _Shi—Chen, indicava ﬂores para distldrbios menstruais, suco de raiz para placenta
retida e hemorragia pés-parto
Século XVII No Extremo Oriente, para tratamento de gonorreia, pleurisia, hérnia
. Na India, para remover caspa e vermes, tratar diarréia, gonorréia, pé para feridas,
Século XVIII . :
feridas, erva para prolongar a vida
1753 Nome_nclatura binomial: Cannabis sativa; ponto de partida para a nomenclatura
boténica moderna
1839 O’_Shaughnessy, médico que fez testes em caes e pacientes para tétano, raiva,
epilepsia e doenca reumatéide
1843 0] cén,h_amo indian(_) trataNa tosse na tuberculose, coqueluche, enxaqueca, dores
reumaticas nas articulacdes, entre outros
1843 Sucesso do tratamento das convulsdes
1843 O haxixe utilizado para tratar a peste bubénica
1843 Testes em psiquiatria
1845 Na Irlanda, Donovan trata enxaqueca, neuralgia e dores musculoesqueléticas
1851 Aumento das contragfes uterinas no trabalho de parto
1860 Restaura o sono natural em 1000 pacientes
1860 Guerra Civil Americana, empregado para ferimentos de guerra
1888 Enxaqueca, tremor de parkinsonismo
1890 Senilidade, dismenorreia e convulsfes infantis
1890 Dor gastrointestinal
1890 Estado confusional breve e vomito ciclico
1894 enxagueca, dor sifilitica e gastrointestinal funcional
1899 Dor, incluindo herpes zoster
1942 Enxaqueca menstrual.
1964 Gaoni e Mechoulam isolam e sintetizam o A>-THC
1968 Investigacéo clinica de referéncia em homens com produto da Cannabis
1971 Cannabis na diminuicdo da pressao intraocular
1973 Efeitos anticonvulsivantes do CBD
1975 A°-THC antineoplasico em adenocarcinoma de pulméo
1975 A%-THC antiemético para quimioterapia contra cancer
1976 A%-THC efeito semelhante ao salbutamol como broncodilatador
1981 Anticonvulsivante CBD em humanos
1982 CBD reduz a ansiedade apds A°-THC
1985 Canflavina A, componente anti-inflamatério, isolado da Cannabis
1985 AS-THC sintético, Marinol®, aprovado para nduseas de guimioterapia nos EUA
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1988 Descoberta do receptor canabinoide

1990 Caracterizacdo molecular do primeiro receptor CB1 acoplado a proteina G

1991 _Estudo ap_onta que o A°-THC é 20 vezes mais potente que a aspirina como anti-
inflamatorio

1992 Descoberta de canabinoide endégeno anandamida

1993 Caracterizacdo molecular de um receptor canabinoide (CB2)

1995 Rgsp_osta§ _promi'ssoras a0 uso de ABTTHC em criancas em tratamento
quimioterdpico, eficaz para nauseas e vOmitos

1995 CBD melhora sintomas de psicose

2000 O CBD antagoniza o fator de necrose tumoral alfa em modelo reumatoide

2002 Reducdo de sintomas de ndusea com CBD

2003 Primeiros ensaios do medicamento Sativex® em sintomas de esclerose mulltipla

2003 A°-THC melhora os sintomas de Tourette sem sequelas neuropsicolégicas

2004 Extratos de Cannabis para reducdo de sintomas uroldgicos na esclerose mdltipla

2004 A%-THC reduz a dor da esclerose multipla

2006 CBD e outros canabinoides testados em carcinoma de mama

2008 Cannabis apresenta melhora da dor neuropatica, como alternativa para pacientes
gue ndo respondem ou nao toleram outras drogas

2010 ng_icamento Sativex® demonstra reducdo da dor de canceres resistentes a
opibides

2010 Anticonvulsivante THCV

2010 THCYV reduz a hiperalgesia em animais

2010 Canabidivarina, anticonvulsivante THCV

2011 Publicacdo do Genoma da Cannabis

2012 CBD potencialmente promiss_or [€omo novo tratamento da esquizofrenia, com
resultados semelhantes a antipsicético padréao
Estudo para verificar a influéncia do THCV no aumento da ativacdo dos

2015 receptores 5-HT1A in vitro e induzir quaisquer efeitos antipsicoticos aparentes
mediados pelo receptor 5-HT1A in vivo

2016 Avaliacéo da gficépia e seguranca do uso dos canabinpides CBD e THCV nos
parametros glicémicos e lipidicos em pacientes com diabetes tipo 2

2017 Um estudo piIotp_c_om o] medicam_ento S_.a}tivex em pacientes adultos com
transtorno de déficit de atencao/hiperatividade

2018 Avaliagao explorat(_')ria do_uso de CBD além de medicacdo antipsicotica regular
em pacientes esquizofrénicos.

2019 Estudo observacional prospectivo com pacientes diagnosticados com fibromialgia
A relacdo entre os niveis de expressao dos receptores canabindides CB1 e CB2
com as caracteristicas clinicas de pacientes com cancer de pulmao de células

2020 ndo pequenas, bem como com o efeito de A>-THC e CBD na proliferacéo,
transigcao epitelial-mesenquimal e migragéo in vitro em linhas celulares de cancer
de pulméo

2021 Estudos iniciais e em andamento que apontam para o uso do CBD como potencial
agente para o tratamento da COVID-19
Avaliacdo da acédo do CBD no bloqueio da infec¢ao por SARS-CoV-2 nos estagios

2022 iniciais e até posteriores da infec¢do. Os resultados pré-clinicos mostram que o

tratamento com CBD reduziu os titulos virais nos pulmdes e nos cornetos nasais
de camundongos infectados pelo virus.

Além dessas descobertas e estudos desenvolvidos que foram organizadas

cronologicamente por Russo até o ano de 2012,% dezenas de outros trabalhos

continuaram a ser desenvolvidos por pesquisadores interessados nas acfes




16

farmacoldgicas e medicinais da Cannabis. Como em 2013, quando Johnson e
colaboradores, realizaram testes a longo prazo com spray de A°-THC/CBD em 43
pacientes com dor relacionadas ao cancer, e como resultado observaram
permanéncia do efeito para alivio da dor.3’

Em 2014, Chagas et al. selecionaram 21 pacientes com doenca de Parkinson
sem deméncia ou comorbidades psiquiatricas, divididos em trés grupos de sete
individuos cada, e os trataram com placebo ou 75 mg/dia ou 300 mg/dia de CBD.
Como resultado, este estudo apontou para um possivel efeito do CBD, principalmente
na maior dose avaliada (300 mg/dia), na melhoria das medidas que sao relacionadas
a qualidade de vida dos pacientes com esta doenca.38

Jetly e colaboradores, 2015, fizeram um estudo clinico, tratamento duplo-cego
com 0,5mg do canabinoide sintético Nabilone (Cesamet, Valeant Canada) ou
placebo, com dez militares canadenses do sexo masculino com transtorno de estresse
pos-traumatico. Apesar do reduzido nimero de pacientes, este foi 0 primeiro estudo
duplo-cego controlado por placebo usando Nabilone para tratar pesadelos
relacionados a transtorno de estresse poés-traumatico, e 0s resultados positivos
sugerem gue o tratamento seja promissor e clinicamente relevante para pacientes que
ndo respondem as terapias tradicionais.3°

No ano seguinte, 2016, Jadoon e colaboradores, avaliaram a eficacia e
seguranca do uso dos canabidides CBD e THCV em parametros glicémicos e lipidicos
em pacientes com diabetes tipo 2. Neste estudo randomizado, duplo-cego controlado
por placebo, foram selecionados 62 individuos com diabetes tipo 2 ndo tratados com
insulina. Como resposta a esse estudo, particularmente o THCV diminuiu
significativamente a glicose plasmatica em jejum, comparada aos resultados do
placebo, mostrando-se como um novo possivel agente terapéutico no controle
glicémico em individuos com diabetes tipo 2. JAao CBD n &o apresentou efeitos
metabolicos detectaveis apesar das mudancas produzidas em algumas adipocinas.*®

Cooper et al.,, 2017, realizaram estudo piloto randomizado e controlado por
placebo do medicamento Sativex em 30 adultos com transtorno de déficit de
atencao/hiperatividade (TDAH), e como resultado foram observadas melhorias
significativas para hiperatividade e impulsividade, além de tendéncias para melhorias

para desatencéo e labilidade emocional. No entanto, a descoberta de que Sativex ndo
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possui efeito negativo sobre o desempenho cognitivo no TDAH € o fator principal, visto
que o uso de Cannabis esta geralmente associado a funcéo cognitiva prejudicada.*!

Ja em 2018, McGuire e colaboradores, desenvolveram um estudo exploratério
com pacientes que apresentavam quadro de esquizofrenia, randomizados em uma
proporcdo de 1: 1 para receber CBD (1000 mg/dia; n = 43) ou placebo (n = 45)
adicionalmente a sua medicacdo antipsicética regular. ApOs seis semanas de
tratamento, o grupo que recebeu CBD apresentou niveis mais baixos de sintomas
psicoticos em comparacgdo ao grupo de placebo. O CBD foi bem tolerado e as taxas
de eventos adversos foram semelhantes entre os grupos CBD e placebo.*?

Sagy et al., 2019 realizaram um estudo observacional prospectivo, no qual 367
pacientes com fibromialgia foram tratados com Cannabis por seis meses. No total
81,1% dos pacientes obtiveram resposta ao tratamento, e como resultado diminuicéo
da intensidade da dor significativamente de uma mediana de 9 (inicio) para 5 (em seis
meses), usando uma escala de classificacdo numérica de 0 (sem dor) a 10 (dor
aguda).*®

Milian et al.. 2020 avaliaram a relacdo entre 0s niveis de expressdo dos
receptores canabinoides CB1 e CB2 com as caracteristicas clinicas de uma coorte de
pacientes com cancer de pulméo. Os canabinoides A%>-THC e CBD mostraram
potencial de inibicdo na proliferacdo e expressédo de fator de crescimento epidérmico
nas células de cancer de pulméo estudadas.*

Em 2021, Malinowska e colaboradores, destacaram diversas acdes e
potencialidades, estudos pré-clinicos e estudos clinicos incipientes (informacdes
obtidas do banco de dados de estudos clinicos conduzidos em todo
mundo: ClinicalTrials.gov) a partir do uso do canabinoide CBD como um potencial
agente para o tratamento de COVID-19. Entre os varios apontamentos, foi identificado
que o CBD diminui a regulacdo das proteinas responsaveis pela entrada do virus e
inibe a replicacdo do SARS-CoV-2, além de resultados pré-clinicos que demonstraram
eficacia contra doencas do aparelho respiratério, bem como propriedades
cardioprotetoras, nefroprotetoras, entre outros. Por fim, enfatizaram a importancia da
adequada administracdo e cuidados imprescindiveis com a questdo da interacdo
medicamentosa, destacando a necessidade de novos estudos clinicos para

comprovar eficiéncia no tratamento de COVID-19.%°
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Neste ano, 2022, Nguyen et al. desenvolveram um estudo que sugerem acao
do canabinoide CBD no bloqueio da infec¢éo por SARS-CoV-2 nos estagios iniciais e
até posteriores da infeccdo. Além disso, estudos pré-clinicos mostram que o
tratamento com CBD reduziu os titulos virais nos pulmdes e nas cornetas nasais de
camundongos infectados com SARS-CoV-2.46

Vale ressaltar que algumas das muitas acdes terapéuticas ndo sao restritas a
classe canabinoide, outros constituintes da planta Cannabis, como por exemplo o0s
terpenos, também foram associados a variadas e potentes propriedades de promocéo
da saude.'®

Mediante o exposto, embora todos esses notaveis estudos e aplicacbes
utilizando a Cannabis e/ou os canabinoides, desenvolvidos para tratamentos de véarias
doencas e sintomas graves, como glaucoma, depressao, Parkinson, esclerose
multipla, Alzheimer, cancer entre outros,® ainda sdo observados alguns efeitos
nocivos resultantes do uso direto da planta, como: batimentos cardiacos acelerados,
ansiedade, possivel perda de coordenagcdo motora e memdria prejudicada.3¢ Ainda,
podem ser afetadas as habilidades criticas do usuario, como aquelas necessérias
para operar veiculos, devido ao julgamento da distancia e tempo de reacéo
prejudicados, além da possibilidade de induzir sintomas psicoticos. Alguns desses
disturbios podem ser contribuidos pela agédo do A°-THC.36:47

N&o menos importante, o consumo irregular ou indiscriminado da planta, ainda
que para fins medicinais, pode afetar seus usuarios por possiveis infec¢cdes por
organismos patogénicos, resultantes de micro-organismos e fungos que podem surgir
na planta.364’ Portanto, para que ndo se torne uma panacéia contra todas as doencas
e sintomas, nem seja utilizada como medicamento baseado em evidéncias
aneddticas, estudos cientificos que incluem desde informagBes quimicas da planta
Cannabis até os efeitos de seus constituintes sdo fortemente encorajados no campo
da quimica e da medicina.

Além disso, ainda que existam notdrios avancos da utilizacdo da planta
Cannabis, em especial da classe canabinoide na area medicinal, segundo o Relatorio
Mundial de Drogas (World Drug Report, WDR) de 2020 da UNODC, a Cannabis e
seus produtos continuam sendo a droga ilicita mundialmente mais utilizada, com cerca
de 192 milhdes de usuarios em 2018. As maiores quantidades de produtos de
Cannabis apreendidos neste mesmo ano foi de 44% na América do Sul, seguida da
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Africa (19%), América do Norte (17%), Asia (12%), Europa (7%) e América
Central/Caribe (1%) e Oceania 0,1%, figura 4.48

América Central
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44%,

Figura 4. Porcentagem das quantidades de Cannabis apreendidas em 2018. Fonte: UNODC
2020 — Adaptada. 48

Ademais, ao longo dos anos, os métodos de producdo da planta tém sido
aperfeicoados, resultando em metodologias cada vez mais sofisticadas e gerando
uma maior variedade de produtos, com diversificadas concentragdbes do A°-THC
cultivadas para fins recreativos, que séo disponibilizados em mercados licitos e ilicitos
em praticamente todo o globo.'* Esse aperfeicoamento dindmico resulta na
disponibilidade de diferentes produtos com variadas composi¢des e estrutura, o que
torna indispensavel o desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos de
identificacdo desta droga para a devida identificagao, quantificacao e rastreio.

No Brasil, o principal produto da Cannabis utilizado como droga recreativa € a
maconha, mundialmente conhecida como marijuana, cuja palavra em portugués é
formada a partir do anagrama da palavra canhamo, figura 5, que € uma variedade no
propésito de cultivo desta planta utilizada na fabricacdo de papel, roupas, calcados,

velas, cordas, bioconstrucédo, cosméticos, biocombustiveis etc.4%-5?

CANHAMO

MACONHA

Figura 5. Anagrama da palavra cAnhamo. Fonte: Carlini 2006 — Adaptada.s!
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Outros produtos comuns da planta Cannabis produzidas para fins ilicitos sdo: o
haxixe (extraido das inflorescéncias da planta), 6leo de haxixe, skunk (hibrido do
cruzamento entre a Cannabis sativa x indica, cultivada em condi¢Bes especificas),
entre outros.?14:52

Até o inicio do século XX, a Cannabis e alguns de seus produtos ja foram
considerados medicamentos no Brasil e em diversos paises, e eram amplamente
utilizados para vérias enfermidades. Na mesma época, também ja havia registro de
uso com fins abusivos por individuos interessados em sentir diferentes sensagdes. A
proibicdo veio como consequéncia dessa utilizacao indiscriminada, ndo apenas no
Brasil, mas em quase todo mundo.>!

Especificamente no Brasil, a primeira proibicdo formal da droga ocorreu em
25/11/1938, pelo decreto-lei n° 891 do Governo Federal, que elenca no capitulo I,
artigo I, nominalmente aquelas substancias que fossem consideradas entorpecentes,
e, especificamente no inciso XVI, considerou-se: “O canhamo Cannabis sativa e
variedade indica (maconha, meconha, diamba, liamba e outras denominacdes
vulgares)”.53

Em 1976, surge lei n° 6.368.16, mais conhecida como Lei Antitoxicos, que foi
posteriormente revogada pela lei n°11.343 de 23 de agosto de 2006, usualmente
denominada como “nova Lei de drogas”, vigente no pais desde 08 de outubro de
2006.5456 Esta lei contém seu Artigo 1°, paragrafo Unico a seguinte descrigcdo: “Para
fins desta Lei, consideram-se como drogas as substancias ou os produtos capazes de
causar dependéncia, assim especificados em lei ou relacionados em listas atualizadas
periodicamente pelo Poder Executivo da Unido.”®

O 6rgao responsavel pela revisdo e atualizacdo das listas supracitadas é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). A mais recente atualizacdo
relacionada a Cannabis foi publicada no Diario Oficial da Unido, em 24 de janeiro de
2020, Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) 335/2020, que descreve 0s critérios e
procedimentos para a importacéo de produto derivado da Cannabis, por pessoa fisica,
para uso proprio para tratamento de saude, mediante prescricdo de profissional
legalmente habilitado.5”

Particularmente em relagdo ao uso da Cannabis e seus componentes para fins

medicinais no Brasil, a Tabela 3 elenca as etapas concernente a esse processo e
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discusséo sobre sua regulamentacdo, bem como as medidas implementadas pela

Anvisa:>8

Tabela 3. Etapas do processo e discussao relacionados a regulamentacédo da Cannabis para
uso medicinal.%®

Ano Etapas

e Aprovacédo do Projeto de Lei Complementar — PLC 37/2013.
Adocao de medidas para importacdo excepcional de produtos a base de Cannabis medicinal.

2014 o T ) . ) :
e Acdes individuais reivindicam na Justica permissdo para que a Anvisa permita 0 acesso
a produtos a base de Cannabis medicinal.
e Publicada a RDC 17/2015, com normas para importacdo de medicamentos a base de
2015 canabidiol em carater excepcional.

e Empresas comecam a solicitar & Anvisa autoriza¢éo para o cultivo da planta para producéo
de medicamentos e realiza¢do de pesquisas cientificas.

¢ A Cannabis medicinal é incluida na lista de plantas e substancias de controle especial (RDC
66/2016) da Portaria 344, de 1998, do Ministério da Saude. A atualizacdo possibilita o registro

2016 de medicamentos a base dos derivados da planta.

¢ Divulgada a atualizacdo da lista de produtos com canabidiol com autorizacdo simplificada
para a importacao.

e Divulgada a aprovacdo do primeiro registro no Brasil de medicamento feito a base
de Cannabis medicinal, o Mevatyl®.

e Foi criado o Grupo de Trabalho (GT) para discutir requisitos de seguranca e controle para o
cultivo da Cannabis medicinal. O GT concluiu as atividades indicando a necessidade de
abertura de processo regulatério sobre o assunto.

e Publicada a RDC 156/2017, que inclui a Cannabis na lista das Denominagdes Comuns
Brasileiras (DCBs), cédigos e nimeros estabelecidos pela agéncia para denominar farmacos
e principios ativos aprovados pelo érgao federal.

2017

e Finalizado o Relatério Preliminar de Analise de Impacto Regulatério (AIR) sobre o tema.

e A Diretoria Colegiada aprova propostas de consultas publicas relacionadas a regulamentacao
da Cannabis medicinal (requisitos técnicos para o cultivo da planta para fins medicinais e
cientificos e registro e monitoramento de medicamentos).

¢ Publicadas no Diéario Oficial da Unido as Consultas Publicas 654 (requisitos para registro e
monitoramento) e 655 (requisitos para cultivo), ambas do dia 13/06/2019. O prazo para
contribuicdes foi de 60 dias (21 de junho a 19 de agosto).

¢ A Diretoria Colegiada da Anvisa faz avaliacdo das propostas finais de regulamentacéo sobre
o cultivo da Cannabis para fins medicinais ou cientificos e de registro e monitoramento de
medicamentos.

e Criada a RDC 327/2019, que elenca os requisitos necessarios para a regularizacdo de
produtos de Cannabis para fins medicinais no Brasil.

2019

e Entre em vigor a RDC 327/2019, em 10/03/2020;

2020 | * Entra em vigor a RDC 335/2020, que define os critérios e procedimentos para solicitacdo de
importacéo, por pessoa fisica para o tratamento de saude, de produto derivado de Cannabis,

mediante a prescricdo de profissional habilitado.

2022 | * O décimo primeiro produto medicinal a base de Cannabis aprovado pela Agéncia. Dos onze
produtos, cinco sdo a base de extratos de Cannabis sativa e seis de canabidiol.
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1.1Avancos em canabindmica: de testes colorimétricos a técnicas analiticas

Por consequéncia da sua complexidade, variedades de componentes e usos
associados tanto na medicina como para fins recreativos, além das inumeraveis
aplicacdes ainda nao exploradas, a planta Cannabis e uma das suas classes mais
importantes; os canabinoides, tém sido estudados ao longo dos anos com varias
metodologias e técnicas analiticas para caracterizacdo quimica, seja em casos de
apreensdes de materiais suspeitos de drogas, como para alcancar amplitude nas
informacdes a respeito da sua composicao global.

Assim, para ilustrar, a figura 6, construida a partir do banco de dados Web of
Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos), usando os termos:
“Cannabis or cannabinoids and analysis”, e software “RStudio”, mostra a bibliometria,
no formato de “WordCloud”, das 50 palavras de maior destaque (titulo, abstract e
palavras-chave) nas producdes cientificas dos ultimos 5 anos, que € capaz de apontar
as possiveis direcbes e maior interesse em determinadas linhas de estudo
relacionadas a Cannabis e seus produtos. E possivel observar que entre as palavras
mencionadas, as de maior evidéncia, ou seja, mais frequentemente citadas nesse
levantamento, sao: “Cannabis”, “analysis”, “marijuana”, “canabinnoids”, “study”,

“treatment”, “drug” entre outras.
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Figura 6. Nuvem de palavras com as 50 mais citadas (titulo, abstract e palavras-chave) nas
publicagfes relacionadas a andlise de Cannabis ou canabinoides nos ultimos 5 anos. Dados
adquiridos a partir de uma pesquisa no banco de dados Web of Science (Clarivate An
Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os termos: “Cannabis or cannabinoids
and analysis”. Fonte: Web of Science e R Studio.
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Ainda, com o mesmo conjunto de dados, a figura 7 aponta, ilustrado com as
intensidades da cor azul, os paises que mais colaboraram para a producdo dos
trabalhos sobre anélises de Cannabis ou canabinoides nos ultimos cinco anos. Isso
mostra um envolvimento e interesse, para diversos fins, praticamente mundial no
estudo da planta milenar Cannabis, bem como dos seus produtos derivados. Além

disso, as linhas vermelhas destacam as colaboracdes entre os paises.

