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Resumo

A Cannabis sativa L., mais conhecida como marijuana, ¢ uma planta com propriedades
psicoativas. E a substancia ilicita mais consumida do mundo e os compostos causadores
dos efeitos psicoativos associados ao seu consumo sao os canabindides. Estes compos-

tos sdo lipossoluveis e a sua acdo a nivel celular ndo estad bem definida.

Este trabalho experimental teve como como objetivo o estudo do impacto causado pelos
produtos da pirolise de Cannabis sativa L., na viabilidade celular de neuroblastomas
(células do sistema nervoso) da linha SH-SYS5Y. Para mimetizar o modo como a planta
¢ consumida, foi utilizado um sistema que reteve os compostos provenientes do fumo de
Cannabis sativa L. em duas solugdes distintas, uma aquosa (DMEM), e outra organica
(metanol). Na segunda solucdo, identificaram-se por GC-MS (EI+), os canabindides, e
quantificou-se o THC total (THC+THCA) por HPLC-UV. A solugao aquosa foi utiliza-
da para perfazer as solugdes finais do ensaio de viabilidade celular, que consistiu em
expor as células (previamente cultivadas e tratadas) a oito concentragdes diferentes de
canabinoides provenientes da pirdlise da Cannabis sativa L., durante 24 horas. Posteri-
ormente foi lida a viabilidade celular para cada concentragao estudada, através do méto-

do colorimétrico com MTT.

Na solugdo metanoélica dos produtos de pirdlise de Cannabis sativa L. identificou-se,
por GC-MS (EI+), o AI-THC sililado, o A®-THC, o A>-THC, o A’-tetrahidrocanabivarin,
o canabinol, o canabiciclol e o canabicromeno. Quantificaram-se, por HPLC-UV, na

mesma amostra, cerca de 15,5mg de THC total.

Os neuroblastomas expostos as sete solucdes-amostra menos concentradas, apresenta-
ram 80% de viabilidade celular. Quando expostas a solugdo-amostra mais concentrada,

todas as células morreram.

Concluiu-se que os 20% de morte celular verificados nas concentragdes mais baixas
deveram-se aos compostos do fumo de Cannabis sativa L. presentes na solugdo aquosa,
constituinte das solu¢des-amostra. Os canabinoides s6 parecem induzir morte celular a

partir de concentragdes superiores a 0,1mg/mL.

Palavras-chave: Cannabis sativa L.; produtos de pirdlise; canabindides; viabilidade

celular.






Abstract

1

Cannabis sativa L., more commonly known as "weed" is a plant with psychoactive
properties. It is the most consumed illicit substance in the world and the compounds
responsible for its psychoactive effects are called cannabinoids. These compounds are

hydrophobic and its action at the cellular level is not well understood.

This experimental work was designed to study the impact of the pyrolysis products of
Cannabis sativa L. on cell viability, more particularly in the neuroblast (nervous system
cells) line SH- SY5Y. To mimic the way in which the plant is consumed, a smoking
system was used. This system retained the compounds present in Cannabis sativa L.’s
smoke onto two separate solutions, an aqueous one (DMEM), and an organic one
(methanol). In the latter, cannabinoids were identified using GC-MS (EI+) and the
amount of total THC (THC+THCA) was estimated by HPLC-UV. The aqueous solution
was used as the solvent for the final solutions in the cell viability test. This test consist-
ed on exposing neuroblasts (previously grown and treated) to eight different canna-
binoid concentrations for a 24 hour period. Subsequently, cell viability was tested for

each concentration through a colorimetric method using MTT.

In the methanolic solution containing the pyrolysis products of Cannabis sativa L., si-
lylated A'-THC, A3-THC, A°>-THC, A’-tetrahidrocanabivarin, cannabinol, cannabiciclol
and cannabichromene were identified by GC-MS (EI+). The total THC in the
methanolic solution, quantified by HPLC-UV, was 15.5mg.

The neuroblasts exposed to the seven lowest concentrations showed 80% of cell

viability. When exposed to the most concentrated solution studied, all cells died.

In conclusion, it can be assumed that the 20% cell death that was observed at the lowest
concentrations was due to the hydrosoluble compounds of Cannabis sativa L.”s smoke
that were present in the aqueous solution. Cannabinoids appear to induce cell death at

concentrations above 0.1mg/mL.

Keywords: Cannabis sativa L.; pyrolysis products; cannabinoids; cell viability.
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1. Introducado

1. Introducio

A marijuana, Cannabis sativa L., ¢ uma planta herbacea da familia das Cannabaceae
originaria da Asia central (figura 1). A Cannabis sativa L. apresenta varias subespécies
cuja diferenciacao estd bem definida, uma vez que a quimica e a morfologia destas plan-
tas sdo fortemente influenciadas pelas condigdes ambientais e técnicas de cultivo. A
canabis cresce facilmente na maioria dos climas, ndo requerendo qualquer atencao espe-
cial no seu cultivo. E uma espécie dioica, o que quer dizer que apresenta os dois géne-
ros. A planta macho pode chegar a medir seis metros e as suas flores produzem o poélen
que as plantas fémea, usualmente mais pequenas, recolhem para produzir as sementes.
Estas sementes sdo depois envoltas numa resina produzida exclusivamente pela planta
fémea que as protege de agressoes exteriores (Earleywine, 2005; United Nations Office
on Drugs and Crime, 2009; World Health Organization, Division of Mental Health and
Prevention of Substance Abuse, 1997).

Figura 1. Folha de Cannabis sativa L. (adaptado de Rfidroundup.blogspot.pt, 2013).

Apesar das suas caracteristicas farmacologicas ndo estarem completamente definidas, a
planta de canabis contém quatrocentos compostos conhecidos, entre os quais sessenta
tipos de canabinodides. O mais estudado, e aquele que apresenta uma maior poténcia
psicoativa, é o A’—tetrahidrocanabinol (A°~THC, a partir de agora simplesmente referi-
do como THC) e estd presente em maiores concentragdes nas flores da planta fémea.
Para além deste, outros canabindides presentes na canabis tais como o AS-
tetrahidrocanabinol (A®-THC), o canabinol (CBN) e o canabidiol (CBD) (figura 2),

mostraram possuir efeitos sinérgicos, agonistas e mesmo antagonistas aos do A’-THC,
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Estudo do Impacto Causado na Viabilidade Celular pelos Produtos da Pirdlise de Cannabis sativa L.

estando relacionados com o grau de dependéncia associado ao consumo da susbtancia
(Ashton, 2001). Os canabindides sdo constituintes da resina produzida pela planta fé-
mea. No entanto, também se encontram nas folhas, nas flores, nas sementes e nos caules
de ambos os géneros da planta, embora estejam em menor quantidade. Os restantes
compostos encontrados na planta de Cannabis sativa L. sdo, a exce¢do da nicotina, em
tudo semelhantes aos presentes na planta do tabaco (Solowij, N., Broyd, S., van Hell, H.

& Hazekamp, A., 2014).

O THC ¢ resultante da descarboxilacdo do acido tetrahidrocanabinodlico (THCA), que
ocorre naturalmente ou pode ser induzida por secagem da planta (UNODC, 2009). O
acido canabindlico (CBDA) transforma-se em canabidiol (CBD) também através de
uma descarboxilacdo. O canabinol (CBN) ¢ um produto da degradagdo do THC
(Ashton, 2001).

20



1. Introdugdo

A’~tetrahidrocanabinol (A"-THC)
Foérmula empirica: C21Hi00:2
Peso molecular: 314,46g/mol
Ponto de fusfo: 6leo viscoso
m; 10,6
log P: 6,99 (octanol/dgua)
Solubilidade:
Agua - insolivel (2,8mg/l 23°C)
Etanol - soluvel
Cloroférmio- soluvel
Principais caracteristicas farmacolégicas:
Eufor 1zante Hexano - sohivel
Analgésico
Anti-inflamatério
Anti-emético
Canabidiol (CBD)
H Foérmula empirica: CaHuO;
3 Peso molecular: 314,46g/mol
OH Ponto de fusdo: 66-67 °C
log P: 5,79 (octanol/agua)
Solubilidade:
Agua - insolivel
H; HO
H Etanol - soluvel
3
Cloroférmio- soluvel
Principais caracteristicas farmacologicas:
Ansiolitico Hexano - soluvel
Anti psicotico
Analgésico
Anti-inflamatério
Anti-espasmoédico
Canabinol (CBN)
Férmula empirica CuHxO:
Peso molecular: 310,43g/mol
Ponto de fusdo: 76-77°C
log P: 6,23 (octanol/dgua)
Solubilidade:
Agua - insolivel
Etanol - solivel
Cloroférmio- solivel
Hexano - solivel
Principais caracteristicas farmacolégicas:
Sedativo
Anti-convulsionante
Aunti-inflamatério

Figura 2. Resumo das caracteristicas quimicas e farmacoldgicas dos principais canabinddes encontrados

na marijuana (Adaptado de UNODC, 2009).
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Existe evidéncia cientifica de que tanto o THC, sendo o agente psicoativo mais forte da
canabis, como os restantes canabinodides atuam de uma forma dose-dependente no orga-

nismo (Athanasiou et al., 2007).

No que diz respeito a sua via de administragdo, a marijuana pode ser ingerida, habitual-
mente incorporada num bolo ou numa bolacha, pode ser bebida sob a forma de um ex-
trato feitos a base das suas folhas ou pode ainda ser administrada por inalagdo dos pro-
dutos da combustao das suas folhas ou da sua resina que libertam os compostos da plan-
ta, entre eles os canabinodides. Tanto as folhas da planta como o haxixe (a sua resina)
podem ser enroladas e fumadas num cigarro. Este cigarro pode ser feito com ou sem a
adi¢ao de folhas de tabaco, usualmente sem qualquer filtro, € comummente chamado de
”charro”. A marijuana também pode ser inalada com recurso a um cachimbo, de agua
ou ndo. A administragdo de extratos da planta por via intravenosa ¢ pouco usada uma
vez que os canabindides sdo moléculas dificilmente soluveis em agua; tendo sido repor-

tada apenas para efeitos de pesquisa (Ashton, 2001).

Os primeiros relatos da utilizagdo da canabis vém do império chinés e remontam ao ano
de 2727 A.C.. Desde o caule as suas folhas e sementes, quase toda a planta de canabis
tem interesse comercial. Ao longo da historia tem sido cultivada para diversos fins: me-
dicinais, recreativos, industriais e alimentares, entre outros (Mechoulam & Burstein,

1973).