- - -

Figura 7. llustragc&o da contribuicdo cientifica por paises, demonstrada a partir da intensidade
de cor, com a tematica Cannabis/canabinoides e analises.
Fonte: Web of Science e software “RStudio”.

Mediante o exposto, serdo apresentados, de forma concisa, 0S principais
métodos e analises, desde testes rapidos até o uso de técnicas analiticas
instrumentais, aplicaveis as plantas Cannabis e seus produtos derivados.

Em geral, o uso e o trafico de drogas tém aumentado consideravelmente nos
ultimos anos de acordo com as estatisticas nacionais, oriundas das secretarias de
seguranga publica federal e estaduais, e internacionais de acordo com a UNODC.*°
Assim, 0 aumento na quantidade de apreensdes aumenta também a necessidade de
analises de carater definitivo do material apreendido, desde que feita a analise
preliminar corretamente. Isto faz com que esses testes sejam amplamente usados
como primeiro passo para analise de material suspeito de conter substancias ilicitas.
Nas analises, tanto o0s resultados positivos quanto 0s negativos sao
consideravelmente importantes devido as informagdes para identificagao definitiva
das substancias apreendidas.*®

Nesse sentido, os testes de cor geralmente sdo realizados como etapa de

triagem em amostras que precisam ser investigadas, como em casos de grande
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volume de apreensdes policiais.>*®° O resultado positivo é alcangado quando ha uma
mudanca especifica da cor observada a olho nu, que ocorre como resposta a reacao
entre o reagente colorimétrico e os componentes da amostra.®!

Particularmente em relacdo a Cannabis e seus produtos, como a maconha, os
testes colorimétricos, considerados de triagem, consolidados e amplamente utilizados
pela policia forense sdo: Duquenois-Levine (Du-Le), Fast Blue B (FBB) e Fast Blue
BB (FBBB).%1 O reagente Du-Le é composto de etanol, acetaldeido e vanilina, que em
meio &cido reagem com a posicéo para livre do grupo fenol de A°-THC, formando uma
dupla camada roxa para possiveis resultados positivos.6?

Por outro lado, nos ensaios colorimétricos utilizando os sais FBB e FBBB a
reacdo ocorre em meio alcalino, e a mudanca da cor advém da formacao de nova
molécula composta pelo sal (B ou BB) e os canabinoides extraidos da amostra em
etapa anterior. A coloracdo avermelhada resultante da reacdo € a combinacdo das
cores especifica das novas moléculas formadas principalmente com trés canabinoides
e o sal revelador, sdo elas; i) sal e A>-THC = croméforo vermelho; ii) sal e CBN =
croméforo purpura; e iii) sal e CBD = croméforo laranja.4.60

Geralmente, nestes ensaios o tom avermelhado é obtido como cor
predominante na resposta devido ao A°-THC ser comumente o canabinoide mais
abundante frente aos demais na planta Cannabis.®0.63

As reacgbes simplificadas do canabinoide A%THC com os reagentes
colorimétricos supracitados (Du-Le, FBB e FBBB) estdo ilustradas na figura 8.1
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Figura 8. Reacdo colorimétrica simplificada entre os reagentes Duquenois-Levine + AS-THC
(coloragéo roxa), sal Fast Blue B + A%-THC (coloracdo vermelha) e sal Fast Blue BB + A>-THC
(coloracgéo vermelha).

Fonte: Franca 2020 — Adaptada.5?

Apesar da funcionalidade, rapidez e possivel aplicacdo em trabalho de campo
dos testes colorimétricos, a sua especificidade é baixa devido a reagéo colorimétrica
ser atribuida a natureza fendlica das moléculas canabinoides, e pela alta variedade
de moléculas abundantes em produtos naturais que compartilham esta caracteristica,
como comprovado por Bordin e colaboradores (2012), que ao analisar diferentes
espécies de plantas com caracteristicas macroscépicas semelhantes a Cannabis,
identificaram possiveis interferentes para os testes colorimétricos, Du-Le e FBB. No
entanto, FBB mostrou-se mais seletivo, uma vez que apontou menor numero de
resultados falso-positivos para as amostras vegetais investigadas.>®

Assim, diante desta limitacdo dos testes colorimétricos, analises posteriores com
técnicas consolidadas e especificas para comprovacdo dos apontamentos
preliminares séo indispensaveis.>°

Atualmente, uma grande variedade de técnicas como, Infrared spectroscopy
(IR),485 RAMANS®667 e Nuclear Magnetic Resonance (NMR),8 Liquid
Chromatography (LC),%° Gas Chromatography (GC),%° e Mass Spectrometry (MS),3470

esta Ultima com suas diversificadas fontes de ionizacdo e analisadores, foram
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testadas e métodos desenvolvidos ao longo dos anos, buscando a otimizacdo e
aperfeicoamento de metodologias existentes, como também desenvolver novas
compreensdes a partir da comprovacao de suas aplicacdes no estudo da Cannabis e
seus produtos, possibilitando assim, que novas evidéncias cientificas pudessem ser
alcancadas com mais clareza e exequibilidade.

A figura 9, resultado de uma pesquisa realizada no banco de dados Web of
Science, exemplifica essa correlagdo das analises de Cannabis/canabinoides com
diferentes técnicas instrumentais nos ultimos 5 anos (2018-2022).

Pesquisas em Cannabis/canabinoides
com diferentes técnicas analiticas
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Figura 9. Gréfico que correlaciona o numero de publicagbes com as tematicas
Cannabis/canabinoides e diferentes técnicas analiticas, RAMAN, NMR, IR, GC, HPLC/LC e
MS, nos ultimos 5 anos. Os dados foram adquiridos a partir de uma pesquisa no banco de
dados Web of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os
termos: “Cannabis or cannabinoids and RAMAN”; “Cannabis or cannabinoids and NMR”;
“Cannabis or cannabinoids and IR”; “Cannabis or cannabinoids and GC”; “Cannabis or
cannabinoids and HPLC or LC”; “Cannabis or cannabinoids and MS”.

Fonte: Web of Science.

Neste contexto, a metabolémica, que inclui os estudos das alteracdes dos
metabolitos (produtos intermediarios ou finais do metabolismo em amostras
biol6gicas), tem se caracterizado como uma ferramenta ideal que pode auxiliar o
processo de pesquisa de matrizes complexas como a Cannabis. No geral, as ciéncias
“émicas” tem como objetivo alcancar o entendimento do funcionamento celular dos
organismos e suas possiveis alteracdes bioldgicas.”* "2

Assim, em 2020, Aliferis e Bernard-Perron® introduziram o termo “canabinémica”
para as aplicagbes da metaboldmica em pesquisas de Cannabis, que pode ser
aplicada tanto na taxonomia das variedades de Cannabis, pesquisas sobre novas

descoberta e avaliacdo de novas fontes de bioatividade baseadas nesta planta,
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desenvolvimento de novos produtos, toxicologia, otimizacdo do cultivo, entre
outros. Estima-se que a utilizacdo da canabindbmica forneca além de contetudo
direcionado de acordo com a demanda de aplicacdo, também insights que possam
auxiliar diversos setores em diferentes ramos de pesquisas.®

Destarte, apesar da GC ser uma das técnicas mais utilizada em canabinémica,
com mais de 400 publicacdes nos ultimos 5 anos (figura 9), esta ndo permite a
determinacdo de canabinoides acidos sem etapa de preparo anterior, como a
derivatizacdo, pois 0 aquecimento necessario para analise resulta na descarboxila¢éo
dos canabinoides acidos em suas formas neutras ou até mesmo em produtos da sua
degradacédo térmica.”

Ainda, devido & composi¢cao complexa do material vegetal, e em alguns casos
similaridades entre seus constituintes, a andlise dos principais canabinoides por
cromatografia ndo é facilmente alcancada pois pode haver a sobreposicado de picos,
como mostrado por Mariotti e colaboradores em 2016, que ao analisar Cannabis por
cromatografia acoplada ao MS, os isdbmeros CBC e CBD, foram identificado com
mesmo tempo de retencédo cromatografico, separando-se apenas do isémero A°-THC,
com tempo de retencdo distinto.?°

No entanto, a cromatografia a gas bidimensional Two Dimensional Gas
Chromatography (GCxGC), oferece algumas vantagens em comparacdo a
cromatografia monodimensional classica (GC), como o aumento do sinal (maior
relacdo sinal/ruido) e maior capacidade de separacdo, alcancado pela utilizacéo
sequencial de duas colunas cromatogréficas (convencional e a outra curta), com fases
estacionérias distintas, que levam os analitos, proveniente da primeira a segunda
coluna através de um modulador.”

Um estudo conduzido por Santos e colaboradores (2018) fez uso da GCxGC
como uma das técnicas de analises de Cannabis. Os autores observaram que a
utilizacao da cromatografia bidimensional proporcionou a identificacao e distingdo dos
canabinoides isdbmeros de forma substancialmente melhor, inclusive com a separacao
dos canabinoides isébmeros (CBC e CBD) citados no estudo anterior, porém,
informacdes quimicas mais completas, como o maior nimero de deteccdo de
canabinoides isoméricos, foram obtidas a partir das analises por LC, inclusive

combinada ao ion mobility MS.”
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A técnica LC, que se configura como a segunda técnica mais utilizada no estudo
de Cannabis e seus produtos nos ultimos 5 anos, figura 9, é capaz de identificar tanto
0s canabinoides neutros, como seus acidos precursores devido a inexisténcia da
etapa de aquecimento durante a andlise.'®’>76 Para exemplificar o uso dessa técnica
e sua aplicabilidade no estudo dos canabinoides, Berman et al., 2018, desenvolveram
uma pesquisa utilizando a LC acoplada a MS, para obtencdo do perfil metabdlico
abrangente dos canabinoides em 36 plantas Cannabis. Ao todo, mais de 90
canabinoides (&cidos e neutros) foram identificados pelos autores.!®

Em geral, o acoplamento das técnicas cromatograficas, especialmente a LC
(devido a maior preservacao da composicao quimica da Cannabis), a técnica MS une
a habilidade de separacao, identificacdo e até mesmo quantificacdo de espécies
quimicas, proporcionados pela cromatografia, com o alto poder de resolugao,
seletividade e sensibilidade na detecgdo de massa da MS.””

No entanto, embora as consolidadas combinacées GC-MS e LC-MS sejam
amplamente utilizadas para andlises de tecidos vegetais, inclusive Cannabis e seus
produtos, sédo requeridos processos de extracdes anteriores. Tal abordagem ainda
gue capaz de detectar os analitos extraidos, tem a sua informacao de distribuicdo
espacial original na amostra perdida na etapa de preparo.’®

Por outro lado, considera-se MS como principal técnica de estudo na area de
canabinbmica, embora seja recomendavel que haja a integracédo de informacdes de
diferentes técnicas analiticas, principalmente para matrizes que possuem
metabolomas (metabdlitos com baixa massa molecular, até 1500 Da)’! altamente
complexos como a Cannabis e seus produtos.® No entanto, um extenso e continuo
caminho tem sido percorrido ao longo dos anos até a consolidacdo da MS como
técnica analitica, que possibilita desde a obtencéo do perfil quimico da amostra até o
estudo da distribuicdo espacial de moléculas a partir do imageamento quimico de

superficies.

2. Erythroxylum coca e seu contexto historico e cientifico

O género Erythroxylum, familia Erythroxylaceae, contém mais de 200 espécies
de arvores e arbustos tropicais.”® Destas, duas possuem maior notoriedade, a
Erythroxylum coca lLam. (coca) e Erythroxylum novogranatense (D.  Morris)

Hieron. Estas espécies tém sido cultivadas ha milhares de anos e, tornaram-se fontes
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para a producdo da cocaina (droga de abuso), normalmente utilizado para o comércio
ilicito.&

Em geral, as diferentes espécies de Erythroxylum produzem folhas que podem
variar em tamanho e aparéncia. No entanto, todas as espécies tém em comum a parte
superior da folha (adaxial) mais escura em relacéo a inferior (abaxial), que pode ser
cinza-esverdeada. Além disso, na parte abaxial das folhas sdo encontradas duas
linhas paralelas a nervura central que sado consideradas caracteristicas da espécie
Figura 10.8!

Erythroxylum coca

Figura 10. Representacdo da planta Erythroxylum coca. Fonte: Sauvain 1997 — Adaptada.®2

O interesse do meio cientifico pelo género se intensificou a partir no século XIX,
apos a descoberta das atividades farmacolégicas das folhas de coca, que também é
considerada um dos vegetais nativos mais antigos da Ameérica do Sul, e possui porte
arbéreo, e quando cultivada é mantida com cerca de 2 m.8384

A nomenclatura moderna “coca” se origina da palavra “Khoka” em Aymara
(povo estabelecido no sul do Peru, na Bolivia, na Argentina e no Chile) que significa
“a arvore”.8586 O seu cultivo ocorre principalmente nas zonas montanhosas do leste
dos Andes, devido ao ambiente tropical favoravel, que inclui alto indice pluviométrico,
clima ameno, solo bem drenado e rico em minerais.?* Além disso, seu uso ainda se
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perpetua em cidades como Cusco e Machu Picchu, no Peru, onde as folhas séo
mascadas ou ingeridas na forma de cha devido a sua acao estimulante leve, para
alivio da fadiga e para suportar grandes altitudes.®*

Algumas espécies da planta Erythroxylum contém de 0,2 a 0,8% de alcaloides
em sua composicdo quimica, desses até 80% representam a molécula cocaina.848’
Ainda, mais de 150 alcaloides tropanicos, que possui em comum uma estrutura
biciclica, denominada tropano [3,2,1]octano, ja foram isolados.87:88

Particularmente em relacdo a coca, esta é quimicamente caracterizada pela
abundancia da molécula cocaina (Methyl (1S,3S,4R,5R)-3-benzoyloxy-8-methyl-8-
azabicyclo[3.2.1]octane-4-carboxylate, C17H21NO4 (303,4 g/mol), que possui ponto de
fusdo na faixa de 96-98°C e pKb = 5,4, e € o principal composto psicoestimulante
deste vegetal em relacao as demais alcaloides do grupo tropéanico, a maioria derivada
da pirrolidina.8%-9%

A aparéncia da cocaina é de um cristal branco puro e inodoro, insoluvel em
agua (1:600), e soluvel em cloroférmio (1:0,7), éter etilico (1:3), etanol (1:7) e em
outros solventes organicos, como acetona, benzeno, acetato de etila, éter de petroleo
entre outros.%?

A molécula cocaina foi isolada em 1860 pelo pesquisador alemao Dr. Albert
Niemann,® que notou o sabor amargo e efeito na lingua, tornando-a insensivel.
Alguns anos depois, em 1880, a cocaina foi utilizada como anestésico local por William
Stewart Halsted, conhecido como o “pai da cirurgia moderna”.84.2

Considerado o primeiro alcaloide natural com efeito anestésico de longa
duracéo, alta lipossolubilidade e forte poder de penetracéo e boa afinidade pelo tecido
nervoso, a cocaina era comumente utilizada para anestesia local na boca, nariz,
faringe, ouvido, uretra, entre outras. O seu principal efeito colateral esta na
possibilidade de excitar o cortex cerebral. Além disso, pode excitar o centro
respiratorio e cardiovascular, causar vomito, depressao respiratoria, insuficiéncia
cardiaca e até levar o usuario ao 6bito.%

A cocaina € absorvida no corpo a partir das membranas e mucosas. A meia-
vida deste composto no plasma é de aproximadamente de uma a duas horas. A sua
aplicacdo local bloqueia o inicio da conducdo do impulso nervoso. A redugdo do
apetite deve-se também & ac&o anestésica local.8®> E um estimulante potente do SNC.

Os seus efeitos estimulantes estdo relacionados a sua habilidade de inibir o
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transportador de dopamina, ligado a membrana. A cocaina inibe a monoamino-
oxidase (MAO), aumentando a noradrenalina e a serotonina, causando midriase e
vasoconstricdo periférica e mantendo o anestésico mais tempo no local.®* Além das
acOes citadas, a cocaina também pode inibir a recaptura de catecolaminas nas
terminacdes adrenérgicas; que é o processo responsavel pela estimulacao do sistema
cardiovascular e SNC.

Quando administrada por via endovenosa, pode causar morte imediata por
insuficiéncia cardiaca devido a acdo toxica direta sobre o musculo cardiaco. Em
sintese, ap0s a absorcao, a cocaina é degradada pelas esterases plasmaticas e pelas
enzimas hepaticas em alguns animais.8

Estudos histoquimicos, citoquimicos e imunoquimicos, apontaram cocaina nos
tecidos fotossintetizantes e vacuolos, ou complexada com fendis, tanto em caules
como nas folhas e nos frutos de coca. Empregando-se o reativo de Dragendorff em
cortes histoldégicos, a cocaina foi detectada principalmente no mesofilo, entre
a epiderme superior e inferior.%?

Os alcaloides tropanicos sdo constituidos de uma estrutura biciclica,
denominada tropano, (8-metil-8-azabiciclo[3,2,1]octano). Este anel tropano é
constituido pelos anéis pirrolidinico e piperidinico.®*

Além dos alcaloides serem importantes na terapéutica atual e historicamente
pois foram construidos prot6tipos a partir destes dos quais analogos sintéticos foram
desenvolvidos, principalmente das classes de farmacos anticolinérgicos e anestésicos
locais. Especialmente para os alcaloides do tipo cocaina, a a¢do anestésica local
ocorre ao se ligarem reversivelmente a canais de sodio, que promovem a inibicdo do
potencial de acdo e transmissdo do estimulo da dor. Além disso, apresenta também
acdo no SNC.8

A biossintese de formacdo do anel tropanico ocorre com a formacéo do anel
pirrolidinico, a partir da descarboxilagdo dos aminoacidos arginina e ornitina. A seguir,
a enzima putrescina-N-metiltransferase auxilia na regulacdo da sintese e direciona o
fluxo do substrato para a producao de alcaloides. Por meio de reacfes enzimaticas
de metilacéo e ciclizacéo é produzido o cation N-metil-A'-pirrolineo, responsavel pelo
atomo de nitrogénio no anel tropanico. Para a formacdo do segundo anel ha duas
principais possibilidades, a primeira consiste na condensagcdo com acetoacetato

(acido aceético ativo), que, apés oxidacao e condensacdao alddlica, completa o anel. E
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a segunda considera duas etapas de extensao policetidica com malonil-CoA antes da
oclusédo do anel. Para os dois casos ha uma carbonila cetdnica.®*

Os alcaloides da coca apresentam trés estruturas basicas: i) derivados da
ecgonina (como as moléculas cocaina, cinamoilcocaina e truxilinas); ii) derivados da
tropina (tropacocaina e valerina), que se diferenciam dos anteriores pela auséncia da
carboxila em C-2 e pela posicédo da hidroxila; e iii) derivados da higrina (higrolina e
cuscoigrina), caracterizados pelo anel N-metil pirrolidina monociclico. Entre estes, 0s
derivados da ecgonina sdo mais atrativos comercialmente.®®

Na revisdo publicada por Novak et al. (1984) algumas das atividades biolégicas
de alguns alcal6ides menos téxicos que a cocaina (Figura 1la); benzoilecgonina
(Figura 11b), cinamoilcocaina (Figura 11c), truxilina (Figura 11d), entre outros, sao
detalhadas. No entanto, o autor destaca que o uso de produtos de coca pode ser uma
soma total de todos os constituintes da planta, e ndo apenas da cocaina, e isso inclui

as calorias, carboidratos, minerais e vitaminas nela contidos.%*
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Figura 11. Alcaloides: a) Cocaina, b) Benzoilecgonina, c) Cinamoilcocaina e d) Truxilina.
Fonte: Prépria autora.
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A toxicidade de alguns alcaloides foi verificada e estudos realizados em ratos
mostraram que a benzoilecgonina e o éster metilico de ecgonina ndo produzem
manifestacdes toxicas para as mesmas taxas consideradas toxicas para a cocaina.