Devido aos canabinoides presentes na planta, as suas propriedades psicoativas sao capa-
zes de produzir diversos efeitos a nivel do sistema nervoso central (SNC) dos quais a
euforia, o aumento da perce¢do sensorial e o relaxamento sdo exemplos. Talvez por
isso, por volta de 2000 A.C. em algumas partes da Asia a planta era considerada como
‘fonte de felicidade e de vida’ sendo venerada em cultos religiosos (Sca-
centremedic.com, 2014). Na Europa celta a fibra proveniente de uma das subespécies da
canabis, o canhamo (Cannabis sativa ruderalis L.), era essencial para a produgdo de
sapatos, bolsas, cordas e tecidos; bem como o 6leo extraido das suas sementes era utili-
zado na produgdo de sabdes e tintas. A multiplicidade dos seus usos fazia com que a
maioria do cultivo de canabis se destinasse a fins industriais. Apesar das suas caracteris-
ticas psicoativas ja serem conhecidas anteriormente foi apenas durante a civilizacao
greco-romana que a marijuana se tornou mais utilizada para fins recreativos, como subs-
tancia de abuso. Por ser um produto caro, uma vez que era importado do Egipto, era
usualmente consumido pelas classes mais ricas. Nem Hipdcrates nem Galeno deram
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1. Introducado

especial relevancia a utilizacao da planta para fins medicinais, limitando-se assim a ser
utilizada em unguentos e em praticas de bruxaria. Em 1545 o cultivo de canabis foi do
Chile para a Europa ocidental através da importagdo das suas sementes, a pedido de
Espanha, com o intuito de utilizar a sua fibra na produ¢ao de corda. Em principios do
século XIX as tropas de Napoledo, regressadas do Egipto, introduziram o uso terapéuti-
co da candbis na Europa ocidental. A planta aparece pela primeira vez na Farmacopeia
em 1850 e pela tltima vez em 1942, periodo durante o qual varias empresas farmacéuti-
cas comercializaram produtos contendo a planta. Durante a lei seca nos Estados Unidos,
na década de vinte do século XX, houve um aumento do consumo de canabis enquanto
substancia de abuso. Na década de sessenta do mesmo século, com o movimento “hip-
pie”, o consumo recreativo de marijuana estendeu-se a camada mais jovem da socieda-
de. Tanto na Europa como nos Estados Unidos era vista como uma droga de “rebelido”,

associada a movimentos alternativos (Sca-centremedic.com, 2014).

Apesar do uso recreativo da canabis remontar a antiguidade histdrica, as capacidades
psicoativas desta planta sempre foram popularmente vistas como tendo potencial tera-
péutico para o tratamento de doengas do foro psiquidtrico. Devido ao efeito analgésico e
anti-inflamatoério dos canabindides, também apresentavam potencial terapéutico no ali-

vio da dor (Martin & Dewey, 2000).

Hoje em dia o consumo de canébis (folha da marijuana e haxixe) para fins recreativos
tem vindo a aumentar, e encontra-se generalizado tanto na Europa como no resto do
planeta, sendo a substancia ilicita mais consumida no mundo, € plantada, tanto ao ar
livre como em estufas interiores, em quase todos os paises. No ano de 2012 estima-se
que cerca de 2,7%-4,9% da populacdo com idades compreendidas entre os 15 e os 64
anos tenham consumido canabis (UNODC, 2014). Hoje em dia, o produto derivado da
canabis mais consumido na Europa € o haxixe, que provém da resina produzida pela
planta fémea (UNODC, 2014). As sementes de cdnhamo sdo utilizadas na industria ali-
mentar para o fabrico de barritas energéticas e sdo também trituradas para fazer farinha,
uma vez que sao uma fonte saudavel de proteina e 6leos essenciais. A fibra proveniente

do seu caule ¢ utilizada para o fabrico de papel (Earleywine, 2005).

Alguns estudos, que comparam a evolugdo do teor em THC encontrado nas plantas ao
longo do tempo, concluiram que este valor aumentou acentuadamente desde os anos
sessenta do século passado até aos dias de hoje. Existem hoje em dia plantas com cerca
de 20% de THC, que excedem em muito os valores descritos previamente, cerca de
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0,5%-4% (Cascini, Aiello & Di Tanna, 2012). Os autores justificam este facto através
dos avangos que foram feitos nas técnicas de hibridagdo entre espécies com diferentes
teores de THC, aliados a evolucdo das técnicas de cultivo em interior (W.H.O.,

Division of Mental Health and Prevention of Substance Abuse, 1997).
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1.1 — Consumo Humano de Cannabis sativa L.

1.1.1 — Farmacocinética:
Quando ingeridos, os canabinoides ficam sujeitos a chamada “primeira passagem hepa-
tica”, o que faz com que a biodisponibilidade do THC no sangue seja mais reduzida que
quando a mesma massa de marijuana ¢ fumada (Ashton, 2001). Sendo os efeitos do
THC dose-dependentes e tendo em conta as diferencas de biodisponibilidade entre estas
duas vias, pode afirmar-se que € necessario ingerir uma maior dose de canabis para que
se verifiquem os mesmos efeitos em relacdo a mesma dose de planta quando fumada.
Da passagem dos canabindides pelo figado resultam diversos metabolitos dos quais o
mais relevante ¢ o 11-hidréxi-THC, o qual ¢ mais psicoativo que o THC (Howard,

Twycross, Shuster, Mihalyo, & Wilcock, 2013).

Durante a digestdo, o THC ¢ lentamente absorvido ao longo de todo o intestino delgado,
o que prolonga a duracdo dos efeitos agudos (intoxicagdo) provocados pelos canabinoi-
des e que pode estender-se até seis horas (Barnett, Licko & Thompson, 1985). Este fac-
to atrasa também o aparecimento dos efeitos que demoram entre trinta minutos a duas
horas a serem notados; ao passo que quando a marijuana ¢ fumada os seus efeitos agu-
dos s@o notados poucos segundos apds o consumo. Devido ao pico da concentragdao de
THC no sangue se dar antes do aparecimento dos seus efeitos, pode-se afirmar que esta
concentragcdo ndo parece estar relacionada com os efeitos farmacoldgicos do THC (Bar-

nett, Chiang, Perez-Reyes & Owens, 1982).

A rapidez do efeito induzido na administracdo de canabindides por via inalatoria deve-
se a sua elevada hidrofobicidade que facilita a passagem destes compostos através dos
alvéolos pulmonares para a corrente sanguinea. Uma vez ai, os canabindides distribu-
em-se pelo resto do organismo, passando a barreira hemato-encefélica e chegando rapi-
damente ao sistema nervoso central. No cérebro, os canabindides concentram-se mais
nas regides neo-cortical, limbica, motora e sensorial; este facto evidencia alguns dos
efeitos verificados apds o consumo de marijuana, que posteriormente serdo referidos

(Huestis, Sampson, Holicky, Henningfield, & Cone, 1992)

Os canabindides sao retidos com facilidade no tecido adiposo, uma vez que sao molécu-
las fortemente lipossoluveis. Apesar dos seus efeitos psicoativos e fisiologicos passa-
rem, usualmente, ao final de quatro a seis horas ap6s o consumo, os canabindides po-

dem permanecer no organismo até trinta dias depois da Gltima ingestao/inalagdo (figura
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3), tempo durante o qual se vao libertando lentamente do tecido adiposo e passando para
outros compartimentos. Este elevado tempo de semivida de eliminagdo dos canabinoi-
des faz com que os efeitos do seu sindroma de abstinéncia sejam suavizados mas tam-
bém com que sejam mais longos (Zhang, Yuan, Song, Zhou & Wang; 2014). Entre os
efeitos referentes a abstinéncia de marijuana sao de destacar a irritabilidade, a insonia e

a perda de peso (Hasin ef al., 2005; Martin & Dewey, 2000).
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Figura 3. Distribuicdo do THC no organismo ap6s uma tinica administragao por via intravenosa (Adapta-

do de Ashton, 2001).

A metaboliza¢do dos canabindides ocorre no figado pela agcdo do sistema Citocromo
P450, nomeadamente pela enzima CYP2C9, que produz varios metabolitos, alguns de-
les com efeitos psicoativos, outros responsaveis por outros efeitos, mas todos eles com a
mesma solubilidade em tecidos gordos (Howard et al., 2013). A elimina¢do dos com-
postos presentes na canabis e dos seus metabolitos ¢ feita parcialmente pela urina (25%-

30%), o remanescente permanece no intestino onde acaba por ser reabsorvido (Heuber-

ger et al., 2014).

Tendo em conta que o pico de concentracdo de THC no sangue, na urina e na saliva ndo
estd relacionado com o aparecimento do seus efeitos agudos (Ginsburg, Hruba, Zaki,
Javors & McMahon, 2014) e sabendo que tanto os canabinoides como os seus metaboli-
tos permanecem no organismo muito tempo depois do consumo, torna-se evidente a
necessidade de serem estudadas formas de quantificar o THC e os seus metabolitos nou-

tros tecidos e fluidos corporais, com o intuito de estabelecer uma relacdo direta entre a
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intoxica¢ao aguda por THC e a sua concentracdo no organismo (Cook, 1986; King,

Martel & O'Donnell, 1987; Gjerde, 1991).

1.1.2 — Farmacodinamica:
Quando em circulagdo nos diversos compartimentos do organismo, os canabinodides
expressam os seus efeitos através da ligagdo a recetores especificos, que fazem parte do
nosso sistema endocanabinodide. Estes recetores tém a¢do no sistema imunitario, no
SNC e em outros locais. Os endocanabinoides mais relevantes sdo a anandamida (N-
araquidonoil-etanolamina), o primeiro a ser descoberto, e a 2-araquidonil glicerina. Os
recetores deste sistema endocanabindide sdo o CBj, encontrado maioritariamente nos
neurdnios periféricos e centrais ¢ o CBy, presente sobretudo em células do sistema imu-
nitdrio. O THC comporta-se como um agonista parcial para estes dois recetores, ja o
CBD comporta-se como um antagonista CBi/CB; contrariando alguns dos efeitos do

THC (Ashton, 2001).