Apenas com doses de 30 e 60 vezes maiores sao capazes de produzir alteracao
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neurocomportamental leve. Por outro lado, a benzoilecgonina ndo se apresentou letal
mesmo com administracéo de doses superiores a 100 vezes a da cocaina.®®

Em geral, a farmacologia da cocaina é considerada complexa e contém varios
sistemas organicos que podem ser afetados simultaneamente pela droga. O uso
agudo e cronico pode afetar os sistemas psicologicos, neuroldgicos, renais, cardiacos,
pulmonares, gastrointestinais, obstétricos e otorrinolaringologicos. Vale ressaltar que
muitos dos efeitos médicos e fisiologicos descritos na literatura concentram-se na
cocaina isolada pura. Portanto, devido as diferencas significativas, as pesquisas sobre
cocaina (droga) ndo devem generalizar, nem limitar as investigacées em relacdo a
planta.8®

Estudos arqueoldgicos na América do Sul apontam o uso da Erythroxylum coca
ha milhares de anos, cerca de 1000 aC no norte do Chile.% Inicialmente,
principalmente sob o dominio inca, a coca foi usada para diversos propositos como
usos rituais, sociais e fisiol6gicos.®>%7 Apés o inicio da conquista dos incas em 1532,
0s conquistadores espanhdis tentaram erradicar o uso da coca nas culturas nativas,
porém, apds esta fracassada tentativa decidiram explorar o cultivo desta planta.
Muitos anos depois, 0 uso de coca continua sendo utilizado por muitos trabalhadores
andinos.>%

A coca passou a ser utilizada e aplicada para muitas finalidades incluindo
reducdo da fadiga, melhora do humor, entre outros. Na medicina moderna, a cocaina
€ usada como anestésico local ou vasoconstritor, devido ao seu bom efeito anestésico
é usado principalmente para anestesia local.®> No entanto, o interesse pela planta
diminuiu drasticamente ap6és o isolamento da cocaina, resultando em uma escassez
de estudos cientificos sobre essa temética, junto a ela quaisquer potenciais efeitos
medicinais que esta possa ter.%® Além disso, as propriedades viciantes e os efeitos
colaterais observados com o0 uso da cocaina também foram fatores que
proporcionaram o aumento no desinteresse neste campo de pesquisa.®

Assim, apesar de sua importancia cultural e medicinal da planta Erythroxylum
coca, esta é amplamente empregada na producéo de drogas de abuso também regido
pelalein°11.343 de 23 de agosto de 2006.% Entre os principais produtos ilicitos estao:
i) pasta base, ii) cocaina base, iii) crack, iv) merla e o v) cloridrato de cocaina
(cocaina). A pasta base (i) € o primeiro produto obtido a partir da extracao das folhas
de coca. A cocaina base (ii) € a pasta base refinada, apds processos de oxidagao ou
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lavagens. O crack (iii) € um produto que contém cocaina na forma de base livre, em
formato de pedra. A merla (iv) se apresenta como pasta branca molhada e possui alto
teor de agua e de sais de sédio. Por fim, o cloridrato de cocaina (v) é a forma de sal,
em po de coloracdo branca, destinado ao uso por aspiracdo intranasal ou via
intravenosa,100:101

Entre as variadas apresentacfes da droga, o cloridrato de cocaina, ou apenas
cocaina, € uma das mais comuns e utilizadas para fins ilicitos. A sua aparéncia é de
po cristalino, soltvel em &gua, etanol ou cloroférmio, mas insollvel em éter.%?

Entre os 15 paises que relatam as maiores quantidades de cocaina apreendida
em 2019, 10 foram localizadas nas Américas (com 83% da quantidade global
interceptada, a maioria sendo na América do Sul, 53%, figura 12), 4 na Europa
Ocidental e Central e 1 na Asia. A quantidade total de cocaina apreendida na América
do Sul aumentou 5% entre 2018 e 2019, para 755 toneladas, um recorde.1%?
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Figura 12. Porcentagem das quantidades de cocaina apreendidas em 2019.
Fonte: UNODC 2021 — Adaptada. 102

2.1. Avancos em alcaloidedmica de folhas de coca: de testes colorimétricos a
técnicas analiticas

Neste trabalho o termo “alcaloide6mica” refere-se aos estudos e pesquisas que
envolvam a investigacdo de metabdlitos, particularmente os alcaloides oriundos de
Erythroxylum coca.

A planta Erythroxylum coca, seu principal produto derivado como droga de abuso

(cocaina), e uma das suas classes de maior relevancia cientifica, os alcaloides, tém
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sido estudados ao longo dos anos com aplicacdo de diversificadas metodologias e
técnicas analiticas para sua caracterizacao quimica.

Neste sentido, para ilustrar, a figura 13, construida a partir do banco de dados
Web of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos), usando os
termos: “Erythroxylum coca or cocaine and analysis”, e software “RStudio”, mostra a
bibliometria, no formato de “WordCloud”, das 50 palavras de maior destaque no
abstract das producgfes cientificas dos Ultimos 5 anos, que indicam as possiveis
direcOes e maior interesse em determinadas linhas de estudo relacionadas a planta
Erythroxylum coca e seus produtos como a cocaina e o crack. Entre as palavras mais
frequentes estdo: “Cocaine”, “drug/drugs”, “disorder”, “substance”, “treatment”,

“effects” entre outras.

expression seli-adlgtinistraﬁnn )
sress atidiclion dopamine | re dﬂm

wcuc 35S0CH "Stllll!l dr“ s ahuse exuosure
dlsorders d| order ana VSlSo ol i

“me: SUBS ance(ll’ll!l-nauen

c 0 [ I n e

maie illicit eﬁec[s treatment ©=¢""

alcohol eocaine-induced nucleus
newrons accimbens

Figura 13. Nuvem de palavras com as 50 mais citadas no abstract das publicacdes
relacionadas a analise de Erythroxylum coca ou cocaine nos Ultimos 5 anos. Dados adquiridos
a partir de uma pesquisa no banco de dados Web of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia,
PA, Estados Unidos) usando os termos: “Erythroxylum coca or cocaine and analysis”.

Fonte: Web of Science e R Studio.

Ainda, com o mesmo conjunto de dados, a figura 14 indica, representado pela
intensidade da cor azul, os paises que mais colaboraram para a producdo dos
trabalhos sobre andlises de Erythroxylum coca ou cocaine nos ultimos cinco anos.
Isso aponta o envolvimento e interesse praticamente mundial nesta tematica. Ainda,
indicado por linhas vermelhas estdo dispostos na figura as colaboracdes nas

publicacdes entre os paises.
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Figura 14. llustracdo da contribuicdo cientifica por paises, demonstrada a partir da
intensidade de cor, com a temética Erythroxylum coca ou cocaina e analises.
Fonte: Web of Science e software “RStudio”.

Como droga bruta, a identificacdo da cocaina é comumente realizada pelo teste
de triagem Scott, um teste de cor desenvolvido por Scott em 1973,°% e modificado em
1986 por Fansello e Higgins.104

Este teste preliminar em amostras suspeitas € realizado, em meio &acido,
utilizando uma solucao de tiocianato de cobalto (Co(SCN)2), coloragao rosa, que reage
com a molécula da cocaina e resulta na formag¢do de um complexo de cobalto II, de

coloragdo azul, Figura 15.105-107
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Figura 15. Reacgéo de cor simplificada entre os reagentes Scott (tiocianato de cobalto) e a
molécula da cocaina (coloracéo azulada).
Fonte: Costa 2020 — Adaptada.1%®
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Apesar da possibilidade de ser realizado em campo ou em laboratorio, os testes
colorimétricos necessitam de analise conclusiva posterior para confirmacéo do seu
resultado, devido, entre outros fatores, aos possiveis resultados falso-positivo (por
exemplo, para prometazina e lidocaina), e resultados inconclusivos com a formacao
de uma solucédo arroxeada (por exemplo, com leite em po e fermento) ao adicionar o
tiocianato de cobalto e, portanto, mascarando o resultado do teste.1%® Isso ocorre pois,
geralmente o material apreendido (cocaina) ndo € comercializado em sua forma pura,
e tem acrescida a sua composicdo adulterantes e diluentes.%8

Os adulterantes detectados na cocaina sdo substancias, inclusive anestésicos,
utilizados para imitar ou aumentar o efeito da droga, como por exemplo: lidocaina,
cafeina, fenacetina, procaina, levamisol e &cido bérico, entre outros.%> Ao contrario
do adulterantes, os diluentes ndo possuem efeitos similares aos da cocaina, mas sao
usados para aumentar o volume do produto final, como por exemplo amido, agucares,
carbonatos, bicarbonatos, talco etc.1%

Assim, vale salientar a importancia de analises com técnicas consolidadas e
especificas, posteriores aos testes de triagem para comprovacao dos apontamentos
preliminares.>®

Uma grande variedade de técnicas foram aplicadas no estudo da planta
Erythroxylum coca e seu principal produto derivado, a cocaina, em busca da criacéao
e otimizacao de métodos para alcancar novas compreensdes cientificas. A figura 16,
resultado de uma pesquisa realizada no banco de dados Web of Science, mostra a
correlagcdo das principais técnicas instrumentais em analises de Erythroxylum

coca/cocaina nos ultimos 5 anos.
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Pesquisas em Erythroxylum cocalcocaina
com diferentes técnicas analiticas
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Figura 16. Grafico que correlaciona o numero de publicacdes com as teméticas Erythroxylum
coca/cocaina e diferentes técnicas analiticas, RAMAN, NMR, IR, GC, HPLC/LC e MS, nos
ultimos 5 anos. Os dados foram adquiridos a partir de uma pesquisa no banco de dados Web
of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os termos:
“Erythroxylum coca or cocaine and RAMAN?”; “Erythroxylum coca or cocaine and NMR”;

”, o«

“Erythroxylum coca or cocaine and IR”; “Erythroxylum coca or cocaine and GC”; “Erythroxylum
coca or cocaine and HPLC or LC”; “Erythroxylum coca or cocaine and MS”.
Fonte: Web of Science.

Grande parte das pesquisas toxicologicas em alcaloidedbmica sdo baseadas no
composto isolado puro (cocaina) das folhas de coca ou de seus produtos derivados
(drogas de abuso); portanto, a extrapolacdo para a toxicidade da coca inteira € um
tanto limitada.®

Desde o primeiro trabalho publicado de analise cromatografia de amostra de
cocaina em 1962 por Brochmann-Hanssen e Svendsen'® muitas técnicas, inclusive
cromatograficas, foram testadas para analisar a cocaina em material vegetal ou em
amostras de po (seu principal produto derivado para fins ilicitos) para compreender
sua producdo. Assim, estdo descritos na literatura diversos estudos que incluem as
classes de compostos que podem ser utilizados para a determinacado de perfis
guimicos da coca, além de compostos inorganicos, solventes, razao isotépica entre
outros.1t0

No inicio dos anos 70, Moore (1973 e 1974) foi o primeiro a detectar e descrever
outros alcaldides além da cocaina por GC.'%'12 Holmstedt e colaboradores, 1977,
analisaram o conteddo de cocaina de treze espécies sul-americanas

de Erythroxylum. A cocaina foi encontrada apenas em folhas de Erythroxylum coca
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var. coca, Erythroxylum novogrunutense var. truxillense e Erythroxylum
novogrunutense var. novogrunutense da Bolivia, Peru e Colémbia. A quantidade de
cocaina foi determinada usando cocaina deuterada como padréo interno.'*?

Turner, Ma e Elsohly (1979) desenvolveram um método quantitativa com
cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography (GC) para a determinacao do
teor de cocaina em folhas de coca coletados de diferentes localizacdes geograficas
no Peru. Os autores apontam os niveis de cocaina em folhas secas: 0,60, 0,57 e
0,60%, colhidas em Cuzco, Trujillo e Tingo Maria, respectivamente.''* Estes mesmos
autores, em 1981, em um estudo de acompanhamento folhas de coca peruanas
coletadas de trés locais analisaram o conteudo de cocaina e cinamoilcocaina e
identificaram que as proporcdes relativas da concentracdo total destes alcaloides
variaram com a origem da amostra.!*®

River (1981) testou diversos solventes para a extracao de alcal6ides em folhas
de coca. Os extratos obtidos foram analisados por GC-MS. Entre os solventes
avaliados, a extragcdo com etanol ndo apresentou artefatos resultantes da extracao.
Além disso, o autor verificou mudanca na quantidade relativa dos alcaloides com a
idade da folha, bem como entre espécies e variedades.''®

Ainda em 1979 e 1981, Youssefi et al.'!” e Cooks et al.}'® determinaram as
propor¢cdes de cocaina/cinamoilcocaina em folhas de coca por analise direta, sem
separacédo cromatografica anterior, usando espectrometria de energia cinética de ions
analisada em massa, do inglés mass-analyzed ion kinetic energy spectrometry
(MIKES). Os autores discutiram a partir dos seus resultados que as plantas de coca
de diferentes regibes geograficas podem ser distinguidas com base no teor de
alcaldides. Além disso, dados anteriores obtidos por Rivier'!® relativos a significativa
variacao foliar intra-planta em relacdo as relagcdes cocaina/cinamoilcocaina foram
confirmados. Entre as vantagens da utilizacdo de andlise direta estdo: a pouca
guantidade de amostra (1 mg) e o tempo de andlise e preparo de amostra reduzidos,
em comparacao com técnicas tradicionais.

Johnson e Emche, em 1994, que utilizaram GC-MS a fim de monitorar o teor de
oito alcaloides em folhas de coca desde os primeiros dias de até sua queda natural.
Eles observaram um decrescimento da concentragdo de cocaina e dos demais

alcaloides estudados ao longo do tempo de vida da folha na planta (36 semanas).*®
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Neste mesmo ano, 1994, Moore e colaboradores desenvolveram uma
metodologia, incluindo anélise por GC para a determinacdo de cocaina, e outros
alcaloides como cis/trans-cinamoilcocaina, tropacocaina, truxilinas, éster metilico de
ecgonina, cusco-higrina e higrina em folhas de coca coletas em campo, na Bolivia,
Peru, Equador e Coldmbia, e colhidas de plantas de coca cultivadas em estufa.'?°

Em 1995, Johnson analisou folhas colhidas de plantas com 21 meses de idade
cultivadas em casa de vegetacdo. Cada andlise foi preparada apos divisdo das folhas
em quatro partes principais para determinar distribuigéo e trés para avaliar o teor de
oito moléculas, incluindo a cocaina, por técnicas cromatograficas.??

Jenkins e colaboradores, 1996, quantificaram cocaina, éster metilico de
benzoilecgonina e ecgonina em chéas de folhas de coca do Peru e da Bolivia também
utilizando GC-MS.*?2

Sauvian e colaboradores (1997) estudaram a composicdo quimica, por
cromatografia liquida, de folhas de coca de duas regifes da Bolivia para investigar se
0os teores de cocaina e outros constituintes das folhas cultivadas justificam a
preferéncia dos nativos Aymara e Quechua que as utilizam para mascar. Os autores
realizaram analises quantitativas e concluiram que a preferéncia camponesa boliviana
pela coca das Yungas (florestas tropicais de montanha das encostas orientais dos
Andes) néo esta relacionada a concentracéo de cocaina.®?

Em 2000, Ehleringer e colaboradores desenvolveram um estudo a partir da
razao isotopica para identificar folhas de cocaina de diferentes regides geograficas da
América do Sul. De acordo com os autores, as distintas combinacfes de isétopos de
carbono (8 13C) e nitrogénio (d *°N) possibilitam determinar o pais de origem para as
principais regides de cultivo de coca ao longo da Cordilheira dos Andes. Neste estudo
foram identificadas corretamente a fonte de 96% de 200 amostras de cocaina.'??

No mesmo ano (2000), Brachet e colaboradores desenvolveram um
procedimento de otimizacdo para a extragdo com fluido supercritico de cocaina das
folnas de coca por meio de delineamento experimental. A analise da cocaina nos
extratos brutos foi realizada por GC para identificacdo dos picos.?*

Bieri e colaboradores, em 2006, estudaram, por GC-MS, folhas
de espécies selvagens de Erythroxylum origindrias dos paises Bolivia, Brasil,
Equador, Paraguai, Peru, México, EUA, Venezuela e Mauricia. Para isso a cocaina foi

extraida de forma eficiente e rapida com metanol, usando microondas.?®
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No mesmo ano, Bieri e colaboradores conduziram um estudo que realizou a
combinacéo da extracao assistida por microondas com microextracdo em fase solida
em etapa anterior a GC para extracdo seletiva e analise quantitativa de cocaina de
folnas de coca. De acordo com o0s autores, obteve-se um ganho significativo de
seletividade com a incorporacéo da microextracdo em fase solida no procedimento de
extracdo, e como consequéncia colunas mais curtas puderam ser usadas, além da
reducdo no tempo de andlise para 6 min.126

Torre e colaboradores (2013), propuseram trés linhas de evidéncia sugerindo
gue os ésteres de quinato de hidroxicinamato se complexam com alcalbides
tropanicos em folhas de coca, o que facilitaria 0 seu armazenamento em vacutolos.%

Casale, Mallette e Jones (2014) desenvolveram um estudo que avaliou,
quimiossistematicamente por meio de seus perfis alcaldides, quinze novos cultivos de
coca coletados na Colémbia e propagados junto com as trés variedades tradicionais
locais. Dez cultivares apresentaram perfis consistentes com Erythroxylum coca var.
ipadu, quatro apresentaram perfis mistos consistentes com a hibridizagdo de
Erythroxylum coca var. ipadu com Erythroxylum novogranatense var. novogranatense
ou Erythroxylum novogranatense var. truxillense, e apenas um cultigeno ndo pode ser
classificado pois resultou em um perfil de alcal6ides heterogéneo.?’

Casale e Mallette, (2016) coduziram uma pesquisa a partir de amostras de
folhas de coca apreendidas no final de 2014 de um campo ilicito no estado de Chiapas,
no México. A folha foi identificada quimiossistematicamente e a cocaina extraida dela
foi submetida a andlises de alcalbides e iso6topos para determinar seu perfil
geoespacial. Neste estudo, os perfis de alcaléides e is6topos da cocaina extraida
eram diferentes de qualquer um dos 19 perfis regionais conhecidos na América do
Sul. Além disso, a folha foi determinada como sendo Erythroxylum
novogranatense var. truxillense, contendo 0,36% de cocaina.'?®

No mesmo ano (2016), Mallette e colaboradores analisaram 572 amostras de
folhas de coca: Bolivia (N = 58), Colombia (N = 361) e Peru (N = 153). A cocaina foi
extraida, purificada e analisada quanto ao teor total de alcaloides. Além disso, os
isotopos & 2C, & °N, 6 °H e 3% O foram medidos em cada amostra. A unido da
identificacdo de alcal6ides de cocaina, isOtopos estaveis e andlises estatisticas
multivariadas mostou-se Uutil para classificar a cocaina ilicita como originaria de uma

das 19 regides de cultivo na América do Sul. Além disso, segundo os autores os dados


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alkaloid
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obtidos por meio desta abordagem mostram-se capazes de descrever as tendéncias
atuais de cultivo e producédo de coca, destacar rotas de trafico, bem como identificar
novas regides de cultivo de coca.'?®

Em 2019, Marin-saéz, Romeo-gonzalez e Frenich utilizaram cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, do inglés liquid chromatography mass
spectrometry (LC-MS) para avaliar a degradacéo de alcaloides tropanicos em preparo
de chas de folhas de coca, resultando na degradacdo de todos os compostos
analisados.%0

Neste mesmo ano (2019), Rubio e colaboradores desenvolveram uma
pesquisa para discriminar mascadores de folhas de coca de usuarios de cocaina na
América do Sul por analise de cabelo. Ao todo foram 38 voluntarios subdivididos em:
i) dez voluntarios de Buenos Aires que faziam uso ocasional ou moderado de folhas
de coca (por mastigacdo) ou bebendo chéa de coca, ii) vinte argentinos fumantes de
PACO (pasta de cocaina), e iii) oito alemaes usuarios de cocaina. As amostras de
cabelo foram analisadas por um meétodo de LC-MS validado para cocaina,
norcocaina, benzoilecgonina, éster metilico de ecgonina, cocaetileno,
cinamoilcocaina, tropacocaina, éster metilico de anidroecgonina, cusco-higrina e
higrina. Entre os resultados obtidos os autores destacaram a cusco-higrina como
marcador mais adequado para diferenciacdo de mascadores de folha de coca e
usuarios pois este ndo aparece nas andalises de cabelo de usuéarios fumantes
argentinos de PACO e usuérios alemédes de cocaina. Além disso, com objetivo de
justificar a deteccdo de éster metilico de anidroecgonina no cabelo de trés
mastigadores de coca, e confirmar relatos anteriores de sua presenga como
constituinte em folhas de coca, amostras diferentes de folhas de coca e de cha de
coca foram analisadas.3?

Em geral, do ponto de vista forense as analises de alcaloides na folha de coca
sdo importantes pois esses compostos enddgenos, e 0s subprodutos deles derivados,
podem ser detectados em amostras ilicitas de cocaina, e podem ser usados para fins
taticos e estratégicos de aplicacdo da lei.’®?

Entre a grande variedade de técnicas utilizadas para estudo da composicdo
guimica dos tecidos vegetais, especialmente de folhas de coca, as técnicas
cromatograficas (GC e LC) e a espectrometria de massas possuem um maior

destaque como mostrado no grafico expresso na Figura 16.
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No entanto, tanto para as analises cromatograficas como para algumas
abordagens por espectrometria de massas, requererem do analista a execucéo de
processos de preparo de amostra prévios, como extracfes com solvente que levam
os analitos a uma solucao, que propiciara a determinacdo do composto na amostra
analisada, no entanto, informacées como a sua distribuicdo natural poderdo ser
perdida na etapa de preparo.133-135

Uma alternativa para o estudo da composi¢éo quimica de analitos diretamente do
tecido vegetal e da sua histologia esta disponivel por meio da aquisi¢do de imagem por
espectrometria de massa, uma técnica promissora e ainda em ascensao para area de

produtos naturais.'*

3. A evolucdo da espectrometria de massas até o imageamento quimico

A trajetéria de evolucdo da MS tem seu inicio associado a Joseph John
Thomson, creditado pela descoberta do elétron em 1897.13 Alguns anos mais tarde,
Dempster, em 1918, desenvolveu o primeiro espectrometro que utilizou como
analisador de massas um setor magnético e a fonte de ionizagdo por elétrons.** No
ano seguinte, 1919, Aston divulgou estudos de is6topos com sua versdo de
espectrometro de massas.*?’ Assim, com o passar dos anos outros notérios avancos
ocorreram na area da MS tornando-a uma técnica multidisciplinar.

Para entender melhor as contribuicbes para o0 desenvolvimento dos
espectrometros de massa, um esquema fundamental, proposto por Hoffmann e
Stroobantque, é sugerido como leitura complementar.*3” Em resumo, na Figura 17,
sdo apontadas algumas datas importantes que marcaram o desenvolvimento de

alguns analisadores de massa fora em uma linha do tempo.

H. Sommer, HA, Thomas e JA.

: M.D. Comisarov e A.G. A A. Makarov dascreve um
J.J. Thomson descobre o Hipple descrevem a primeira Marshall desanvolverm novo tipo de analisador de
e!etro_n e determina sua aplicacio em ewmqmema de Fourler iransformed ICR massas: o orbitrap, uma
razao massalcarga. massa de ressonancia de fon (FTICR) amadilha de fons de alto
(Prémio Nobel em 1906) ciclotron {ICR) desempenho

/ Linha do tempo
1974 | 1978 1999  dos analisadores
: / /" de massas

1897 ) 1948 1949 I ' 1953

AE. Cameron e D.F. Eggers W. Paul e H.S. Steinwedel R.A. Yost @ C.G. Enke constroem
publicaram projeto para um descravem os analisadores ¢ prmeiro  espectrdmetro  de
espectrdmelro de massas linear quadrupolo e jon trap em massa triplo quadrupolo
lime-of-fiight (LTOF) uma patents
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Figura 17. Representacdo de uma linha do tempo contendo a evolucao dos analisadores de
massas. Fonte: Prépria autora

O funcionamento dos espectrémetros atuais consiste basicamente na ionizacao
das moléculas de interesse e separacao dos ions com base em suas diferentes razdes
massal/carga (m/z), possibilitando detectar, contar e caracterizar &tomos e moléculas
variadas, com diferentes composicdes e tamanhos.137-13°

A aplicacdo da MS ja foi limitada a analise de moléculas relativamente pequenas,
volateis e preferencialmente puras. No entanto, com o passar dos anos e devido ao
avango da tecnologia instrumental e desenvolvimento de novas fontes de ionizagao e
analisadores de massas, tornou-se possivel analisar diversificado tipos de matrizes,
inclusive com conteido mais complexo.14°

Uma das fontes mais utilizada em MS é a fonte de ionizacdo a pressao
atmosférica electrospray ionization (ESI), desenvolvida em 1988 por John Fenn,
laureado com Nobel em 2002.14* A segunda, e ndo menos importante, fonte de
ionizacdo amplamente utilizada em espectrometria de massas trata-se da matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI), que foi desenvolvida ha mesma época,
precisamente um ano antes da fonte ESI, em 1987 pelos pesquisadores Tanaka,
Karas e Hillenkamp. Tanaka também foi laureado com o prémio Nobel em 2002 por
esse importante evento na area da espectrometria.3’

Nas analises de MALDI, ilustrada de forma simplificada em trés etapas na figura
18, é adicionado as amostras uma solucdo do reagente matricial (etapa A) que apos
evaporacao do seu solvente forma uma camada de pequenos cristais, inclusive com
co-cristalizacao analito-matriz, que absorvem a energia do laser incidido (etapa B) e
liberam os analitos na fase gasosa em um processo que 0s leva a ionizacdo (etapa
C).142
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Figura 18. llustracéo esquematica do uso da fonte de ionizacdo MALDI em trés etapas: a)
adicdo do reagente matricial na amostra previamente fixada na placa MALDI; b) apos
cristalizacdo da matriz, € demonstrada a incidéncia do laser na superficie da amostra, c)
ionizag&o do analito.

A simplicidade na preparacdo das amostras analisadas por MALDI MS é
considerada ideal para analises simultaneas, rapidas e de alto rendimento, inclusive
no estudo de misturas complexas. Além disso, em comparacdo com a fonte ESI,
MALDI ndo é téo suscetivel a supressao ibnica, o que potencializa sua aplicacdo na
andlise direta dos produtos a base de plantas.143144

No decurso da sua criagéo (1987) até o presente ano (2022), um pouco mais de
40 artigos foram publicados utilizando a técnica MALDI no estudo de
Cannabis/canabinoides ou Erythroxylum coca/cocaina, tabela 4, sendo uma das suas
primeiras publicacbes apenas sete anos depois, em 1994, o que evidencia que esta
combinacédo entre técnica (MALDI) e matrizes de estudo (Cannabis e seus produtos,
e Erythroxylum coca e cocaina), mesmo com suas potencialidades, ainda é incipiente

em pesquisas cientificas.
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Tabela 4. Artigos publicados que utilizaram a técnica MALDI no estudo de Cannabis e/ou canabinoides (incluindo os endocanabinoides e sintéticos), Erythroxylum
coca e/ou cocaina, e suas respectivas informagdes resumidas em: ano de publicacdo, objetivo do estudo, matriz MALDI utilizada e analisador de massas. Os
dados foram adquiridos a partir de uma pesquisa no banco de dados Web of Science (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, Estados Unidos) usando os termos:

“Cannabis or cannabinoids and MALDI” e “Cannabis or cannabinoids and matrix-assisted laser-desorption ionization
e “Erythroxylum coca or cocaine and matrix-assisted laser-desorption ionization”. Fonte: Web of Science.

”,

; “Erythroxylum coca or cocaine and MALDI”

Cannabis

Ano Objetivo do Estudo Matrizes MALDI Analisador Referéncia
Desenvolvimento de método para a determinagcdo de

1994 | conjugados hapteno-proteina transportadora de A®- AS TOF Goto, et al. 1994
THCA.1%®
Investlgac_;ao dos efeitos entre, 0 canablr]o!de endégeno DHB TOE Oz, et al. 2005
anandamida e o etanol em andlise dos o6citos.4¢

2005 | Estudo de preparacbes do receptor canabinoide CB1
purificados em uma Unica etapa e submetidos a digestédo CHCA TOF Xu, et al. 2005
de proteinas e posterior andlise.**’
Investigacdo da interacdo entre os efeitos inibitorios da

2008 | anandamida em odécitos que expressam receptores az de DHB TOF Jackson, et al. 2008
acetilcolina.'4®
Método para andlise direta de preparacdes de misturas

2012 | de ervas e identificacdo de canabinoides sintéticos em CHCA TOF Gottardo, et al. 2012
materiais apreendidos.*?

2013 E)aeé:(r)nllgglgao de canabinoides e outras drogas em fio de CHCA Orbitrap Musshoff, et al. 2013

2014 Pr_ocedimento para a coleta eficiente de Cannabis em CHCA Q-TOF Kuwayama, et al, 2014
misturas de ervas.%°

2016 Proposta_ de_ de_riyatizagéiq dos canabinoides para estudo CHCA O-TOF Beasley, et al, 2016
da sua distribuicdo espacial em cabelos.*!
Estudo da aplicabilidade de extratos de Cannabis para

2018 | sintese rapida e econdmica de nanoparticulas para DHB TOF Singh, et al. 2018

possiveis formacdes de biofilme.1%?
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Identificacdo por imagem de canabinoides sintéticos em
cabelo.t®®

CHCA

QIT-TOF

Kernalleguen, et al.
2018

2019

Deteccéo e localizagc&o por imagem do endocanabinoide
2-araquidonoilglicerol em testiculos.5

DHB

Orbitrap

Nielsen, et al 2019

Estudo da distribuicdo espacial de canabinoides na folha
inteira de Cannabis1*°

CHCA, DHB, MBT

FT-ICR

Santos, et al. 2019

Identificacdo e estudo da distribuicdo espacial de
canabinoide sintético em cabelo.*>®

CHCA

FT-ICR e TOF

Lin, et al. 2019

Erythroxylum coca

1996

Estudo da aplicabilidade da técnica MALDI para triagem
rapida de amostras de urina para drogas de abuso,
incluindo a cocaina.®’

FA, DHB, CHCA, MSA

TOF

Muddiman,et al. 1996

A estequiometria dos residuos de benzoilecgonina para
peroxidase de rabano foi determinada por MALDI. O
conjugado Benzoylecgonine-horseradish
perioxidase pode ser usado como reagente de
diagnéstico para a deteccao de cocaina em amostras de
drogas ilicitas e em fluidos biolégicos.%®

SA

TOF

Gowda, et al., 1996

Analise quantitativa de cocaina usando cromatografia de
camada delgada acoplada a MALDI.159

CHCA

TOF

Nicola, Gusev &
Hercules,1996

1999

Proposta de utilizacdo de MALDI como uma ferramenta
eficaz na confirmacao de benzoilecgonina, metabdlito da
cocaina, em amostras de urina apds extracdo em fase
s6lida.*50

DHB

Hall, Goolsby,
Brodbelt, 1999

2005

Andlise de cérebros de ratos coletados apds injecao
intraperitoneal de cocaina. A identidade das drogas foi
ainda confirmada por MS/MS. 61

DHB

TOF

Wang, et al 2005

2009

Deteccao de cocaina, benzoilecgonina e cocaetileno em
cabelo por MALDI.¢?

CHCA

TOF

Vogliardi, et al. 2009

2010

Identificacdo de 15 fosfoproteinas alteradas pelo uso de
cocaina por MALDI.%63

TOF

Tannu, Howell &
Hemby, 2010
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Desenvolvimento de um método de triagem rapida para
deteccdo de cocaina em cabelo por MALDI. Um total de
304 amostras de cabelo foram analisadas por MALDI e
seus resultados comparados com um método de
cromatografia gasosa. Os resultados obtidos
demonstram especificidade e sensibilidade de 100%
para MALDI-MS.164

CHCA

TOF

Vogliardi, et al. 2010

Analise quantitativa de cocaina no tecido cerebral post-
mortem de um usudario crénico de cocaina.%®

DHB

Linear lon Trap

Reich, et al. 2010

2011

Imagens por MALDI para estudo da distribuicdo de
cocaina e seus metabdlitos em amostras intactas de
cabelo Unico de usuarios cronicos.166

CHCA

QITRAP

Porta, et al. 2011

2012

Triagem qualitativa em fluidos biol6gicos no controle de
doping por MALDI para cocaina, seus metabdlitos e
outras drogas.'¢’

DHB

TOF

Galano, etc al. 2012

2013

Determinagdo de cocaina e outras drogas em fio de
cabelo.'4®

CHCA

Orbitrap

Musshoff, et al. 2013

Estudo quantitativo por MALDI para a analise de cocaina
em tecido cerebral usando um padrao interno de cocaina
deuterada.%®

DHB

Q-TOF
LTQ

Pirman, et al. 2013

2014

Estudo de impressfes digitais latentes reveladas com
cianoacrilato e deteccéo de cocaina em marcas de dedos
por MALD].169

DHB

TOF

Sundar & Rowell 2014

Aplicacdo da técnica MALDI para andlise de drogas de
abuso (cocaina e outras).'’°

CHCA

Orbitrap

Ostermann et al. 2014

Estudo com imageamento por MALDI do efeito do
tratamento cosmético sobre a cocaina no cabelo.1’?

CHCA

Q-TOF

Cuypers et al. 2014

2015

Estudo da ultima etapa da via biossintética, catalisada
pela enzina BAHD aciltransferase, na producdo de
cocaina em folhas de Erythoxylum coca, e distribuigdo de
dois alcaloides por MALDI apontando as diferencas entre
as superficies adaxial e abaxial das folhas."?

CHCA

TOF

Schmidt et al. 2015




49

Deteccéao de cocaina e outros alcaloides em impressdes

digitais latentes usando DESI e MALDI que mostraram CHCA Q-TOF Bailey et al. 2015
uma boa correlacdo com o teste de fluido oral.1”®
Estudo com monitoramento de reacgao selecionada por
MAL_DI como uma abordagem quantitativa e robusta para CHCA QITRAP Porta et al. 2015
analises direcionadas a pequenos analitos, como a
cocaina, e peptideos.1’4
Trabalho que explora o potencial de éxido de tungsténio
e oxido de rénio como auxiliadores no processo de ReO3 e WO3 Bernier, Wysocki,
oo . . TOF
ionizacdo de moléculas pequenas, como a cocaina e Dagan, 2015R
outros, por MALDI.7®
Proposta de preparacdo de cortes longitudinais de
amostras de cabelo para andlise de cocaina por imagens CHCA Q-TOF Flinders et al 2015
com a técnica MALDI.17®
Proposta de otimizacdo de preparo de amostra e
2017 parametros instr,umentais para anélises. rapidas de fios CHCA Q-TOF Flinders, B et al. 2017
de cabelo (usuarios de cocaina) por imagens com a
técnica MALDI.17"
Estudo comparativo entre MALDI e outras técnicas de Skriba & Haviicek
imagem quimica para deteccdo de drogas de abuso, CHCA FT-ICR 2018 ’
incluindo a cocaina, em impressdes digitais.*”®
Monitoramento com alto rendimento da cocaina e seus ,
metabélitos em amostras de cabelo usando microarrays CHCA TOF Kema”gg;’g” etal
2018 | para andlises por MALDI.17®
Pesquisa que explorou o uso de perfis e imagens por
MALDI para a analise de impressdes digitais depositadas
em cédulas de polimero bem como no estudo de alvos CHCA Q-TOF SCOtCherzgc‘)fgadShaW’
moleculares de importancia forense com foco na
cocaina.'®
2020 Estudo que propde um método para caracterizar e CHCA QIT-TOF Kernalléguen et al.

localizar cocaina e seus metabdlitos em cabelo, apos 4

2020
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meses da coleta, por imagens obtidas com a técnica
MALDI 181

Estudo de amostras longitudinais e transversais de

cabelos_ embebidos em,drogas, 'de con;umldqres e CHCA QQQ Erne et al. 2020
contaminados com cocaina em p6 foram investigados

usando MALDI.1#2

Desenvolvimento de uma estratégia utilizando MALDI e

espectrometro de alta resolucdo para a analise CHCA LTQ-ORBITRAP XL Joye et al. 2020

gualitativa e quantitativa de drogas classicas, como a
cocaina, e designer drugs.1®

2021

Desenvolvimento de método para estudo da distribuicdo
espacial de diferentes alcaloides e flavonoides em folhas

R - Dos Santos et al. 2021
de Erythroxylum coca por MALDI e espectrometro de MBT, CHCA e MBT FT-ICR 0s wantos eta
massas de alta resolucéo. &4
Avaliacdo da distribuicdo espacial da cocaina e seu
metabdlito em uma impressao digital por MALDI para DHB TOF Costa et al. 2021

discriminar entre administracéo e contato dérmico com a
droga.'®

-* Matriz ndo mencionada; Matrizes: 4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid (ferulic acid, FA); 2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB), a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA); 5-methoxy
salicylic acid (MSA); 2-mercaptobenzothiazole (MBT); Sinapinic acid (SA).; Analisadores: time-of-flight (TOF); triple quadrupole (QQQ); Fourier transform ion cyclotron resonance
(FTICR); Quadrupole TOF (Q-TOF); Linear lon Trap (LTQ); Triple quadrupole linear ion trap (Q/TRAP); Quadrupole lon Trap TOF (QIT-TOF); lon Trap (IT).
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Ainda, outro avanco significativo na MS foi o desenvolvimento da técnica de
imaging mass spectrometry (IMS),186:187 que possui como um dos diferenciais a
maneira como os ions sdo gerados, por exemplo, por electropulverizacao de goticulas
de solvente carregadas, como em desorption electrospray ionization (DESI), gerada
por um fluxo baixo (0,5-10 yL mint) de solvente e aplicacdo de um gas nebulizador,
além de um potencial de alta voltagem (~4-5 kV), que resulta em um feixe de micro-
goticulas carregadas; ou formacédo dos ions pela incidéncia de um laser, geralmente
de N2 (355 nm), com (MALDI) ou sem (LDI) o uso de reagentes matriciais. 818

Apesar da fonte DESI permitir analise direta, sem adi¢cdo de matriz, possui uma
resolucdo espacial limitada, impossibilitando a aquisicdo de imagens de alta
resolucao, pois o spray da fonte DESI ndo pode ser focado da mesma maneira que o
laser em um experimento MALDI, que por sua vez possui instrumentos comerciais
disponiveis oferecendo resolugées espaciais em torno de 20 um.’8

Assim, o IMS combinado com a técnica MALDI (MALDI IMS) tem sido
considerado uma ferramenta analitica capaz de determinar, em um Unico ensaio, a
distribuicdo espacial de diversas classes, tais como lipidios, proteinas, peptideos,
drogas e diversos metabdlitos na superficie de diferentes tecidos. ¢

Uma das grandes vantagens do imageamento por MALDI é a correlacdo da
informacdo molecular com a histologia da amostra, mantendo as informacdes de
localizacdo espacial dos analitos apos as medi¢cdes de massas, trazendo uma nova
qualidade de dados moleculares.89

Nas andlises de MALDI IMS, ilustrada na figura 19, apoés fixacdo da amostra a
uma placa metalica (etapa A), um espectro de massas individual com as intensidades
dos m/z é registrado para cada pixel (etapa B). Posterior a esta aquisicdo dos dados,
a formacdo das imagens é realizada com a conversdo do espectro de massas em
arquivo de imagem com auxilio de software, normalmente fornecido pelo fabricante
do equipamento, ou ainda usando o MATLAB a partir da importacéo dos dados brutos.
Assim, com a selecao no espectro médio gerado e atribuicdo de cor especifica para
cada m/z (etapa C), os ions sdo subsequentemente visualizados em uma escala

colorida sobre a area total da amostra (etapas C e D).186.1%0
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Figura 19. llustragdo esquematica do método de imageamento por MS; a) A area da amostra
€ totalmente subdividida (conceitualmente) em pixels, que sdo analisados individualmente
ponto a ponto (pixel per pixel) exemplificado pela incidéncia do laser (vermelho) e os ions
gerados levados ao analisador (representacao por seta); b) para cada pixel, um Unico espectro
de massa é armazenado em conjunto com suas coordenadas espaciais; c) apés toda a
superficie ser analisada, ha conversdo em arquivo de imagem, e a partir de um espectro de
massas médio sdo criadas imagens que podem ser individualmente visualizadas atribuindo
uma cor a cada m/z especifico; d) bem como a juncdo de varios m/z na mesma imagem
(colocalization).

Fonte: Wu et al. 2013 — Adaptada.®®

Vale ressaltar que um dos principais fatores em estudos que necessitam de
cortes histolégicos e analises posteriores por MALDI IMS é a necessidade que o tecido
seja estabilizado e forneca uma superficie de corte adequada. Para isso, materiais
como parafina e/ou OCT (optimal cutting temperature polymer) sdo amplamente
utilizados para esta finalidade, no entanto, estes podem prejudicar a ionizacao dos
analitos da amostra devido a supressao ibnica causada por eles. Semelhantemente,
0 proprio reagente matricial utilizado em MALDI IMS pode ser capaz de interferir na
ionizacdo dos analitos pelo mesmo motivo, principalmente na faixa de massa baixa
(m/z <1000).78:144

Outro fator importante a ser considerado na etapa de preparo para estudos por

MALDI IMS é a aplicacdo da matriz MALDI, que é responsavel pela obtencéo de
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espectros de massa de alta qualidade, além de manter a integridade espacial da
superficie do tecido analisado. Entre os variados métodos de aplicacdo da matriz
destacam-se: os pulverizadores, a sublimacéo e aplicacdo da matriz com pipeta. Este
ultimo limita-se ao uso para analises de perfil quimico por MALDI MS. 78144192

Apesar dos primeiros relatos da utilizacdo de MALDI IMS surgirem em
1994,188.193 Caprioli et al., 1997,1°2foi considerado o pioneiro no imageamento quimico
em tecidos. Desde entdo, o imageamento por MALDI vem ganhando espaco no
campo cientifico com identificacdo e localizacdo de compostos diretamente nas
superficies analisadas, sendo capaz de fornecer novas perspectivas sobre a analise
de diferentes amostras, proporcionando resultados de alta resolucéo.'

Os estudos em tecidos vegetais por MALDI IMS, para avaliar a distribuicdo
espacial de diferentes compostos, se expandiu rapidamente a medida que as técnicas
basicas se tornaram bem estabelecidas e os instrumentos comercialmente
disponiveis.”® Grande parte dos trabalhos até o momento foram desenvolvidos para
comprovar a aplicabilidade da técnica com énfase no desenvolvimento do método. No
entanto, alguns autores desenvolveram suas pesquisas com finalidade de avancar no
entendimento da biologia vegetal.’8194.195

Indubitavelmente as plantas estdo entre as matrizes mais complexas da
natureza, pois além de biossintetizar cerca de até 200.000 diferentes metabdlitos,
possuem natureza multicelular.”®8” Ao analisar seus perfis metabdlicos globais,
novas descobertas que ligam as vias celulares aos mecanismos biol6gicos podem ser
reveladas, permitindo a compreensao quanto as possiveis relagdes entre a bioquimica
mecanicista com o fenétipo celular.”219

Com isso, diversificados estudos envolvendo imageamento quimico de
compostos em produtos naturais, especialmente nos ultimos anos, tém exemplificado
a evolucdo da aplicacdo da técnica MALDI IMS no estudo de tecidos
vegetais.78'150'18&194'197'205

Assim, a luz desses estudos emergentes sobre o potencial da aplicacdo da
técnica IMS em tecidos vegetais, e apesar da utilizacdo do imageamento quimico nas
plantas Cannabis e Erythroxylum coca incipiente, estima-se que essa, ainda pouco
explorada, ferramenta analitica seja amplamente utilizada no estudo e novas

descobertas nos campos da canabindmica e alcaloideémica.
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CONCLUSOES

O presente estado da arte buscou apresentar conceitos dirigentes para
compreensao e entendimento da linha evolutiva de pesquisa das plantas Cannabis e
Erythroxylum coca ao longo dos anos até as suas aplicacdes atuais. Para isso,
informacdes historicas, caracteristicas morfolégicas e microscépicas, taxonomia,
fitoquimica, classe canabinoide e alcaloide, contribuicbes na medicina desde
evidéncias anedéticas até comprovacfes cientificas recentes, produtos derivados
para fins recreativos, dados sobre o uso abusivo, legislacdo brasileira vigente,
técnicas e metodologias classicas e atuais no estudo dos seus constituintes, com
destague no possivel e ascendente uso do imageamento quimico por MS como uma
alternativa analitica no campo da canabindmica e alcaloide6mica, entre outros, foram
organizados. Assim, todos esses importantes e cooperativos apontamentos
supracitados evidenciam a amplitude da tematica e sua aplicabilidade em vérias areas
das Ciéncias.
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CAPITULO Il = ARTIGO CIENTIFICO |

“LDIl e MALDI-FT-ICR Imaging MS em folhas de Cannabis: estudo da
distribuicdo espacial de canabinoides”

“LDI and MALDI-FT-ICR imaging MS in Cannabis leaves: study of spatial distribution of cannabinoids”

RESUMO

A técnica matrix-assisted laser  desorption/ionization  imaging  mass
spectrometry (MALDI IMS) é considerada uma ferramenta analitica capaz de
determinar a identidade quimica e a distribuicdo de centenas de moléculas em uma
Unica analise que resulta em dados de localizacao espacial dos analitos ha amostra a
partir da determinacéo de seus valores de m/z com a conservacao da sua histologia
natural. No entanto, ha auséncia de trabalhos que utilizam MALDI IMS no estudo da
distribuicdo de canabinoides pela extensdo da folha de Cannabis. Diante dessa
premissa, esta pesquisa utilizou as técnicas de LDI(-)/MALDI(-)MS e IMS para
deteccao e estudo da distribuicdo espacial de compostos canabinoides em folhas de
Cannabis frescas (2018) e envelhecidas (2015), e avaliou a eficiéncia de trés
reagentes matriciais: a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), 2,5- dihydroxybenzoic
acid (DHB) e 2-mercaptobenzothiazole (MBT) em fungéao de suas concentragdes que
variaram de 0,1 a 25 mg mL?). Os resultados de MALDI(-) MS e IMS obtidos
mostraram maior eficiéncia de ionizagcdo dos canabinoides com a utilizagcéo de baixas
concentracbes (0,1 e 0,5 mg mL?) das matrizes. Além disso, dentre as matrizes
estudadas, destacou-se a MBT, na concentracdo de 0,1 mg mL*, que resultou em
maiores valores de total ion current (TIC) e excelente exatiddo de massas quando
comparado aos demais reagentes matriciais estudados, bem como ao LDI(-). Ainda,
com intuito de remover possiveis compostos apolares da superficie da folha de
Cannabis, uma folha da mesma planta e mesmo caule, foi mergulhada no solvente
hexano e submetida a analise de MALDI IMS com a adicdo da matriz MBT (0,1 mg
mL1), entretanto, ndo houve eficiéncia significativa na deteccdo dos canabinoides.
Portanto, o desenvolvimento deste estudo apresenta, além da aplicabilidade do
imageamento quimico por MALDI IMS em folha de Cannabis, a concentracdo e matriz
mais eficientes no processo de ioniza¢do e o monitoramento da distribuicdo espacial
dos canabinoides na superficie foliar.