Os recetores CB; funcionam nos neurdnios centrais inibindo a libertacdo de neuro-
transmissores fechando o canal de célcio pré-sindptico e atuando como parte de um sis-
tema de feedback negativo. Esta reducdo na libertacdo de neurotransmissores clarifica
alguns dos efeitos do consumo de marijuana, como por exemplo a sua ac¢do inibitoria da
memoria, de fungdes cognitivas e coordenacdo motora (Fischer, Whitfield-Gabrieli,
Roth, Brunette & Green, 2014). A nivel periférico, os recetores CBi, quando ativos,
favorecem a acumulagdo de gorduras e aumentam a resisténcia a insulina. Estes receto-
res sdo também responsaveis por regularem o metabolismo de energia. Os recetores CB
encontram-se amplamente distribuidos na maioria dos tecidos dos mamiferos, especial-
mente no SNC, onde estdo em maior concentracdo no hipocampo, nos ganglios da base,
no bulbo olfativo e no cerebelo (Martin & Dewey, 2002). Ainda no cérebro, estes rece-
tores estdo presentes no hipotadlamo, no tronco encefalico, no tadlamo e no sistema limbi-
co, apesar de em menor concentracdo, facto que se pode relacionar com os efeitos do
THC no apetite, perce¢do sensorial € na disposi¢do ou espirito de recompensa (Fischer
et al., 2014). Os recetores CB existem também nos adipdcitos, nas células musculares
esqueléticas, no figado, no corag@o e nos 6rgaos sexuais de ambos os sexos (Martin &

Dewey, 2002).
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Os recetores CB» encontram-se fundamentalmente a nivel periférico, especialmente em
macrofagos presentes no bago (W.H.O., Division of Mental Health and Prevention of
Substance Abuse, 1997). Sao estruturalmente diferentes dos recetores CB1 e possuem
especial relevancia no sistema imunitario enquanto imunomoduladores. A ativagdo des-
tes recetores altera o perfil das citoquinas dos macrofagos, facto que poderd estar na
origem do efeito anti-inflamatério e anti hiperalgésico da sua expressao (Atwood &

Mackie, 2010).

1.1.3 — Efeitos do consumo humano de Cannabis sativa L.:
O consumo de canabis afeta quase todos os sistemas do organismo. A sua inala¢do ou
ingestdo tem um efeito ansiolitico, sedativo, analgésico, antiemético e psicadélico, entre
outras respostas sistémicas (W.H.O., Division of Mental Health and Prevention of Sub-

stance Abuse, 1997).

A marijuana, enquanto droga de abuso, causa dependéncia, tolerancia e sindroma de
abstinéncia. E sabido que estes efeitos ndo estdo so relacionados com as propriedades
intrinsecas dos canabindides mas também com uma multiplicidade de outros fatores.
Entre estes, as influéncias sociais, a idade de inicio de consumo, as diferencas individu-
ais e a frequéncia do consumo tém especial importancia. O risco de desenvolver depen-
déncia de candbis, nos consumidores, ¢ de 10%. Est4 estimado que, para os consumido-
res que iniciaram o uso da droga durante a adolescéncia, um em cada seis desenvolve
dependéncia. Entre consumidores regulares de canabis (consumo didrio) a probabilidade

de desenvolver dependéncia sobe para os 50% (Hall, 2014).

Antes de descrever alguns dos efeitos produzidos pelo fumo de marijuana ¢ importante
que tenhamos em conta que estes sdo dependentes de uma multiplicidade de fatores.
Entre estes fatores, o teor de THC presente na planta, o nimero de inalagdes, o tempo
de retencdo dessas mesmas inalagdes e a capacidade pulmonar sdo exemplos de varia-
veis a ter em consideracdo bem como as diferengas entre os individuos: o sexo, a idade
e o nimero de consumos prévios. Existem algumas diferencas entre fumadores inexpe-
rientes e fumadores regulares, sobretudo a nivel comportamental (Martin, Hodge, Royal

& Jones, 1987).

E também importante saber que um “charro” normal contém entre 0,5g—1g de marijua-

na, ou seja, Smg-150mg de THC. Depois da combustao estima-se que entre 20%-60%
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do THC consiga entrar no organismo através do fumo, sendo o resto perdido durante a
queima, quer em produtos de pirdlise quer em fumo que ndo € inalado. A quantidade de
THC que ¢ absorvido através do consumo de um “charro” pode variar entre 5%-24%

(W.H.O., Division of Mental Health and Prevention of Substance Abuse, 1997).

Estudos feitos em ratos analisaram a dose letal de THC. Os seus resultados foram extra-
polados para os humanos e os valores obtidos indicam uma dose que varia entre 15g a
70g, quantidade de THC que excede em muito a dose passivel de ser consumida num
dia, até mesmo pelos consumidores mais experientes. E portanto virtualmente impossi-
vel ocorrer uma overdose fatal proveniente do consumo de canabis (Reveley et al.,

2000; Gable, 2004; Calabria, Degenhardt, Hall & Lynskey, 2010).