Palavras-chave: Folhas de Cannabis, canabinoides, espectrometria de massas,
imageamento quimico, distribuigéo espacial.
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1. INTRODUCAO

Em metabolémica, a maioria das analises de espectrometria de massas (Mass
Spectrometry - MS), sé@o realizadas em combina¢do com técnicas de separacao
tradicionais, tais como a cromatografia gasosa e liquida (Gas Chromatography - GC e
Liguid Chromatrography - LC). As analises de tecidos vegetais a partir dessas
metodologias tradicionais de MS necessitam de preparo prévio, como por exemplo
extracbes, permitindo a identificacgdo do composto na amostra, porém, toda
informacao sobre a sua distribuicdo espacial e histolégica € perdida no procedimento
experimental.t

Atualmente, € possivel analisar diferentes compostos por MS devido ao
desenvolvimento de novas fontes de ionizacédo,? como por exemplo a ionizagédo por
dessorgéo a laser (laser desorption ionization - LDI), que utiliza lasers com energia na
regido do ultravioleta (UV) ou Infrared (IR) para a direta dessorcéo e ionizacdo de
compostos de uma superficie analisada.! Esta técnica necessita de uma preparacéo
minima da amostra, diminuindo a perturbacéo e preservando a sua integridade.?

Neste contexto, matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI), que difere
do LDI devido ao uso de uma matriz previamente adicionada ao tecido em estudo, é
considerada uma técnica de ionizagao “branda”, pois os ions sao formados a presséo
reduzida (~10® mbar), como consequéncia, pouca ou nenhuma fragmentacédo é
formada, permitindo a deteccdo de moléculas néo volateis e labeis.*°

Especificamente para uso da fonte de ionizagdo MALDI, a matriz adicionada
sobre a amostra € cristalizada e apés a evaporacao do solvente resulta na formacéo
de uma camada de pequenos cristais, que podem variar de tamanho, na superficie do
tecido.* Esta matriz adicionada a amostra absorve luz a um determinado comprimento
de onda do laser e permite que o analito seja dessorvido e ionizado, inclusive sem
excessiva fragmentagdo, portanto geralmente a adicdo da matriz melhora a
sensibilidade da técnica quando comparada com a que utiliza a fonte LDI, protegendo
o analito da incidéncia direta do laser e auxiliando no processo de
dessorcgéaol/ionizagédo.!

A ionizacdo por MALDI MS pode ocorrer, dentre outras maneiras, atraveés de
reacGes do tipo acido-base (protonacgdo e desprotonacdo) entre a matriz e o analito.®
Além disso, em dependéncia das caracteristicas do analito, ha diferentes matrizes, de

composigcdo quimica especifica, que podem ser utilizadas. Portanto, a escolha da
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matriz, bem como sua adequada concentracdo sdo fatores determinantes para a
eficiéncia nos experimentos por MALDI.”

Ainda, a simplicidade na preparacdo da amostra € considerada uma vantagem
da técnica de MALDI MS frente a outras técnicas de ionizagdo, como por exemplo a
fonte electrospray ionization (ESI), devido a sua maior resisténcia a contaminantes
externos, isto é, efeitos de matriz ou problemas relacionados a supresséo ionica, que
permite assim, andlises diretas das amostras de produtos naturais.81°

Particularmente nos ultimos anos a combinacéo das técnicas MALDI e imaging
mass spectrometry (MALDI IMS) tem sido considerada uma técnica analitica capaz
de determinar a identidade e a distribuicdo espacial de diversas moléculas em tecido
animal ou vegetal em um Unico ensaio. Este método € adequado para o estudo de
diferentes classes e moléculas como lipidios, proteinas, peptideos, drogas e seus
metabdlitos, diretamente da superficie dos tecidos.11:12.13.14

Durante as analises de MALDI MS os dados adquiridos séo registrados como
um grafico, com m/z no eixo x e intensidade relativos dos ions no eixo y. Em MALDI
IMS além do armazenamento dos dados adquiridos, a distribuicdo dos ions pode ser
visualizada pela criacdo de imagens quimicas em que a escala de cores representa a
intensidade normalizada de cada ion especifico. Assim, cada pixel da imagem da area
analisada pode ser associado ao seu espectro de massas original, adquirido em uma
determinada posicgado.*®

Logo, MALDI IMS correlaciona a informacdo molecular com a histologia
tradicional do tecido analisado, proporcionando identificar a localizacdo espacial dos
analitos em funcao dos seus valores de m/z, resultando assim em uma nova dimensao
de dados moleculares.1416-24 Ainda, MS é considerada uma das técnicas analiticas
mais utilizadas para a aquisicdo de imagens quimicas, devido, entre outros fatores,
a sensibilidade (técnica capaz de detectar quantidades extremamente baixas de
metabdlitos) e a seletividade da técnica (distincdo de analitos semelhantes ou
interferentes), além dos recursos de identificagcdo como informacdes de massa exata.!
Ainda, ao contrario das técnicas de imagem Optica tradicionais, IMS possui informacéo
guimica que é uma parte inerente das imagens construidas.

Em geral, a obtencdo de imagens com a técnica IMS, especialmente no estudo
de tecidos vegetais, ainda se mantém longe da rotina de laboratorios, fazendo-se

necessario adaptar protocolos e principalmente desenvolver métodos adequadas para
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as diferentes plantas.t?* Além disso, considera-se também a complexidade do tipo
amostral, visto que as plantas estédo entre as matrizes mais complexas da natureza.'®
Portanto, os tecidos vegetais sustentam muitos desafios para compreenséo dos seus
processos bioldgicos, cujo perfil metabodlico ainda é capaz de mudar drasticamente
durante o seu desenvolvimento. 1152526

Particularmente em relagdo a planta Cannabis sativa L.,2"?° cujas evidéncias
arqueoldgicas indicam cultivo na Asia Central ha milhares de anos,® a sua
prodigalidade fitoquimica é comprovada pela presenca de varios constituintes
naturais, que se organizam em diferentes classes quimicas, como: flavonoides,
esteroides, fenantrenos, nitrogenados, acidos graxos, canabinoides (mais de 100
identificados) entre outros. 332 Portanto, esta planta é considerada uma matriz de
estudo muito complexa devido ndo apenas ao seu grande numero de constituintes,
como também as possiveis interacdes entre eles.33 Assim, tanto no estudo Cannabis
como para outras plantas, um consideravel nimero de pequenas moléculas altamente
diversa representa um grande desafio para a metabolémica, especialmente nas
andlises das distribuicGes espaciais dos metabdlitos. 12526

Em 2014, Kuwayama e colaboradores desenvolveram um procedimento usando
MALDI IMS para otimizar a selecéo e identificacdo de Cannabis de forma eficiente em
misturas de ervas produzidas para evitar a regulamentacao do seu pais (Japao). Para
isso, apés andlise das misturas por MALDI IMS, a partir da selecéo do sinal de m/z
315, para A°%-THC/canabinodiol (CBD) e m/z 311 para CBN, a distribuicdo dos
canabinoides na amostra foi visualizada, e as pecas com canabinoides foram
coletadas seletivamente. Em seguida, os procedimentos comuns de exames
morfolégicos mostraram que a maioria das pecas selecionadas apresentavam
tricomas, caracteristicos da Cannabis, 0 que resultou na economia de tempo e
trabalho na pesquisa destes nas misturas herbais.?°

Outros trabalhos foram desenvolvimentos envolvendo principalmente
metabdlitos de drogas de abuso, inclusive da Cannabis, usando MALDI IMS,343 no
entanto, nenhum estudo até o ano 2018 fez referéncia a distribuicdo espacial de
canabinoides pela extenséo das folhas inteiras de Cannabis por MALDI IMS. Portanto,
o presente trabalho desenvolveu um método de analise utilizando as técnicas de LDI
e MALDI(-) MS e IMS na identificacdo e distribuicdo espacial dos compostos

canabinoides presentes nas folhas frescas (2018) e envelhecidas (2015) de Cannabis,
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onde a eficiéncia de trés reagentes matriciais (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA), 2,5- dihydroxybenzoic acid (DHB) e 2-mercaptobenzothiazole (MBT)), em
nove diferentes concentracdes (0,1; 0,5; 1,5; 3; 5; 10; 15; 20 e 25 mg mL™?) foram

avaliados no processo de ionizagdo dos compostos de interesse.

2. METODOLOGIA

2.1 Amostras e Reagentes

Folhas de Cannabis frescas, apreendidas pela Policia Civil do Espirito Santo
(PC-ES) e analisadas até trés meses ap0s sua apreensdo em 2018, e envelhecidas,
apreendidas em 2015 pela Policia Federal do Rio Grande do Sul (PF-RS) foram
fornecidas ao laboratério de Petrolebmica e Forense para desenvolvimento da
pesquisa. Estas folhas foram previamente selecionadas e inicialmente cortadas, na
dimenséo de 0,2 x 0,1 cm, posteriormente analisadas com e sem aplicacao da solucéo
dos reagentes matriciais: CHCA, DHB e MBT, adquiridos pela Sigma-Aldrich
Chemicals, USA. Folhas inteiras de Cannabis fresca também foram analisadas apés

desenvolvimento da metodologia.

2.1.1 Preparacao das amostras e matrizes MALDI

Em etapa anterior a adicdo dos reagentes matriciais nas amostras de folhas de
Cannabis, estas matrizes: DHB, CHCA e MBT foram solubilizadas em metanol
(matrizes: DHB e CHCA) e acetona (matriz. MBT), solventes com grau de pureza
analitica superior a 99,5% (Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil), e preparadas em nove
concentragées diferentes: 0,1; 0,5; 1,5; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg mL™.

Além disso, o solvente hexano, grau de pureza analitica superior a 99,5%,
Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil, foi utilizado em uma etapa particular de extracdo da
folha de Cannabis para avaliar uma possivel diminuicdo do efeito de supressao ibnica

nas andlises de MALDI(-) imaging MS.

2.2 LDI(-) e MALDI(-) MS e Imaging

O espectrometro de massas utilizado foi o Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry (FT-ICR MS), modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics,

Bremen, Germany, equipado com um laser smartbeam Il (355 nm), e com as fontes
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LDI/MALDI. Todos os espectros foram calibrados externamente usando uma solucéo
de arginina (m/z 200-1500).

As analises MALDI MS foram realizadas com intuito de avaliar o efeito das
matrizes e suas diferentes concentracdes na ionizacdo dos canabinoides presentes
nas folhas frescas e envelhecidas de Cannabis. Para isso, varios pedacos de uma
mesma folha, na dimensdo ~0,2 x 0,1 cm, foram fixados a uma placa de aco
inoxidavel, com auxilio de fita dupla face. Posteriormente, foram individualmente
adicionados os reagentes matriciais, nas nove diferentes concentra¢des, com auxilio
do capilar nebulizador da fonte ESI, com fluxo continuo e tempo controlado de 30 pL
min~ por 30 segundos. Além disso, as adicées das matrizes foram realizadas em
triplicata para cada folha, com intervalo de secagem de 1 minuto entre as etapas. Por
fim, apds a evaporacao do solvente, cristalizacdo da matriz e total secagem das folhas,
a placa foi digitalizada e inserida no FT-ICR MS para analise.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo de ioniza¢do negativo, na
faixa de massa entre m/z 200 e 1500, e os demais parametros experimentais foram:
frequéncia do laser: 200 Hz, plate offset: -100,0 V, deflector plate: -210.0 V, laser
shots: 100, foco do laser: small, scans: 16, e modo do laser: enable random walk. A
intensidade do laser foi modificada de acordo com a energia necessaria para a
ionizacdo dos sinais em cada amostra (15-50% — folhas envelhecidas de Cannabis e
15-60% — folhas frescas de Cannabis).

Nas analises de MS, a precisdo de massa foi determinada a partir do erro de
massa (erro = ((Mmedido — Mtesrico) / Mtesrico) * 10°), e o valor de double bond equivalent
(DBE)?® calculado com a equagéo (1):

DBE =[IV] —[I/2] + [lIl/2] + 1 (1)

Onde, | representa atomos monovalentes, como o hidrogénio, cloro, bromo e
iodo; lll atomos trivalentes, por exemplo nitrogénio e fésforo; e IV representa os
atomos tetravalentes, como o carbono, na férmula molecular.

Para a etapa de imageamento por LDI(-) e MALDI(-), utilizou-se o mesmo laser
smartbeam Il, com acumulacdo de 1 scan com 100 laser shots por pixel para cada
espectro de FT-ICR, com resolugéo espacial de 200 um e intensidade média do laser
de 40% para a ionizagao de cada amostra. Todos os dados espectrais e de imagens
foram processados com os softwares DataAnalysis e Fleximaging 3.0 (Bruker),

respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 LDI(-) e MALDI(-) MS

Inicialmente, o processo de ionizacdo da técnica MALDI(-)FT-ICR MS foi
otimizado usando pequenos pedacos (dimensédo ~0,2 x 0,1 cm cada) de folhas de
frescas (2018) e envelhecidas (2015) de Cannabis, e avaliada a eficiéncia dos trés
reagentes matriciais: DHB, CHCA e MBT, nas concentragées de 0,1 a 25 mg mL™.

Os resultados das analises, elencados na Tabela 1, mostram maior eficiéncia de
ionizacdo dos canabinoides CBN, A°-THC, CBNA e A°-THCA quando se utilizou as
matrizes DHB e MBT, principalmente nas concentragdes < 0,5 mg mLL. Observa-se
ainda, que as analises de MALDI(-) MS usando a matriz CHCA apresentou ineficiéncia
na ionizacdo dos analitos monitorados, principalmente nas andlises das folhas frescas

de Cannabis.

Tabela 1. Detecgdo dos canabinoides CBN, A%-THC, CBNA e A>-THCA em funcéo da concentragéo (0.1-
25 mg mL?1) das matrizes MBT, DHB e CHCA, usando a técnica de MALDI(-) MS.
MALDI(-)FT-ICR MS

Folha fresca de Cannabis Folha envelhecida de Cannabis
mg mL* mg mL*
01|05|15| 3 | 5 | 10| 15 | 20 | 25 0105|1215 3 | 5 |10 | 15 | 20 | 25
CBN - - - - - - - - - CBN X | x X
|n_:1 A%-THC 'c_n A%-THC X | x X
= CBNA = CBNA X X X
AS-THCA X X - - X X X X X A>-THCA | X X
CBN - - - - - - - - - CBN X | X
o AS-THC M | AS-THC X | X
I I
@) CBNA O | CBNA X | x
AS-THCA X X - - X X X - X A>-THCA | X X X X
CBN - - - - - - - - - CBN X
S| a-THC S| astHC | X
5 CBNA (I) CBNA X
A°-THCA X X X X X - A%-THCA | X X X

X: detectado e - : ndo detectado

Em geral as matrizes MALDI sdo compostos organicos que desempenham papel
como mediadores de energia para facilitar o processo de ionizacdo das moléculas®
que neste estudo séo representadas pelos canabinoides. Além disso, tambéem
cooperam na formacéo de anions através da desprotonacao dos analitos, durante o
processo de ionizacdo por MALDI, devido a basicidade e afinidade de protons (AP)
das moléculas das matrizes.3?

Assim, a maior eficiéncia no auxilio do processo de ioniza¢cdo dos canabinoides,

como agente desprotonante e receptor da incidéncia do laser, da matriz MBT, pode
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ser relacionada ao seu maior valor de AP = 214 kcal/mol e pKa = ~7,0, figura 1a,
comparado aos demais, DHB (AP = 204 kcal/mol e pKa = ~3,0) e CHCA (AP = 183
kcal/mol e pKa = ~1,2), figura 1b-c. Pois, de acordo com a teoria de Brgnsted-Lowry
sobre o comportamento 4cido-base, entre as matrizes (moléculas 4cidas) avaliadas,
a MBT (4cido mais fraco, pKa = ~7,0) tera a base conjugada mais forte que agira como
agente desprotonante dos analitos (canabinoides).

Ainda, apesar da grande aplicabilidade do reagente matricial CHCA para
diversas matrizes de estudo usando a técnica MALDI-MS,*%-4? este, devido ao seu
grupo acido na molécula, torna-se ideal para protonacao de analitos, o que € preferivel

em analises no modo positivo de ionizagéo.*3

a) b) o c) o
Sy, —N HO . )L s
f >—5H i sy OH ﬁ = OH
mm‘_},—,—-"’“‘ms ’JA“‘GH o __%,;: CN
2-mercaptobenzothiazole 2,5- dihydroxybenzoic acid a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(MBT) (DHB) (CHCA)
CyHgNS, C;H0, CypH;ND,
AP = 214 kcalimol AP = 204 kcalimol AP =183 keallmol
pKa = -T.0 pKa = ~3.0 pKa=-~1.2

Figura 1. Matrizes MALDI: a) MBT; b) DHB; e c) CHCA. Fonte: Propria autora.

Nos espectros de LDI(-) MS, analise sem adicdo de matriz, figura 2a,e, €
observada a elevada relacéo sinal/ruido, além do elevado TIC = 1,0x107 para a anion
da molécula de CBN ([C21H2602-H], m/z 309,18689, DBE = 9), principalmente nas
folhas de Cannabis envelhecidas, figura 2e, indicando que a incidéncia direta do laser
pode potencializar a formagédo de CBN, a partir de um processo de degradacgao do A°-
THC ou a partir do seu precursor o A%-THCA, bem como do CBNA. Assim, esse
resultado evidencia a necessidade da utilizacdo de uma matriz que absorva parte da
energia do laser, melhorando assim, o processo de dessorcdo e ionizacdo dos
analitos, sem afetar a composic¢éo inicial da amostra.®

Nos espectros de folhas de Cannabis fresca, figura 2b-d, e envelhecida, figura
2f-h, por MALDI(-) MS das trés matrizes: MBT (figura 2b,f), CHCA (figura 2c,g) e
DHB (figura 2d,h), na menor concentragdo = 0.1 mg mL™, é possivel observar que
com o uso do reagente matricial MBT, o ion do A®THCA ([C22H3004-H];, m/z
357,20726, DBE = 8) é detectado como espécie mais abundante (TICa%tHca= 2,6x107,

figura 2b). Semelhantemente, a eficiéncia de ioniza¢cdo com esta matriz é observada
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nas analises das folhas de Cannabis envelhecidas, figura 2f, que proporcionou a
detecgdo dos canabinoides CBN (m/z 309,18878, DBE= 9), A°-THC ([C21H3002-HJ,
m/z 313,22005, DBE= 7), CBNA ([C22H2604-H]", m/z 353,17952, DBE = 10) e A>-THCA
(m/z 357,21085, DBE = 8), com valores de TICcen = 3,6x10%; e TICa%tHc = 1,2x106,
TICcsna = 8,3x10°8 e TICa®-THca= 2,5%107, respectivamente.

Os espectros de MALDI(-) MS com a matriz DHB também apresentaram
resultados satisfatorios, principalmente para as analises de folhas envelhecidas,
figura 2h, na deteccdo dos quatro canabinoides monitorados: AS-THCA (m/z
357,20906, DBE = 8), CBNA ([C22H2604-H], m/z 353,17771, DBE = 10), CBN (m/z
309,18740, DBE=9), A%-THC ([C21H3002-H]", m/z 313,21864, DBE= 7), € TICa%-THcA =
1,1x107; TICcna= 9,0x108; TICcsN = 4,1x108; e TICa%THc = 1,3x10°), com desempenho
similar ao observado com a matriz MBT.

P ( | : CBN ”~
e A%-THC — CyH 01 ) HIF CBNA .
[€CHuOH] (¢, 1,0, HI CBNA y : [(u”u._?z HE  povnc O H] (M0 H]
. " mausz [CuHOH"  me ' - (T ) seszem
. 31620202 ne 357.21027 | 30918689 oo nw S
(a) LD A 328,59620 ssonss SO . 280106 18 18508 2810°  357.20851
| 3 35317816 ' ()W 332183 2 ssomann | 35317721
36720726 | — T T T s z0ms
ne ' ™ ne
(b) MBT - v;(ia. — Pt : (1) MeT umi' . :r:cm s 3100 150"
7 - . w4 rom 35317952
MI21781  saenwast gwsess 35347883 : 309.18878393 22005 ssarnee smae |
2967068 KaT.06812 ~- - 27,0841 =
[)OHEA 39y cores 3L0M Laxtor - e 31108130 " asnior
s aceen 23820037 35720813 ¢ (RICHCA L 4111001 2aat0r 35720831
| 13920030 - ' 30918534 1A 45 20617 353—?7595
245 00095 NE Aottt ’ e r;:;so;:;;HSST 211‘)?06
d) OHB S 357.20043 | - nc . !
¢ MQ‘SL\M . N ' (moHs 30‘9"“"‘0 Lant 345 30020 1eeny
32411 " ' ‘ 22 2
m NS e n: s m??:“ a8 0 s : L SISSRS4 i s adddl
wr : mn s o pril ™0 3 3 M8 bl w4
o~

Figura 2. (a,e) LDI(-) MS, (b-d) MALDI(-) MS de folhas de Cannabis frescas e (f-h) folhas
envelhecidas em funcdo de diferentes matrizes: (b,f) MBT, (c,g) CHCA, (d,h) DHB, na
concentracdo de 0,1 mg mL. Fonte: Prépria autora.

Por outro lado, a utilizacdo do reagente matricial CHCA, apresentou espectros
MALDI(-)MS, figuras 2c,g, com menor eficiéncia de ionizacao entre os avaliados, com
valores de TICcsn = 1,6x108; e TICa®-THc = 1,2x108, TICcena = 2,8x108 e TICaS-THCA=
4,8x10° para as folhas envelhecidas, figura 2g, e detecgdo unicamente do A*-THCA,
m/z 357,20813, DBE = 8 e TICa%tHca= 1,4x10° para a folha fresca, figura 2c. Tal
resposta, pode ser relacionada principalmente a presencga de sinais interferentes na
regido de massa baixa resultantes da utilizacdo do reagente matricial CHCA,
evidenciado, por exemplo, pela abundancia majoritaria do ion de m/z 327, o qual pode

causar supressdo ibnica das moléculas dos canabinoides. Todos 0s quatro
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canabinoides detectados utilizando este e os demais reagentes matriciais estédo

elencados natabela 2, que informa detalhadamente suas formulas moleculares, DBE,

m/z experimental, DBE e TIC.

Tabela 2. Informacdes de férmula, DBE, m/z medido e TIC da analise de folhas novas (2018)
e envelhecidas (2015) de Cannabis. Fonte: Propria autora.

7,2x10°

1,4x10°
[ 35317698 | | 2.8x10° |

5,9x106

m/z
Canabinoides SO DBE ML
molecular Folha Nova
(2018)

A°-THCA [C22H3004-HJ 8 357.20726

5 CBNA [C22H2604-H] 10 353.17583

s AS-THC [Ca:H3002-H] 7 313.21751
CBN [C21H2602-H] 9 -

< AS-THCA [C22H3004-HJ 8 357.20813
O CBNA [C22H2604-H] 10 -
L AS-THC [C21H3002-H] 7 -
O CBN [CotHsO-H] | 9 -

A9-THCA [C22H3004-H] 8 357.20943
% CBNA [C22H2604-H] 10 -
&) AS-THC [C21H3002-H] 7 -
CBN [C21H2602-HJ 9 -

- ndo detectado

Ainda, uma melhor compreensdo do desempenho da matriz MBT em baixas

concentragdes, < 0.5 mg mL?, pode ser alcangada a partir da figura 3a-k, que mostra

uma expanséo dos espectros de MALDI(-)FT-ICR MS de folhas frescas de Cannabis

na regido de m/z 352 a 358. A figura 3a-i refere-se aos resultados de MALDI(-) MS

usando o reagente matricial MBT em nove concentracfes variando de 25,0 a 0,1 mg

mL! (ordem decrescente), e as figuras 3j e 3k mostram os resultados de LDI(-)MS

da mesma folha de Cannabis e o espectro apenas da solucdo da matriz,

respectivamente. Essa faixa de expansao espectral (m/z 352 a 358) foi escolhida

devido a abundancia dos canabinoides acidos em folhas de Cannabis fresca nessa

regido do espectro, destacando os canabinoides acidos que foram detectados na
forma de ifons: CBNA ([C22H2604-H]:, m/z 353,17) e A°-THCA ([C22H3004-H]", m/z

357,20).
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CBNA A®-THCA
1 TIC 5.6x107
a) 25,0 mg.mL 354.94766 337 20747
7 ! 35595110  356.94354 |
b) 20,0 mg.mL* S 357.20737
1 35595102 TIC 6.8x107 '
c) 15,0 mg.mL? 354.94767 357.20747
[ 35595105  356.94351 [1IC 2.2x10]
d) 10,0 mg.mL? 357.20752
353.17630 354.94783 TIC 5.4x107 ‘
e) 5,0 mg.mL? 357.20730
353.17603 iapaddiad TIC 2-35,19L,.|, e
f) 3,0 mg.ml..l 354.94743
JA, 35595086 356.94330
g) 1,5 mg.mL? 354,94778
‘ 355.95060  356.94314
357,20900
h) 0,5 mg.mL? TIC 4.4x10° »
353.17768 356,77840
: 357,20726
i) 0,1 mg.mL* .
TIC 2.6x10’
j) LDI 353.06866 355 53706 355.05811  356.43736 Ec‘ 2.3x10°
k) Matriz 354.94754
1 355.95093 356.94338
3530 3535 3540 3545 3550 '/555'.5' 3560 3565 357.0 357.5
m/z

Figura 3. MALDI(-)MS (a-i) de folhas frescas de Cannabis usando a matriz MBT nas
concentracdes de 0,1 a 25,0 mg mL™. Espectros de massas da folha de Cannabis sem matriz
(LDI(-) MS) e apenas da solugédo matriz s&o mostrados nas figuras (j) e (k), respectivamente.

7

A concentracdo da matriz também é um fator importante a ser considerado
devido a variedade e até desconhecimento das concentracdes reais dos analitos na
amostra, pois a alta concentracdo da matriz pode resultar no efeito de supressao de
ions do analito (como visto na figura 2c,g, com a matriz CHCA) e resultar na deteccao
de sinais relacionados a composicdo da matriz, principalmente na andlise de
moléculas com baixo peso molecular.**

Como pode ser observado na figura 3 a-k, com o aumento da concentracéo da
matriz, > 0,5 mg mL1, um aumento na abundancia do sinal de m/z 354,94, interferente
presente na composi¢do quimica do espectro da solucdo da matriz, figura 3k, é
também observado nas folhas analisadas contendo de 1,5 a 25,0 mg mL* do reagente
matricial MBT, figura 3a-g. Diferentemente, nos espectros com baixas concentragdes
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de MBT, 0,1 e 0,5 mg mL, este sinal é suprimido, e a eficiéncia de ionizacdo do A°-
THCA, por exemplo, se mantem, apresentando TIC = 2,6x107 quando usada a
concentracdo de 0,1 mg mL* e TIC = 4,4x10° com a concentracéo de matriz = 0,5 mg
mL1

Além disso, o espectro da folha de Cannabis adquirido com a menor
concentracdo do reagente matricial (0,1 mg mL™1), proporcionou maior exatiddo, erro
= 0,36 ppm, em comparacéo aos demais espectros com as diferentes concentragbes
da matriz MBT: 0,5 mg mL™, erro = 5,23 ppm; 5,0 mg mL™, erro = 0,47 ppm; 10,0 mg
mL1, erro = 1,09 ppm; 15,0 mg mL™?, erro = 0,95 ppm; 20,0 mg mL%, erro = 0,67 ppm;
25,0 mg mL%, erro = 0,95 ppm.

Por fim, outra caracteristica importante da matriz que é considerada
determinante para se obter uma boa resolugéo espacial na geracdo de espectros de
IMS é a formagédo e o tamanho dos seus cristais.*®> Neste caso, o reagente matricial
MBT novamente se destaca pois segunda a literatura, esta matriz forma cristais

pequenos e uniformes quando comparado com outras matrizes convencionais.*

3.2 LDI(-) e MALDI(-) IMS

Nos experimentos de imaging deste trabalho, foi utilizada a fonte de ionizacao
LDI/MALDI acoplada ao FT-ICR MS. Em geral, nas analises de imagem, ap0s o
preparo da amostra com (MALDI) ou sem (LDI) adi¢do de uma solucdo de matriz em
sua superficie, esta recebera a incidéncia do laser nos pontos ou pixels, e um espectro
de massa completo que consiste em sinais das espécies dessorvidas e ionizadas
daquela regido ser4 armazenado junto a sua coordenada. Sequencialmente, a
imagem é construida a partir do monitoramento dos sinais selecionados, que
demonstraram através da intensidade da cor atribuida, a sua abundéancia ou auséncia
em cada pixel de toda superficie da imagem.*

Neste trabalho, inicialmente, para desenvolvimento do método de imageamento
quimico, os experimentos foram realizados com pedacos de folhas envelhecidas da
planta Cannabis, na dimensao 0.5 x 0.5 cm, cada. As imagens geradas com as fontes
LDI(-) IMS (figura 4a) e MALDI(-) IMS (figura 4b-d), esta ultima com a adicdo de 0.1
mg mL* das matrizes MBT, DHB, CHCA, mostram a distribuicdo espacial dos quatro
anions das moléculas canabinoides monitoradas a partir das intensidades das cores

especificas atribuidas: azul para o CBN, verde para o A%-THC, vermelho para o CBNA
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e amarelo para o A°-THCA, figura 4a-d. Essas imagens quimicas foram construidas
a partir das intensidades absolutas oriundas dos espectros médios, gerados a partir
de cada espectro armazenado por pixel, e mostra a localizacao dos canabinoides pela
extensdo da area da folha analisada.

Na figura 4a, as imagens obtidas por LDI(-) imaging mostram que na folha de
Cannabis envelhecida, todos os quatro canabinoides (CBN, m/z 309; A%-THC, m/z
313; CBNA, m/z 353; e A°-THCA, m/z 357) foram detectados, e os ifons mais
abundantes foram o CBN (m/z 309) e o A°-THC (m/z 313). Esse resultado sugere uma
acao enérgica do laser na formacdo dessas espécies a partir dos seus precursores
canabinoides &cidos, A>-THCA e CBNA, via reacdes de descarboxilagcéo, perda de
C0..48%0 Diferentemente, a técnica de MALDI(-) imaging com adi¢do da matriz MBT,
figura 4b, mostra uma distribuicdo espacial mais homogénea e com pequenos pontos
de maior abundancia de todos os quatro canabinoides estudados (CBN, A°-THC,
CBNA e A%-THCA), enquanto o desempenho do reagente matricial CHCA resultou na
ionizacdo e deteccdo apenas do canabinoides CBN e A°-THC, figura 4c, e com
deteccdo do A®-THCA como canabinoide mais abundante em relacdo aos demais,
CBN, A°-THC e CBNA ao se utilizar a matriz DHB, figura 4d.

A®-THCA
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Figura 4. Imaging MS a) LDI(-); e MALDI(-) de folhas envelhecidas (2015) de Cannabis com
diferentes matrizes na concentracdo 0.1 mg mL™: b) MBT; c) CHCA; d) DHB. As imagens
mostram a distribuicdo dos canabinoides: CBN, m/z 309 (azul), AS-THC, m/z 313 (verde),
CBNA, m/z 353 (vermelho) e AS>-THCA, m/z 357 (amarelo). Fonte: Prépria autora.
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O mesmo experimento de imagem por LDI/MALDI(-) foi realizado para folhas de
Cannabis frescas (2018), e na figura 5a-d € possivel observar uma reduzida deteccao
dos quatro canabinoides monitorados, comparado as andlises de imaging de folhas
envelhecidas, especialmente do canabinoide CBN, corroborando com a literatura que
o define como um produto de degradacéo natural da planta, principalmente a partir do
canabinoide A®-THC.48:49:51,52

Nas imagens de LDI(-) imaging MS, figura 5a, uma maior abundancia do
canabinoide CBNA pode ser observada em relacdo ao canabinoide comumente mais
abundante em folhas de Cannabis frescas; o A°-THCA, indicando, novamente, uma
possivel acdo acentuada devido a luz do laser quando incidida diretamente na
amostra, potencializando a conversdo do A°-THCA em CBNA, forma totalmente
aromatizadas do seu precursor (A°-THCA).*’

Por outro lado, as imagens obtidas por MALDI(-) imaging MS, usando a matriz
MBT (concentracdo de 0,1 mg mL™) os canabinoides A%THC, CBNA e A°-THCA,
apesar da menor abundancia, foram detectados com uma distribuicAo homogénea
com pequenos pontos de maior abundancia na superficie analisada, figura 5b,
semelhantemente as andlises das folhas envelhecidas, figura 4b. No entanto, as
matrizes CHCA, figura 5c, e DHB, figura 5d, apresentaram baixa eficiéncia na

ionizacao e deteccdo dos canabinoides monitorados.

AS-THCA

Figura 5. Imaging MS a) LDI(-); e MALDI(-) de folhas frescas (2018) de Cannabis com
diferentes matrizes na concentracdo 0.1 mg mL™*: b) MBT; c) CHCA; d) DHB. As imagens
mostram a distribuicdo dos canabinoides: CBN, m/z 309 (azul), A>-THC, m/z 313 (verde),
CBNA, m/z 353 (vermelho) e A>-THCA, m/z 357 (amarelo). Fonte: Propria autora.
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Apos desenvolvimento do método, foi dado prosseguimento as analises de
imagem da folha fresca (2018) inteira de Cannabis (7,0 x 2,0 cm) por MALDI(-)FT-ICR
IMS, com o reagente matricial MBT na concentracdo de 0,1 mg mL?, e na figura 6a-
d é mostrada imagem detalhada com a distribuicdo de canabinoides (A°-THC (m/z
313, cor verde), CBNA (m/z 353, cor vermelha) e A%>-THCA (m/z 357, cor amarela) pela
extens&o do tecido vegetal. E importante salientar que cada imagem gerada na figura
6a-d é resultado de apenas uma analise de toda extensdo do mesmo tecido vegetal,
as diferentes respostas (imagens) sao geradas da selecdo de um ou mais sinais
(colocalization) de massa com m/z especifico.

Na figura 6a é possivel observar a deteccédo do ion do canabinoide CBNA com
maior intensidade em algumas areas, como na regido central e interna (préxima ao
caule) da folha, além de ser observada na extremidade externa da folha, sugerindo
uma possivel regido de conversido do A°~-THCA em CBNA,*%53 jniciada de fora para
dentro na posicdo adaxial da folha. Essa provavel degradacédo pode ser relacionada a
diversos fatores, tais como: incidéncia do laser, armazenamento (mesmo que a curto
tempo), entre outros.

Por outro lado, na figura 6b a imagem gerada a partir da selecdo do m/z 357,
referente a molécula ionizada do A°-THCA, o aponta como canabinoide mais
abundante, inclusive em comparacdo ao ion de CBNA. Além disso, € possivel notar
pequenas areas de maior abundancia do sinal m/z 357 que séo: regiao central e parte
interna préximo ao caule. Ademais, a combinacéo destes dois sinais, m/z 353 e 357,

figura 6¢, aponta a prevaléncia desses sinais has mesmas regides das folhas.
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MALDI(-)FT-ICR IMS

\.-THCA
m/z 357

CBNA o A"-THCA
m/z 353 e 357

\%.THC, CBNA @ A%-THCA
m/z 313, 353 e 357

Figura 6. MALDI(-) imaging MS, com a matriz MBT na concentracdo de 0.1 mg mL?,
mostrando a distribuicdo dos canabinoides: a) CBNA (m/z 353, vermelho); b) AS-THCA (m/z
357, amarelo); e colocalizations: ¢c) CBNA e A>-THCA (m/z 353 e 357) e d) A>-THC, CBNA e
AS-THCA (m/z 313, 353, 357, verde, vermelho e amarelo, respectivamente), na superficie da
folha fresca de Cannabis. Fonte: Prépria autora.

Ainda, a imagem quimica da distribuicdo do ion A°~-THC (m/z 313, verde) sobre
a superficie de uma folha inteira de Cannabis, juntamente com os canabinoides acidos
CBNA (m/z 353, vermelho) e A>-THCA (m/z 357, amarelo) também é mostrada na
figura 6d. Nesta imagem é possivel observar a distribuicio homogénea de A°-THC
por toda a extensdo da folha, e pequenas areas de maior abundancia nas mesmas
regibes que os demais canabinoides monitorados. No entanto, na extremidade
externa da folha, é possivel notar a detecgdo do A%-THC e auséncia do A°-THCA,
figura 6b,d, que aponta uma possivel conversdo do &cido ao seu respectivo
canabinoide neutro, o A%-THC. Esta acdo pode ser associada ha diversos fatores,
entre eles a prépria anatémica da folha, cuja maior exposi¢do natural a luz, e, portanto,

absorcdo da radiacdo UV-B ocorre nas regides mais externas ao caule.>>°
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Por fim, com intuito de retirar possiveis interferentes da superficie da folha
Cannabis, como por exemplo compostos apolares, favorecendo assim o processo de
ionizacao dos canabinoides, uma folha de Cannabis foi mergulhada em hexano por 5
min. ApoOs essa extracao, o solvente foi evaporado, e realizada adigdo da matriz MBT
na concentracdo de 0,1 mg mL* (melhor concentracdo e matriz no desenvolvimento
do meétodo). Esta folha foi analisada por MALDI(-)IMS, figura 7a-b, e nenhuma
melhora significativa na ionizacdo de compostos &cidos terpenofendlicos apés a

extracdo da folha com solvente foi observada.

MALDI(-)FT-ICR IMS

a) CBNA
m/z 353

b) A°~-THCA
m/z 357

Figura 7. MALDI(-) imaging MS, com matriz MBT (0,1 mg mL™), mostrando a distribuicdo de
a) CBNA, m/z 353 e b) A>-THCA, m/z 357 em folhas frescas de Cannabis extraidas com
solvente hexano. Fonte: Prépria autora.
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CONCLUSOES

Este trabalho evidenciou a possibilidade de monitorar a distribuicdo espacial de
canabinoides a partir da analise direta da folha de Cannabis por MALDI(-)FT-ICR MS.
O reagente matricial MBT foi 0 mais eficiente no processo de dessor¢cao e ionizagao
dos canabinoides entre os trés avaliados: CHCA, DHB e MBT. Além disso, entre as
nove concentracdes estudadas (0,1 a 25 mg mL™?), as menores concentracdes (0,1 e
0,5 mg mL™) resultaram em uma melhor deteccéo dos ions de interesse: m/z 309,
313, 353 e 357, referente as moléculas desprotonadas dos canabinoides: CBN, A°®-
THC, CBNA e A%-THCA, respectivamente. Na andlise da folha inteira de Cannabis,
usando a matriz MBT na concentragdo 0,1 mg mL !, foi possivel monitorar a
distribuicdo espacial dos canabinoides acidos (CBNA e A°-THCA) que mostraram
pequenas areas de maior abundancia nas regides centrais e em direcdo ao caule,
bem como o canabinoide A°-THC que apresentou maior homogeneidade na sua
distribuicdo por toda a extensdo da folha, com é&reas de maior abundancia nas
mesmas regides que os demais canabinoides monitorados, mostrando a preservacao
da histologia natural da planta. Por fim, a extracdo das folhas inteiras de Cannabis
com solvente apolar (hexano) ndo forneceu uma melhora no desempenho do
processo de ionizacdo. Portanto, a comprovacdo inédita da aplicabilidade do
imageamento quimico por MALDI IMS na folha inteira de Cannabis, avaliando
concentracdo e matriz mais eficientes no processo de ionizac&do e por consequéncia
proporcionando o monitoramento da distribuicdo espacial dos canabinoides na
superficie foliar, colabora com a evolucao e o estado da arte da area de canabin6mica,
bem como abre caminhos para novos estudos que buscam explicacbes sobre a

histologia desta planta.
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CAPITULO Il - ARTIGO CIENTIFICO II

“Analises de folhas de Erythroxylum coca por espectrometria de massa de
imagem (MALDI-FT-ICR IMS)”

“Analysis of Erythroxylum coca Leaves by Imaging Mass Spectrometry (MALDI-FT-ICR IMS)”

RESUMO

A combinacdo da fonte de ionizacdo matrix-assisted laser desorption/ionization
(MALDI) com a técnica de imagens por espectrometria de massas, imaging mass
spectrometry (IMS) é capaz de determinar a identidade quimica e a distribuicdo
espacial de varias moléculas na superficie de um tecido em uma Unica analise,
conservando a sua histologia natural. No entanto, apesar da sua trajetoria progressiva
em tecidos vegetais, esta combinacéo ainda € considerada incipiente em especial no
estudo da distribuicAo espacial de alcaloides em folhas de Erythroxylum
coca. Portanto, neste trabalho, a técnica MALDI IMS associada ao espectrémetro de
alta resolucéo, Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) foi utilizada para
identificar e analisar a distribuicdo de alcaléides na superficie de folhas de coca,
avaliando a eficiéncia de ionizacéo de trés matrizes (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA), 2-mercaptobenzothiazole (MBT), e 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB)). Esta
altima foi escolhida como a melhor matriz neste estudo, e foi estudada em cinco
concentragées (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL™1), onde 2 mg mL~* mostrou-se mais
eficiente. Além disso, a lavagem das folhas de coca com os solventes organicos
(acetonitrila, metanol, tolueno e diclorometano) testados n&o aumentou o
desempenho no processo de ioniza¢do. Por fim, uma sec¢ao de tecido, com 50 um, foi
utilizada para estudar a parte interna do tecido foliar, onde foram detectados alcaloides
e moléculas de flavonoides.