Alguns dos efeitos agudos do consumo de Cannabis sativa L. no comportamento pas-
sam por euforia, relaxamento, aumento da sociabilidade, perda de memodria de curto
prazo, aumento da percegdo sensorial, aumento do apetite, perda da no¢ao do tempo,
sentimentos de despersonalizagdo, ansiedade, tensdo, confusdo, paranoia e psicose. Du-
rante a fase de intoxicacdo aguda as cores podem parecer mais nitidas, a musica mais
intensa e as emogdes mais fortes. A percegdo espacial pode também ficar comprometida
(Martin & Dewey, 2000). Estes efeitos, que nem sempre aparecem em todos os indivi-
duos, revelam-se dose-dependentes no que toca a sua intensidade (Athanasiou et al.,
2007). Com doses elevadas de marijuana podem também ocorrer alucinagdes (Her-
manns-Clausen, Kneisel, Szabo & Auwarter, 2013). Os seus diversos efeitos compor-
tamentais parecem estar relacionados com o contexto social, espacial e ambiental em
que a canabis ¢ consumida. Os efeitos negativos parecem surgir com mais frequéncia
em consumidores inexperientes e em individuos ansiosos ou com fragilidades psicolo-

gicas, tais como psicose ou sindroma obsessivo-compulsivo (Freeman et al., 2014).

A intoxicacdo aguda pela canabis exerce um efeito simpaticomimético, que resulta em
taquicardia e num aumento no débito cardiaco sem que haja aumento da pressao arterial
(Kollins et al., 2014). Apesar de ser raro uma intoxicagdo aguda por canabinoides des-
poletar um enfarte do miocardio, o consumo de marijuana apresenta-se como um fator
de risco para a ocorréncia de eventos cardiovasculares em pessoas mais velhas ou com

doengas coronarias ou cerebrovasculares subjacentes (Jones, 2002).

Ao longo da duracdo dos efeitos agudos da intoxica¢do por marijuana, foi verificado

que esta causa uma vasodilatacdo da conjuntiva. Outro dos seus efeitos a nivel oftalmico
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¢ a reducdo da pressdo intraocular, sendo o THC, hoje em dia, recomendado em alguns

paises para o tratamento do glaucoma (Yazulla, 2008).

Estudos que analisaram a interferéncia do consumo de canabis com a condugdo de vei-
culos chegaram a conclusdo que sob os efeitos agudos da droga, os condutores apresen-
tam um risco de acidente duas a trés vezes superior comparativamente a condutores que
ndo estejam sob o efeito de nenhuma substancia (Ramaekers, Berghaus, van Laar &

Drummer, 2004).

A longo prazo, os consumidores regulares (consumo didrio ou quase diario) de canabis
mostraram, devido a sucessiva irritagdo das vias respiratorias causada pelo fumo, uma
maior propensdo a desenvolverem reagdes inflamatérias cronicas, tais como: tosse,
bronquite, dispneia, faringite, exacerbacdo de sintomas de asma e fibrose cistica (Te-
trault et al., 2007). Durante a combustdo da planta, tal como referido anteriormente,
formam-se produtos de pir6lise. Estes, tal como os canabindides, entram no nosso orga-
nismo pelas vias respiratorias através do fumo inalado. Os produtos desta pirdlise
(queima) sdo semelhantes aos produzidos durante a combustio do tabaco, com a agra-
vante dos ‘charros’ serem normalmente fumados sem filtro e as inalagdes serem mais
prolongadas e profundas do que quando se fuma tabaco. Por estas razdes, a longo prazo,
o consumo regular de canabis esta relacionado com a maioria das doengas associadas ao
consumo de tabaco, entre elas a doenca pulmonar obstrutiva crénica, o cancro da boca e
da laringe, o cancro do pulmao e o cancro da bexiga (Chacko, Heiner, Siu, Macy & Ter-

ris, 2006; Berthiller et al., 2009; Hashibe ef al., 2005).

A nivel neurofisioldgico parecem haver algumas discordancias no que toca as repercus-
soes a longo prazo do uso regular de candbis (Hall, 2014). Apesar de alguns estudos
terem revelado ndo haver qualquer liga¢do entre o uso regular de marijuana e quaisquer
efeitos relevantes em processos neuro cognitivos, outros mostraram que, a longo prazo,
0 consumo intensivo de candbis provoca uma reducdo significativa nos volumes das
areas do cérebro onde os recetores CB1 estdo em maior concentragdo, nomeadamente
no hipotadlamo e na amigdala (Yiicel ef al., 2008). Esta reducdo de volume mostrou ser
mais acentuada quanto maior for o historial de consumo da substancia e subsequente
exposicdo cumulativa (Lyketsos, Garrett, Liang & Anthony, 1999; Grant, Gonzalez,
Carey, Natarajan & Wolfson, 2003; Fergusson, Poulton, Smith & Boden, 2006).
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Estudos sugerem que as repercussdes do consumo de candbis a longo prazo poderao
estar relacionadas com a idade de inicio do consumo da droga (Demers, Bogdan &
Agrawal, 2014). Foram encontradas dificuldades de aprendizagem, concentracdo e de
realizagdo de tarefas complexas por parte de consumidores que iniciaram o uso de cana-

bis durante a adolescéncia (Solowij et al., 2002; Solowij & Pesa, 2012).