Palavras-chave: MALDI, imaging mass spectrometry, alcaloides, flavonoides,
Erythroxylum coca.
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1. INTRODUCAO

A possibilidade de criar imagens com alta resolucdo espacial, a partir de
informacdes quimicas obtidas diretamente dos tecidos é essencial para entender
processos moleculares complexos que ocorrem nos sistemas dos seres Vivos,
vinculando estruturas moleculares as funcdes e origens biolégicas.! Com o avanco
das tecnologias instrumentais é possivel visualizar a distribuicdo espacial de diversos
tipos e classes de moléculas em seus ambientes nativos com alta sensibilidade,
resolucédo e especificidade quimica proporcionada pelo uso de técnicas avancadas de
instrumentacdo, como a técnica de espectrometria de massa por imagem, imaging
mass spectrometry (IMS).14

A principal vantagem do IMS sobre outras técnicas de imagem esta na
possibilidade de mapeamento de diversos compostos presentes nas superficies
biolégicas sem a necessidade de predefinir ou rotular substancias antes da analise do
tecido. Como resultado, um grande volume de dados pode ser gerado sem
investimento excessivo na preparacdo da amostra.?

Outra vantagem é que as imagens obtidas pelo IMS séo tipicamente produzidas
no modo “full scan”, que registra um espectro de massa para cada pixel da area do
tecido analisado, isto é, para cada coordenada na amostra, permitindo a construcao
posterior de uma imagem quimica onde todos os compostos ionizados e detectados
podem ser visualizados simultaneamente. Assim, é possivel “navegar” por toda a lista de
massas do espectro médio e observar quais ions mostram distribuicdes interessantes na
amostra.>8

O principal foco na geracdo de imagens por IMS estd na obtencdo de
informacdes quimicas em tecidos com alta resolucdo espacial sem comprometer as
distribuicBes espaciais naturais das moléculas de interesse. Para isso, considera-se
de alta importancia a escolha da fonte de ioniza¢édo, do analisador de massas, bem
como a etapa de preparacdo da amostra.®

Na fonte de ionizagdo matrix assisted laser desorption ionization (MALDI), um
laser de comprimentos de onda tipicos 266, 337 ou 355 nm € focado diretamente no
analito, com ou sem o uso de uma matriz.>%11 Quando a matriz ndo é utilizada, a
técnica € nomeada de laser desorption ionization (LDI).

A maioria dos espectrometros de massas para analise de imagem por MALDI
possui como analisador de massa o time-of-flight (TOF) ou, menos frequentemente
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Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR). No entanto, a alta resolucdo do
FT-ICR torna MALDI-FTICR-MS uma importante ferramenta para identificacdo de
composic¢des elementares (CcHhNNOo0Ss), com maior exatiddo de massas e potencial
para diferenciar um grande nimero de moléculas.'?1?

A escolha e a aplicacdo da matriz na técnica MALDI-IMS também sé&o
determinantes para o sucesso da analise, pois a inadequacdo da matriz pode ter
consequéncias diretas na resolugdo das imagens, como uma possivel realocacdo
artificial dos compostos no tecido, bem como a ineficiéncia de ioniza¢do, uma vez que o
tipo de molécula ionizada é altamente dependente da matriz escolhida.>'® Entre as
diversas matrizes utilizadas para analise com fonte MALDI ao longo dos anos,
destacam-se 2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB) e a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA).3'13'15

Particularmente nos estudos de tecidos vegetais, a geracdo de imagens por
IMS ainda se mantem longe da rotina de laboratérios, sendo necessario adaptar
protocolos e desenvolver metodologias adequadas para os tecidos especificos de
diferentes plantas.?® Além disso, a complexidade da amostra também é considerada,
pois as plantas estéo entre as matrizes mais habilidosas da natureza e biossintetizam
milhares de metabdlitos diferentes.®

A planta Erythroxylum coca, encontrada principalmente na América do Sul,
possui em sua composicdo quimica alcaloides tropanicos,¢1° entre eles destaca-se
a molécula cocaina, conhecida por sua acéo psicoativa que afeta o sistema nervoso
central, e apesar do seu uso medicinal reconhecido, é capaz de causar danos a saude
humana,?® o que torna a tematica controversa no campo cientifico e politico. Para
maior entendimento, a leitura complementar das revisdes propostas por Bauer (2019)
e Restrepo e colaboradores (2019) séo sugeridas.?!??

Em geral, a literatura apresenta diversos trabalhos de andlises quimicas em
folhas da planta Erythroxylum coca, onde muitos destes utilizam a combinagcao de
técnicas cromatogréficas e espectrometria de massas.?®?’ No entanto, tal abordagem
requer preparo prévio, que vao desde cortes no tecido vegetal até maceracao e
extracbes com solventes, 0 que permite a identificacdo da molécula na amostra,
porém a sua distribuicdo espacial natural pode ser perdida na etapa de preparo.2>°
Por outro lado, a analise direta de tecidos vegetais, por MALDI, busca superar essa

limitacdo, e sua aplicagdo no campo dos produtos naturais tem percorrido um longo
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caminho nos ultimos anos, tornando-se significativamente mais difundida atualmente.
Com isso, estima-se que a técnica MALDI-IMS se tornara ainda mais relevante para
esta area de pesquisa, especialmente para a comunidade cientifica focada no estudo
de plantas.®

Assim, a luz dos estudos em ascensao da técnica IMS e suas aplicacdes em
tecidos vegetais, o presente trabalho buscou estudar a distribuicdo quimica de
diferentes alcaloides e flavonoides diretamente na superficie foliar da planta
Erythroxylum coca, com minima preparacéo, utilizando LDI, MALDI-MS, e técnicas de
LDI/MALDI-IMS. Assim, foi desenvolvida uma metodologia baseada na otimizacéo de
parametros de ionizacdo e condicbes de analise avaliando a eficiéncia de trés
matrizes, o efeito da concentragdo da melhor matriz, o efeito da lavagem das folhas
de coca com solventes organicos, e por fim o estudo da parte mais interna do tecido

foliar.

2. METODOLOGIA

2.1. Amostras e Reagentes

As folhas de Erythroxylum coca (doravante, coca), Figura la—e, foram
fornecidas pela Policia Federal do Rio Grande do Sul (PF-RS), Brasil. Inicialmente,
para a analise do perfil espectral, trés pedacos obtidos a partir de uma mesma folha,
contendo uma area de aproximadamente 1 cm?, como detalhado na Figura 1c, foram
analisados em trés fontes de ionizacdo: MALDI, LDI e electrospray (ESI). No ultimo
caso, os analitos foram extraidos da folha usando 1 mL de metanol, com grau de
pureza analitica superior a 99,5% (Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil), posteriormente,

10 pL do produto da extracéo foi diluido com 990 mL de metanol e analisador por ESI.
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*LDI
*MALDI
> ESI

Figura 1. Representacdes da folha de Erythorylum coca: a) adaxial, b) abaxial, c-e) divisdes
das folhas. Fonte: Prépria autora.

2.2. Avaliacado de matrizes MALDI

As matrizes CHCA, DHB and MBT, adquiridas pela Sigma-Aldrich Chemicals,
St. Louis, MO, USA, foram preparadas na concentracdo de 2 mg mL* em metanol, e
utilizadas para avaliar a sensibilidade das técnicas MALDI(+)MS e IMS na ionizacéo
e deteccdo de compostos alcaloides, principalmente a cocaina na superficie foliar.
Para isso, uma mesma folha foi dividida em quatro partes (2,5 x 1,5 cm), Figura 1d,
e fixadas a uma placa metalica. Posteriormente, as matrizes foram adicionadas com
o auxilio do capilar nebulizador de ESI, com fluxo continuo e tempo controlado de 50
hL min't e 1 min, respectivamente. As deposices de cada matriz foram realizadas em
triplicata para cada parte, com intervalo de secagem de um minuto entre as etapas.

Cada matriz foi avaliada separadamente em cada % da folha.
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2.3. Efeito da concentracdo da matriz MALDI

A partir do resultado obtido na etapa anterior, e visando avaliar o efeito da
concentracdo da matriz na ionizacdo dos analitos, aplicou-se, em triplicata,
concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL" ! apenas para a matriz que apresentou
o melhor desempenho no processo de ionizagdo dos analitos monitorados. Esta
analise foi feita sobre a superficie de pedacos de folha de coca (1 x 1 cm), com a
matriz depositada com auxilio do capilar nebulizador do ESI, com fluxo continuo e

tempo controlados de 50 uL mint e 1 min, respectivamente.

2.4. Efeito de solventes orgéanicos na lavagem de folhas de coca

Com intuito de melhorar a qualidade das imagens por IMS e intensidade dos
sinais das moléculas de interesse nas analises, foram mergulhadas folhas de coca
durante 5 min (cada pedaco) da mesma folha, dividida em quatro partes (~ 2,5 x 1,5
cm), Figura 1d, em solventes de diferentes polaridades: metanol, diclorometano,
acetonitrila e tolueno (Vetec, pureza de 99,5% UV/HPLC). Apos a secagem total, as
folhas foram fixadas a placa metélica e as suas superficies adaxiais, Figura l1a, foram
analisadas por LDI(+) IMS.3

2.5. Seccionamento do tecido vegetal

Para a andlise da parte mais interna do tecido foliar, um pedaco de folha de
coca (0,25 cm?) foi congelado e armazenado em um freezer a 4°C, e posteriormente
seccionado horizontalmente, 50 ym, a -20°C em um criostato (modelo CM3050-S;
Leica Microsystems SA, Franca). Apés o corte, o tecido vegetal foi imediatamente
depositado a placa metélica e analisado por LDI(+) IMS.

2.6. ESI(+)MS, ESI(+)MS/MS, LDI(+), MALDI(+)MS e IMS

O espectrbmetro de massas FT-ICR MS, Modelo 9.4 T Solarix, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha, equipado com um laser Smartbeam 1I® (355 nm) e com
as fontes LDI/MALDI e ESI, foi utilizado nas analises das folhas de coca. Todos os
espectros de massas foram calibrados externamente usando uma solucao de arginina
(0,05 mg mL™1), adquirida pela Sigma-Aldrich Chemicals, St. Louis, MO, USA.
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2.6.1. ESI(+)MS e ESI(+)MS/MS

Apos a extracdo e diluicdo, a solucado da amostra de folha de coca foi injetada
na fonte de ESI a um fluxo de 5 uL min-t, com uma faixa dinamica de aquisicédo de
ions na cela de ICR de m/z 154-1200. Os demais parametros da fonte de ESI foram:
I) voltagem no capilar (cone): 4000-4200 V; ii) end plate offset = 500 V; iii) temperatura
e fluxo do gas de secagem: 250 °C e 2 L min, respectivamente; vi) pressdo do gas
nebulizador: 1.5 bar; e v) skimmer = 25 V. Na transmissdo de ions, o tempo de
acumulacao de ions no hexapolo (ion accumulation time) e o TOF foram de 0,015 s e
0.9 ms, respectivamente, com acumulacao de 16 scans, no dominio de tempo de 4M
(mega-point) e erros de massa inferior a 5 ppm fornecendo atribuicées inequivocas
de formula molecular para ions moleculares com carga Unica.

O experimento de dissociagao induzida por coliséo, do inglés collision-induced
dissociation (CID)?® foi realizado com a resolucdo de quadrupolo de massa ajustada
para uma unidade de isolamento de 1 m/z e a energia de colisdo de 22 V. O espectro
de massa foi adquirido acumulando 16 scans em 512 k no dominio do tempo e

processados usando o software DataAnalysis.
2.6.2. LDI(+), MALDI(+)MS e IMS

Para as analises de LDI/MALDI(+)MS e IMS, ap6s a fixacao do tecido vegetal
na placa metélica, com (MALDI) ou sem (LDI) etapa de adicdo da matriz, foi adquirida
uma imagem digital da placa e posteriormente a placa foi inserida no equipamento FT-
ICR MS. Os espectros de massas foram adquiridos no modo de ionizac&o positivo na
faixa de massas entre m/z 180-900, e o0s principais parametros experimentais
utilizados foram: laser frequency, 200 Hz; plate offset, —100.0 V; deflector plate, —210.0
V; laser shots, 100; laser focus, “small”; 16 scans; e modo de laser “enable random walk”.
A intensidade do laser foi modificada de acordo com o limiar de energia necessario
para a ionizacao de cada amostra (15-90%).

Para as analises de LDI(+) e MALDI(+) IMS, o espectro de massas foi
acumulado por 100 laser shots por pixel, modo de laser: automatizado, com uma
resolucao espacial e intensidade de laser variando de 5050 a 160x160 um e 30-80%,
respectivamente. Todos os dados de IMS e MS foram processados pelos softwares
Fleximaging 3.0 e DataAnalysis, respectivamente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. ESI(+)MS, LDI/MALDI(+)MS e IMS

Inicialmente avaliou-se o perfil de ionizacdo das folhas de coca utilizando as
fontes de ionizacado ESI(+), LDI(+), e MALDI(+), Figura 2a-c. O modo positivo de
ionizagdo é o mais comum nas analises de folhas de coca e seus produtos
derivados?%2%-32 pois possuem alcaloides (bases de Lewis) em suas composicoes,
sendo assim, o modo mais bem-sucedido para essa classe de compostos polares,
favorecendo a ionizacéo principalmente por transferéncia de prétons.*3

A Figura 2a mostra o espectro de ESI(+) MS, uma técnica de ioniza¢do bem
consolidada no estudo de produtos naturais,333° da folha de coca com a deteccdo de
dez compostos, elencados na Tabela 1, pertencentes a diferentes classes quimica:
alcaloides, alcaloide ciclopeptidico, esfingolipidio, flavonoide, dissacarideo e
micotoxina. Entre eles, o composto mais abundante no espectro foi o alcaloide
cocaina, detectado na forma de ion protonado [Ci7H21NOs+H]*, m/z 304,15420,
resolucao do sinal =517,670, erro = 0.43 ppm, DBE = 8 (devido ao seu anel aromatico
(4), ligacdo C=0O dos dois grupos ésteres (2) e nucleo tropanico (2)),
semelhantemente ao retratado por outros autores, onde é afirmada a maior
abundancia desse alcaloide frente aos demais encontrados na planta.!836

Por outro lado, a andlise da folha de coca com a fonte LDI(+) MS, Figura 2b,
com direta dessorgao e ionizacdo de compostos (lampada UV 355 nm), resultou na
abundante deteccdo da cocaina, entretanto, na forma de aduto de potassio, ion
[C17H21NO4+K]*, m/z 342,11068. Com a fonte MALDI(+) MS, Figura 2c, a deteccao
da cocaina é observada em duas formas simultaneamente: protonada [Coc+H]* e
como aduto de potassio [Coc+K]*, sendo mais abundante a primeira forma, isto €, ion
[C17H21NO4+H]*, de m/z 304,155009.
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Figura 2. Espectros de massas de folhas de cocaina pelas fontes: a) ESI(+) (0,02 mg mL-
1 em metanol), b) LDI(+) (1 cm? da folha) e ¢) MALDI(+) (1 cm? da folha com matriz DHB, 2
mg mL™1). Fonte: Prépria autora.

Em geral, as técnicas de LDI(+) e MALDI(+) sdo operadas por incidéncia de
laser,®> destarte, nesse estudo observa-se que a co-cristalizacdo da matriz com o
analito, isto é, em MALDI(+), proporcionou um aumento na sensibilidade quando
comparada com a técnica de LDI(+)MS, avaliada nos valores de total ion current (TIC),
TICLpi[coc+k]” = 3,2x108 e TICwmaLpi[coc+H™ = 1,5x107. Esse melhor desempenho ao
utilizar a fonte MALDI(+) pode estar relacionado ao fato da matriz proteger o analito
da incidéncia direta do laser,® favorecendo o mecanismo de transferéncia de prétons,
e auxiliando assim o processo de dessorcdo/ionizacdo e formacdo de moléculas

protonadas.®



Tabela 1. Compostos identificado por ESI(+)MS e suas respectivas classes, formulas moleculares, valores de m/Zmedido, M/Ztesrico, €IT0S de massa

(ppm), DBE, intensidade relativa (%) e TIC.

D
Formula m/z m/z Erro Intensidade
Classe Compostos . . B _ TIC
Molecular medido | tedrico | (ppm) £ relativa (%)
Cocaina [C17H2:NO4+H]* 304,15420 | 304,15433 0,43 8 100,0 7,8x107
_Alcaloides Jubanine A [CaoHasNsOs+Na]* | 718,35787 | 718,35751 | -0,51 | 19 7,13 5,6x10°
ciclopeptidicos
ESfingolipI'deOS Safingol [C18H39NO2+H]* 302,30522 | 302,30536 0,44 0 1,54 1,2x10°%
) 3 [CsH1206+Na]* 203,05248 | 203,05261 0,66 1 0,61 4.8x10°
Dissacarideo Glicose
[CeH1206+K]* 219,02642 | 219,02655 0,57 1 0,51 4,0x10°
Micotoxina Citrinina [C1sH1Os+H]* | 251,0009 | 251,09140 | 200 | 7 0,46 3,5x10°
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Experimento CID, com a fonte ESI(+), foi realizado para identificar o perfil de
fragmentacdo da molécula cocaina, m/z 304, principal alcaloide psicoativo da planta
Erythroxylum coca, Figura 3.6 Para isso, é importante identificar quimicamente o local
da protonacdo da molécula, para posteriormente explicar a migracdo do préton da
parte mais basica para outras partes menos basicas da estrutura quimica, iniciando
assim, o processo de fragmentagdo de acordo com o modelo “mobile préton”.20,3337 A
luz desse entendimento, considera-se, nesse estudo, que a cocaina pode ser
protonada a partir do atomo de nitrogénio, presente no nucleo tropanico composto por
uma amina terciaria, € nos oxigénios, pertencentes aos grupos ésteres da molécula.

Neste contexto, Dias e colaboradores, 2018, usaram descritores quanticos para
confirmarem o local de protonacdo mais favoravel, que especificamente para a
molécula cocaina foi o 4&tomo de nitrogénio. Além disso, 0s autores sugerem, a partir
do célculo das energias de Gibbs e os valores de basicidade da fase gasosa, a
conformacéo da estrutura como cadeira frente a conformacéo barco.?°

Assim, inicialmente ocorre a protonacao no nitrogénio do anel tropanico para a
formacdo do ion de m/z 304. Posteriormente, a transicdo principal observada no
espectro do experimento CID da-se por m/z 304 — 182 Da, resultante da formagao
da dupla ligacdo entre os carbonos 2 e carbono 3 do anel tropanico e
consequentemente a eliminacdo do acido benzéico (C7HeO2, 122 Da) da cocaina,
resultando na deteccdo do ion [C10H1sNO2+H]*, m/z 182, Figura 3.38 A alta intensidade
desse sinal (m/z 182) no espectro de MS/MS da cocaina pode ser associada a sua
formacdo por diferentes vias de fragmentacdo competitivas e energeticamente
favoraveis a partir do m/z 304. Outra via de fragmentacao pode ser justificada pela
transicdo m/z 304 — 272, com migracdo do préton do nitrogénio para o oxigénio do
grupo éster ligado ao carbono 2 do anel tropéanico, resultando na eliminacédo da
molécula metanol, perda neutra de 32 Da (CHsOH), e deteccdo do ion
[C16H17NO3+H]*, m/z 272.38
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Figura 3. Experimentos CID para o m/z 304 que corresponde a molécula da cocaina e, m/z
304, e proposta de mecanismo de fragmentacdo dos ions de m/z 182 e 272. Fonte:
Propria autora.

Em seguida, realizou-se analise untargeted a partir da técnica de LDI(+)IMS em
metade da folha de coca (7,5 cm?), com resolucéo espacial de 150 x 150 um. A Figura
4a mostra aimagem obtida, construida com cor ficta verde atribuida ao monitoramento
da cocaina na sua Unica forma disponivel no espectro médio, isto €, cationizada com
aduto de potéssio, [C17H21NO4+K]*, m/z 342,1798. Esse resultado inicial mostra que
€ possivel fazer o monitoramento de cocaina na superficie do tecido vegetal e que
esse composto se distribui por toda extensao da area analisada, com pequenas areas
de maior abundancia na regido central do tecido foliar.

Nas Figura 4b e 4c sdo mostradas as imagens obtidas com o monitoramento
da distribuicdo espacial do composto truxilina [CssHasN20s+K]* (m/z 697,2949, cor
ficta rosa), e colocalization das duas moléculas: cocaina e truxilina, respectivamente.
A truxilina, que assim como a cocaina € naturalmente detectado em folhas de coca,
possui maior abundancia de distribuicdo nas regides periféricas, isto €, no contorno
do tecido foliar. Na Figura 4c é evidenciada as distribui¢des citadas a partir da imagem

do colocalization destes dois componentes naturais.
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m/z 342,1798

m/z 697,2949

colocalization

Figura 4. LDI(+) imaging mostrando andlise da superficie foliar com o monitoramento da: a)
cocaina cationizada com potassio ([C17H21NO4+K]*, e m/z 342,1798), cor ficta verde; b)
molécula truxilina com aduto de potassio ([CssHasN20s+K]* de m/z 697.2949) monitorada pela
imagem com cor ficta rosa; c) colocalization das moléculas de cocaina e truxilina. Todas as
imagens foram obtidas com resolucdo espacial de 150 x 150um. Fonte: Prépria autora.

A distribuicdo do alcaloide cocaina, sinal de m/z 342,145, também foi
monitorada nas duas partes da folha de coca, isto é, na forma adaxial (anverso) e
abaxial (verso), Figura 5. A imagem mostra uma distribuicdo similarmente
homogénea, porém menos abundante no verso em relacdo ao anverso da folha,

mostrando que o alcaloide pode estar presente em toda composic¢ao do tecido vegetal.
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Figura 5. LDI(+) imaging MS mostrando a distribui¢cdo espacial do alcaloide cocaina, m/z 342,
nas regioes a) adaxial e b) abaxial, na folha de coca, resolucdo de 150 x 150um. Fonte: Prépria
autora.

Sequencialmente, buscou-se a otimiza¢do na analise de imaging avaliando a
utilizacdo de matrizes com intuito de aumentar a eficiéncia no processo de ionizagao
utilizando a técnica de MALDI(+)IMS. Para isso, testou-se trés diferentes matrizes:
CHCA, DHB e MBT na concentragdo de 2 mg mL%, e os resultados foram comparados
com a técnica de LDI(+)IMS. De acordo com estudo dirigido por Thomas e
colaboradores, 2012, as trés matrizes supracitadas apresentaram alto desempenho
qguando avaliadas no modo positivo de ionizacdo.®® Além disso, essas matrizes
possuem propriedades importantes, como; altas absorbancias molares e a
capacidade de se dissolver em solventes comuns, como metanol, além de formar
cristais rapidamente apés a evaporacéo do solvente.*0

Assim, uma Unica folha de coca foi dividida em 4 partes (¥ de folha = 3,75 cm?,
cada), Figura 1d, e fixada na placa metalica da fonte de LDI/MALDI. Sobre cada parte
da folha analisada, exceto para o LDI(+)IMS, foi adicionada individualmente 150 pL
de cada matriz, sendo trés aplicacdes de 50 uL mint com intervalo de 1 min entre as
aplicacoes. As imagens de MALDI(+) obtidas com a deposi¢cao das matrizes MBT,
DHB, CHCA (na concentracdo de 2 mg mL?) e LDI(+), Figura 6a-d, mostram a
distribuicdo espacial do ion m/z 342,1798, [Coc+K]+. Esse m/z foi selecionado por ser
o sinal mais abundante de alcaloide nos espectros médios, e por estar disponivel em
todas as quatro partes da folha analisada. A distribuicdo e abundancia deste sinal séo

representadas pela intensidade de cores no histograma, usando uma escala colorida.
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Apesar da branda condicdo de andlise, laser power (LP) de 30%, o uso da
matriz CHCA resultou em uma menor eficiéncia de ionizacdo da molécula monitorada
e alta ionizagcdo dos componentes interferentes que, devido a supresséo idnica, néo
permitiram a real detec¢do da cocaina, Figura 6a.

Por outro lado, a imagem formada utilizando a matriz DHB, ainda que com LP
de 80%, Figura 6¢, mostra maior eficiéncia no processo de ionizacdo do alcaloide
monitorado, onde uma distribuicdo homogénea pode ser observada com pequena
area de maior frequéncia de detecc¢éo na regido central da folha. Essa matriz além de
ser conveniente para muitos comprimentos de onda, de 300 a 360 nm,*' possui
energia de desprotonacao relativamente baixa (323 kcal/mol), de modo que o proton
se transfere com maior facilidade da matriz para o analito, produzindo ion analito
protonado.*?

Além disso, as imagens quimicas das folhas geradas a partir da técnica
LDI(+)IMS (LP 70%) e MALDI(+)IMS utilizando a matriz MBT (LP 85%), Figura 6b e
d, respectivamente, também se mostram Uteis para deteccdo da cocaina na superficie
foliar, porém, com menor eficiéncia no processo de ionizagcado quando comparada com
a analise de MALDI(+)IMS utilizando a matriz DHB, Figura 6c. Portanto, observa-se
gue nesse estudo a adicdo de matriz beneficia o processo de dessorcao e ionizagao
do analito de interesse, melhorando assim a construcédo da imagem quimica da folha
analisada.

(a) cHca (b)  LDI
Laser Power: 30 % - S Laser Power: 70 %

(c) DHB I d) MBT
Laser Power: 80 % Laser Power: 85 %

Figura 6. MALDI(+)IMS e LDI(+)IMS de quatro partes da folha de coca com diferentes
matrizes (2 mg mL™): a) CHCA: b) LDI; ¢c) DHB e d) MBT. Os resultados mostram a distribuicéo
espacial, em escala colorida, da cocaina (m/z 342). Fonte: Prépria autora.
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Apoés determinacdo da matriz DHB como mais eficiente na geracdo das
imagens pela técnica de MALDI(+), buscou-se avaliar o efeito da sua concentracao
(0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL1) na eficiéncia de ionizacdo dos compostos de
interesse. Para isso, 10 pedacos de folhas de coca (~5 x 4 mm), foram fixados na
placa metalica, sendo os experimentos realizados em duplicata.

Os espectros de MALDI(+)MS, Figura 7a-e, mostram que nas folhas com as
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg mL?* de matriz, Figura 7a e b, respectivamente,
apresentam maior intensidade do sinal da cocaina como aduto de potassio,
[C17H21NO4+K]* de m/z 342,11, em relacdo a molécula protonada, [C17H21NO4+H]*,
m/z 304,15. A deteccdo majoritaria dos ions cationizados de potassio, semelhante a
técnica de LDI(+) MS, Figuras 2 e 4, neste caso, pode retratar a baixa disponibilidade
de prétons e maior abundancia natural de potassio nessa matriz vegetal, maximizando
a formacéao de ions coordenados com metais alcalinos.

Diferentemente, a adigdo de matriz com concentragéo = 2,0 mg mL™? resultou
na maior abundancia do sinal da cocaina protonada em relacdo a sua forma
cationizada, Figura 7c-e, com valores de TIC do sinal [C17H21NO4+H]* e m/z 304,15
de 1,5x107, 1,2x10" e 1,7x107 e erros de -2.49, -3.21, -4.90 ppm para as
concentragées de 2.0, 4.0 e 8.0 mg mL* da matriz, respectivamente.

Em geral, para que a transferéncia de protons ocorra, a afinidade de proétons
(AP) do receptor deve ser maior que a do doador,*® e nos alcaloides, particularmente
na cocaina, a presenca da ligacdo amina com sua alta afinidade potencializa a
formacdo da molécula protonada por transferéncia de prétons da matriz DHB (AP =
20414 kcal/mol).** Essa matriz por se tratar de um acido de Brgnsted-Lowry, pKa =
2,97,%! além da sua utilidade na recepcéo e redistribuicdo da energia do laser incidido
sobre a amostra,® proporciona também maior abundancia e disponibilidade de
hidrogénio, exceto para as suas baixas concentra¢cdes, como observado na Figura
7a-b. Nesta condicdo o DHB auxiliou também na formacédo de ions protonados, da
base organica cocaina, pKa = 8,6, menos abundantes, com TIC do sinal
[C17H2:NO4+H]* e m/z 304,15 de 3,9x10° e 3,3x10°, para as suas concentracdes de
0,5e 1,0 mg mL1.
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Figura 7. Espectros de MALDI(+) MS de folhas de coca avaliadas com adi¢cdo de cinco
concentragdes da matriz DHB: a) 0,5; b) 1,0; c) 2,0; d) 4,0 e €) 8,0 mg mL. Fonte: Prépria
autora.

Uma melhor compreenséo do efeito da concentragéo da matriz na eficiéncia de
ionizacao da técnica MALDI(+) pode ser alcancada observando a Figura 8, que
mostra a variacdo da abundancia relativa dos sinais de cocaina em funcdo da
concentracédo da matriz DHB. Observa-se que quando a concentragao de matriz € = 2
mg mL?, as moléculas de cocaina sdo facilmente detectadas como ions
[C17H21NO4+H]*.
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Figura 8. Relagdo entre a abundancia relativa dos sinais de cocaina em cada uma das cinco
concentracdes da matriz DHB (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL™1). Fonte: Propria autora.

Corroborando ao observado com as Figuras 7 e 8, na Figura 9, imagens
guimicas foram produzidas por MALDI(+)IMS, representadas com as intensidades das
cores fictas especificas no histograma: vermelho para a cocaina protonada,
[C17H21NO4+H]*, m/z 304,1701 e verde para a cocaina com aduto de potassio
[C17H21NO4+K]*, m/z 342,1485. Nota-se uma homogeneidade na superficie analisada,
com maior abundancia do sinal de [C17H21NO4+K]* para as menores concentrages
de DHB (isto é, quando [DHB] < 2,0 mg mL™?) e do sinal de [C17H21NO4+H]* quando
se utilizou [DHB] 22,0 mg mL™.

Assim, além da matriz DHB atender as caracteristicas basicas das matrizes em
experimentos MALDI, como: possuir propriedades acidas suficientes para permitir a
geracao de ions; mesma solubilidade (metanol) que o analito, o que pode promover
uma co-cristalizag&o uniforme entre a matriz e o analito; absorbancia no comprimento
de onda (355 nm) com o qual o laser foi irradiado na amostra,*®4! também
proporcionou melhor desempenho no processo de ionizagao dos analitos de interesse

no presente estudo, principalmente nas concentragdes de matriz = 2,0 mg mL.
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Figura 9. MALDI(+) imaging MS mostrando a distribuicdo de cocaina protonada (m/z
304, vermelho) e com aduto de potassio (m/z 342, verde) em cinco diferentes concentracées
(0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL™). Fonte: Propria autora.

Apoés a otimizacdo do método de ionizagcdo do MALDI(+)IMS, ¥ da folha de
coca (correspondendo a uma area de 7,5 cm? e com resolucdo espacial de 150x150
pum), Figura 1le, foi analisada e os sinais de m/z 304,1265 e 342,1502 monitorados
([C17H21NO4+H]+, cor vermelho, Figura 10a; e [Ci7H21NOa4+K]+, cor verde, Figura
10b, respectivamente). Nota-se, nas duas formas detectadas, uma distribuicdo de
ambos os sinais por toda extensao do tecido vegetal, com pequenas regides de maior
abundancia, principalmente observada na parte central da folha (para a molécula

cationizada) e préxima ao meio da folha (para a molécula protonada).
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Figura 10. MALDI imaging, modo positivo, mostrando a distribuicdo dos compostos na
superficie da folha coca, com matriz DHB em uma concentracédo de 2,0 mg mL™: a) cocaina
protonada (vermelho), m/z 304,1265, b) cocaina cationizada (verde), m/z 342,1502, c)
truxilina com aduto de potassio, m/z 697,2998 (rosa), e d) colocalization dos trés sinais
(cocaina protonada e cationizada na cor verde e truxilina com aduto de potassio na cor rosa).
Fonte: Prépria autora.

Além da cocaina, a técnica de MALDI(+)IMS foi utilizada para monitorar a
distribuicdo espacial da truxilina, detectada na sua forma cationizada,
([C3sH4sN20s+K]*, m/z 697,2949, cor ficta rosa, Figura 10c), onde mostrou distribuicao
e maior abundancia nas regides periféricas no contorno do tecido foliar. A formacao
das truxilinas ocorre por fotodimerizacdo, 2+2 das cis- e/ou trans-cinamoilcocaina,
Figura 11.374647 Essa cicloadicdo é naturalmente favorecida pela reacédo fotoquimica
promovida pela radiacdo solar ultravioleta (UV) que a planta é exposta durante seu
cultivo. Lydon e colaboradores, 2009, sugerem que as truxilina possam inferir a
respeito da origem geogréfica do plantio da coca devido principalmente a relacdo dos
niveis de UV com a elevacao e a latitude (aumento de quase 1% no UV-B com uma
alteracéo de 1 grau na latitude), e ao fato da radiagcdo UV promover a producao dessas

moléculas.*6
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Cinamoilcocaina Truxilina

Figura 11. Demonstracéo da sintese natural da molécula truxilina a partir de duas moléculas
de cinamoilcocaina por fotodimeriza¢do. Fonte: Prépria autora.

Na Figura 10d é mostrada a imagem obtida do colocalization dos trés sinais;
molécula da cocaina protonada e cationizada, cor ficta Unica verde e truxilline
representado pela cor ficta rosa, onde a maior abundancia da detec¢do das moléculas
de truxilina nas regides periféricas pode ser justificada pela maior exposicao natural
das bordas das folhas ao sol ainda na planta.

Além disso, o colocalization dos sinais da molécula truxilina e de sua precursora
cinamoilcocaina ([C19H23NO4+K]*, de m/z 368,1303, cor ficta amarela), Figura 12a,
também evidencia a maior abundancia da truxilina nas regifes periféricas da folha
(area mais exposta a incidéncia da radiacao) e de sua precursora nesta mesma regiao
e de forma mais homogénea nas partes mais internas e centrais (regides naturalmente
mais preservadas da incidéncia da radiacdo solar), como também observado por
Schmidt e colaboradores.*

Ainda, € possivel notar que a adicdo da matriz a folha resultou em uma imagem
guimica com menor intensidade da cor ficta rosa, referente a molécula da truxilina,
Figura 10d, diferentemente da analise por LDI(+) IMS, Figura 4d, que possui
incidéncia direta do laser (355 nm) e com isso maior abundancia, representada pela
intensidade da cor ficta rosa na imagem obtida, ressaltando a importancia da utilizacéo
da matriz nos estudos de imageamento para preservacdo da amostra e sua
composicdo natural.®

Ademais, a distribuicdo da molécula benzoilecgonina, alcaloide tropanico,
composto enddgeno da planta e também subproduto da hidrélise da cocaina que pode

ocorrer durante o armazenamento, ainda que pouco explorado a respeito da sua
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disponibilidade nas folhas de coca em comparacdo a sua determinacdo como O
principal metabdlito da droga de abuso cocaina em fluidos biol6gicos,*® foi monitorada
([C16H19NO4+K]*, de m/z 328,0747, cor ficta cinza), Figura 12b, e, semelhantemente
a molécula de cocaina, uma distribuicio homogénea por toda superficie foliar

analisada pode ser observada.

colocalization miz 368.1303

m/z 697.2008

m/z 328.0747 +0.1Da 1 Benzoylecgonine
[CyeH1sNO+K]* ~

Figura 12. MALDI imaging, modo positivo, mostrando a distribuicAo dos compostos na
superficie da folha coca, com matriz DHB em uma concentracdo de 2,0 mg mL™. a)
colocalization: moléculas cationizadas cinamoilcocaina (amarelo) e truxilina (rosa), e b)
benzoilecgonina cationizada (cinza). Fonte: Propria autora.

Além disso, seis flavondides,>*-%> compostos polifendlicos, também foram
monitorados na folha de Erythroxylum coca, Figuras 13a-f. A molécula isoquercitrina,
detectada na forma cationizada [C21H20012+K]*, m/z 503,0444, DBE =12, Figura 13a,
mostrou na imagem por MALDI IMS, dois pontos de maior abundancia desse
composto na regido central. Os demais flavonoides; kaempferol ([C2sH26014+K]*, m/z
589,0703, DBE = 11), herbacetina ([C2sH26015+K]*, m/z 605,0818, DBE = 11),
carlinosideo ([C26H28015+K]*, m/z 619,1344, DBE = 13), peltatosideo ([C26H28016+K]*,
m/z 635,1438, DBE = 13) e rutina ([C27H30016+K]*, m/z 649,0905, DBE = 13), Figuras

13b-f, respectivamente, mostraram maior abundancia de deteccdo nas regides

Cinnamoylcocaine and Truxilline
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periféricas da folha, e para os flavonoides peltatosideo e rutina, Figuras 13e e f, na
parte central do tecido analisado, ha mesma regidao dos flavonoide isoquercitrina,

Figura 13 a, porém menos abundante.
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Figura 13. MALDI imaging, modo positivo, mostrando a distribuicdo dos flavonoides: a)
Isoquercitrina, b) kaempferol, ¢) herbacetina, d) carlinosideo, e) peltatosideo e f) rutina na
superficie da folha coca, com matriz DHB em uma concentragdo de 2,0 mg mL™. Fonte: Prépria
autora.

Sequencialmente, com intuito de melhorar a qualidade e intensidade do sinal
de outros compostos alcaloides presentes na planta, bem como avaliar o efeito dos
solventes na extracdo da cocaina, foi proposto dividir a mesma folha (2,5 x 1,5 cm)
em quatro partes, Figura 1d, e lava-las com o0s solventes organicos metanol,
acetonitrila, diclorometano e tolueno antes das andlises por LDI(+) IMS, Figura 14a-
d.’
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m/z 342 11

Figura 14. LDI imaging de folhas de coca lavadas com os solventes: a) metanol, b)
acetonitrila, c) tolueno e d) diclorometano, com resolugdo de 150 x 150um. Fonte: Prépria
autora.

O monitoramento da cocaina, como ion m/z 342 foi avaliado, onde uma maior
eficiéncia da remocao do composto pode ser observada usando o solvente acetonitrila
e diclorometano, Figuras 14b e d. Entretanto, ndo houve aumento significativo da
abundancia de outros alcaloides presentes nas folhas de coca descritos na literatura.
A molécula cocaina representa cerca de 80% dos alcaloides presentes na composicao
quimica da planta Erythroxylum coca, e sua remocao pode resultar na retirada de
componentes com caracteristicas semelhantes, tais como; estruturais, propriedades
fisico-quimicas, entre outros.'®2% Portanto, a utilizacdo de solventes com intuito de
diminuir o efeito de supresséo ibnica da cocaina na ionizagédo por LDI(+) sobre outros
alcaloides, nao resultou em uma modificacao significativa nesse estudo.

A técnica de IMS também foi testada para avaliar a presenca do alcaloide
cocaina nas regides internas do tecido vegetal. Para isso, um corte horizontal foi
realizado, 50 um, na folha de coca a -20 °C. Apés o corte, imagens de LDI(+) IMS

foram obtidas com resolucéo espacial de 50 um, Figura 15a-b.
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Observa-se a deteccao do sinal referente a molécula cocaina, nas suas duas
formas, na imagem do colocalization dos sinais de m/z 304 (vermelho) e 342 (verde),
Figura 15a, onde ambas s&o abundantes nas mesmas regides, destacando uma
maior intensidade de cor para o m/z 342, referente ao alcaloide com aduto de potéssio.
Além disso, a Figura 5 corrobora com o resultado obtido nessa analise, visto que na
regido abaxial da folha ha deteccéo da distribuicdo quimica da cocaina, mesmo que

em menor intensidade quando comparada a regiao adaxial.

Figura 15. LDI(+) imaging da folha de coca, resolucédo de 50 x 50 um, poés secc¢éo de corte de
50 um: a) colocalization da molécula cocaina protonada (vermelha) e com aduto de potassio
(verde); b) distribuicdo espacial da molécula cocaina (protonada e com aduto de potassio) e
da molécula truxilina. Fonte: Prdpria autora.

O colocalization dos sinais da cocaina e truxilina, Figura 15b, na folha de coca
apos seccionamento, mostram a deteccédo da truxilina até nas regides mais internas
do tecido foliar, ainda que em menor abundancia, indicada pela intensidade da cor
ficta rosa, comparada a cocaina, representada na cor ficta verde. Portanto, a
avaliagdo da distribuicdo quimica das truxilinas por analise direta mostrou-se uma
alternativa eficiente frente a outras técnicas convencionais, como por exemplo a
cromatografia gasosa, pois além da alta massa molecular, as truxilinas sdo moléculas
termoinstaveis e podem sofrer degradacao térmica, necessitando de etapa anterior de
derivatizacdo ou outro método de preparacdo da amostra para sua preservacgao.

Por fim, foi avaliado por LDI(+)IMS na regido interna do tecido foliar, a
distribuicdo dos mesmos seis flavonoides (isoquercitrina, kaempferol, herbacetina,

carlinosideo, peltatosideo e rutina) estudados anteriormente na superficie da folha de
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coca. Vale ressaltar que todos os seis flavonoides citados nesse estudo possuem
atividades bioldgicas registradas por outros autores na literatura.>0-5°

Na Figura 16a-f as imagens obtidas mostram similaridade na regido de
detec¢cdo mais abundante dos flavonoides, destacando maior abundancia da molécula
peltatosideo frente as demais monitoradas, Figura 16e. Além disso, esse flavonoide,
detectado também em outros produtos naturais, trata-se de um analogo da quercetina,

que possui efeitos farmacoldgicos, incluindo atividades analgésicas.
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Figura 16. LDI(+) imaging de folha de coca, resolu¢éo de 50x50 um, pos seccgao de corte de
50um, monitorando moléculas flavonoides: a) isoquercitrina, b) kaempferol, ¢) herbacetina, d)
carlinosideo, e) peltatosideo e f) rutina. Fonte: Prdpria autora.
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CONCLUSOES

A matriz DHB foi a mais eficiente no processo de dessorcao e ionizagdo do
alcaloide cocaina monitorado entre as trés testadas nesse estudo: CHCA, DHB e
MBT. A menor concentracdo com maior eficiéncia de ionizacéo foi a de 2 mg mL™%,
entre as cinco concentracdes avaliadas (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg mL™1). Porém,
resultados obtidos com concentragdo = 2 0 mg mL* também poderiam ser Uteis em
estudos da distribuicdo de alcaloide na superficie foliar de coca. No geral, a adicdo da
matriz MALDI possibilitou a preservacado da amostra e de sua histologia, e com isso
foi possivel observar maior abundancia de deteccdo e distribuicdo espacial do
alcaloide cocaina em folhas de coca, bem como de outros alcaloides como a
benzoilecgonina e cinamoilcocaina nas regides mais centrais e internas, e a truxilina
na regido periférica ou de contorno foliar. Ainda, foram avaliadas a distribuicdo de seis
flavonoides mais abundantes nas folhas de Erythroxylum coca que possuem
atividades bioldgicas citadas por outros pesquisadores. Também, neste estudo, a
lavagem da folha de coca com solventes organicos: metanol, acetonitrila,
diclorometano e tolueno com intuito de reduzir o efeito de supresséo ibnica nao
apresentou resultado significativo. Por fim, uma seccao de corte horizontal, 50 pm,
realizada na folha de coca, possibilitou estudar a distribuicdo da cocaina nas regides
mais internas do tecido foliar. Portanto, tais comprovacbes que vao desde a
aplicabilidade do imageamento quimico por MALDI-FT-ICR IMS em folhas de coca,
perpassando etapas fundamentais para o desempenho do estudo, como a avaliagao
da melhor matriz e concentragdo, que resultam no monitoramento da distribuicdo
espacial dos compostos na superficie foliar, asseveram a evolucdo no campo da
alcaloidedmica e contribuem para o estado da arte da area de imageamento quimico

de tecidos vegetais.
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