O consumo de marijuana, a longo prazo, agrava ou despoleta episodios de esquizofrenia
em sujeitos com predisposicdo genética para a doenca (Rathbone, Variend & Mehta,
2008). Existe também evidéncia do consumo de marijuana causar outro tipo de psicoses
mais graves do que as que por vezes surgem no momento da intoxica¢do aguda (Her-
manns-Clausen et al., 2013). Esta propensao para desencadear episodios de psicose sur-
ge pelo impacto da substancia no sistema de libertagdo da dopamina (Spiga, Lintas &
Diana, 2011). Estes episodios sdo tanto mais frequentes quanto maior for o consumo de
marijuana. Varios estudos sugerem que nao existe qualquer tipo de relagdo causa-efeito
entre o consumo de candbis e a depressdo (Fergusson et al., 2006; Moore et al., 2007,

Lynskey ef al., 2004).

No que diz respeito a sua influéncia no sistema imunitario, o consumo de marijuana
parece estar relacionado com a sua supressao. No entanto, ndo estdo bem esclarecidas as

consequéncias desta supressao para o organismo (Adams & Martin, 1996).

Apesar de ndo se conhecer explicacdo para este facto, o consumo crénico e intensivo de
marijuana causa por vezes um sindroma conhecido como o sindroma da hiperémese dos
canabindides que, tal como o nome indica, ¢ caracterizado por episddios recorrentes de
nauseas e vomitos incontrolaveis acompanhados de dor abdominal. Estes episddios pa-

recem desaparecer assim que o consumo da droga cessa (Sullivan, 2010).

Como referido anteriormente, também os orgdos sexuais masculinos e femininos apre-
sentam concentragdes consideraveis de recetores CB1. Este facto explica que também
estes orgaos se vejam afetados pelo consumo de candbis (Braude & Ludford, 1984).
Nos homens consumidores da droga foi verificada uma descida consideravel dos niveis
de testosterona produzidos, bem como uma menor mobilidade e contagem de esperma-
tozoides. A infertilidade pode estar associada a um consumo intensivo da droga uma
vez que se verificam alteragdes na constitui¢do do sémen em consumidores cronicos
(Hembree III, Nahas, Zeidenberg & Huang, 1999). Nas mulheres o consumo cronico de

marijuana mostrou aumentar os niveis séricos de prolactina (Kolodny, Masters, Kolo-
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dner & Toro, 1974). Em gravidas o consumo de canabis compromete o desenvolvimen-

to fetal e estd associado a um menor peso a nascenca (Behnke & Eyler, 1993).

Um estudo revela que o consumo de canabis pode estar associado a um maior risco de

aparecimento de periodontites (Thomson et al., 2008).

1.1.4 — Citotoxicidade:
Os canabindides podem perturbar o normal funcionamento do ciclo celular e podem
diminuir a produ¢do de ADN, ARN e de proteinas. Entre outros efeitos, o THC inter-
rompe a formacgao intracelular de microtibulos e microfilamentos, afetando a divisao
celular e a diferenciagdo neuronal (Zimmerman, Padilla & Cameron, 1973; Blevins &

Regan, 1976; Tahir & Zimmerman, 1992).

A capacidade dos canabindides provocarem alteragdes cromossomicas, como delegdes
ou erros na separacao das cadeias de ADN, ndo estd bem caracterizada e existem alguns
resultados inconclusivos na literatura (Zimmerman & Zimmerman, 1990; Chiesara,
Cutrufello & Rizzi, 1983; Kaiser, Westbrook & Pitz, 2006). No entanto, a comunidade
cientifica concorda que tanto o consumo de marijuana como a exposi¢do aos seus pro-
dutos de pirolise pode ter efeitos mutagénicos no teste de Ames (Wehner, Van Rens-
burg & Thiel, 1980). E importante ter em conta que os efeitos de cada canabinoide indi-
vidualmente sdo certamente diferentes dos efeitos combinados de todos os compostos
presentes no fumo da candbis. O THC puro, por si s6, ndo mostrou ter capacidade mu-
tagénica (Zimmerman, Stich & San, 1978; Berryman, Anderson Jr, Weis & Bartke,
1992).
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1.2 — O Uso Medicinal de Marijuana

Com o aumento do conhecimento das propriedades farmacologicas da Cannabis sativa
L., a partir dos anos setenta do século XX, foram propostos alguns usos terapéuticos
para a planta. Entre estes usos destacavam-se a sua utiliza¢do no tratamento da nausea e
do vémito (induzidos pela quimioterapia), na prevencdo da perda de peso associada a
SIDA, no tratamento do glaucoma e na diminui¢cdo da dor neuropéatica (Watson, Benson

& Joy, 2000).

Desde a descoberta do sistema endocanabinodide e dos seus recetores, levada a cabo por
volta dos anos noventa do século passado, varios foram os esfor¢os da industria farma-
céutica para sintetizar, em laboratorio, o principal composto psicoativo € o maior res-
ponsavel pelos efeitos da marijuana, o THC. O composto sintetizado mais estudado ¢é
um trans-isomero da molécula, o dronabinol. Outro canabinéide sintético bem estudado
¢ o seu analogo, o nabilone (Chakravarti, Ravi & Ganju, 2014). No entanto, os efeitos
da marijuana no organismo ndo se resumem aos efeitos do THC, ¢ sabido que os outros
canabindides presentes na planta também influenciam os seus efeitos (Solowij et al.,
2014). O canabidiol, por exemplo, é responsavel por um alivio da ansiedade provocada

pelo THC e tem efeito anti psicotico sem ser sedativo (Reveley et al., 2000).

Uma combinagdo destes dois canabindides (canabidiol + THC) em extratos da planta,
sob forma de spray oral, ¢ hoje comercializada em paises como: Canadd, Espanha, Rei-
no Unido e Israel. Este produto, designado por SATIVEX® (figura 4) esta indicado
para o tratamento adjuvante no alivio sintomatico da dor neuropatica em adultos com
esclerose multipla. Estd também indicado, enquanto analgésico, em doentes oncoldgicos
adultos com cancro em estadio avancado, de forma a aliviar a dor que resiste a terapia
com a maior dose tolerada dos opiaceos mais fortes (Russo & Guy, 2006; Fusar-Poli et

al., 2009; Wade, Robson, House, Makela & Aram, 2003; Notcutt et al., 2004).
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Spray zur Anwendung
in der Mundhdhle

2,7 mg Delta-9-Tetrahydrocannabinol /
2,5 mg Cannabidiol

3% 10-ml-Sprihflaschen
Zur Anwendung in der Mundhone

@ Almirall

Figura 4. Sativex® - 2,7 mg de A9 —THC + 2,5 mg de canabidiol (adaptado de Fox, 2014).

O trans-isomero da molécula de THC sintetizado em laboratorio, o dronabinol (figura
5), € comercializado em cépsulas para toma oral sob o nome de MARINOL® (figura 6).
Esta indicado para o tratamento da ndusea e vomitos severos resultantes da quimiotera-
pia, em doentes que ndo responderam a terapia antiemética standard, bem como tem
indicagdo para o tratamento de segunda linha na perda de peso, causada pela anorexia,
em doentes com SIDA. O MARINOL® esta a venda em paises como a Alemanha, os

Estados Unidos da América e o Canada (Mack & Joy, 2001).

CHs

OH

H3C

(@) CHs
CHs

Figura 5. Estrutura quimica do dronabinol (adaptado de Com-

mons.wikimedia.org, 2010).
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Figura 6. Marinol® - Smg de dronabinol em capsulas (adaptado de Leaf Science, 2014).

Uma molécula desenhada tendo por base o dronabinol, o nabilone (figura 7), ¢ também
comercializada para o alivio da nausea ¢ dos vomitos severos subsequentes a quimiote-
rapia. Tem o nome comercial de CESAMET® (figura 8) no México, nos Estados Uni-
dos da América, no Canadé e no Reino Unido. Na Austria é comercializado como CA-

NEMES®.

OH

Y

Figura 7. Estrutura quimica do nabilone (adaptado de Commons.wikimedia.org, 2009).
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Figura 8. Cesamet® - Img de nabilone em capsulas (adaptado de Cesamet.com, 2014).

Todos estes firmacos estdo sujeitos a receita médica nos paises onde sdo vendidos

(Workers Compensation Board of Nova Scotia, 2012; Mack & Joy, 2000).

Os canabinodides sintéticos estdo desaconselhados em doentes com historial de distur-
bios psiquiatricos, pois podem ocorrer alteragdes no comportamento ou no humor. De-
vido ao risco de causarem hipotensdo postural ou taquicardia reflexa, os doentes com
isquémia cardiaca severa, insuficiéncia cardiaca ou arritmias estdo também desaconse-
lhados de tomar estes farmacos (Howard et al., 2013). Devido ao mecanismo de meta-
bolizagdo e eliminacdo destas substancias, deve ser dada especial atencao a doentes com
insuficiéncia renal ou hepatica, quando lhes € prescrito qualquer um destes compostos.
Os canabindides tanto podem baixar como aumentar o limiar dos ataques epiléticos,
como tal, ndo é recomendado o seu uso em doentes com epilepsia (Howard et al., 2013).
No entanto existem ainda defensores de que as propriedades medicinais da canébis sé
sao completamente aproveitadas quando a planta ¢ fumada (Martin & Dewey, 2002).
Contudo, esta perspetiva sobre o consumo medicinal da canabis revela varias fraquezas,
entre as quais: (i) variabilidade de efeitos que se verificam entre individuos; (ii) diferen-
tes plantas de canabis podem variar entre si no que toca ao seu teor em THC; (iii) absor-
¢do dos compostos esta relacionada com o numero de inalagdes e com o tempo de re-
tencdo do fumo nos pulmodes, o que faz com a dose de THC administrada em cada
“charro” seja dificil de prever. Os principais defensores do uso medicinal de canébis
fumada s3o também defensores da legalizacdo do seu uso enquanto droga recreativa, o
que deixa transparecer alguma parcialidade na sua argumentagdo. Mais estudos, de pre-

feréncia bem controlados, e feitos de modo a excluir todos os fatores capazes de envie-
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sar as conclusdes, sdo necessarios para que a comunidade cientifica possa dar o seu ve-

redicto sobre o assunto (Martin & Dewey, 2002).

1.2.1 — A candbis e a lei:

A legalizacdo da candbis sempre foi um assunto polémico, com fortes apoiantes dos
dois lados da questao. Hoje em dia, a maior parte dos paises considera ilegal a posse, a
venda, o transporte e o cultivo de Cannabis sativa L.. Contudo, existem algumas exce-
¢oes em paises como a Suica, a Espanha, o México, a Itdlia e a Alemanha, onde apenas
a posse de canabis ndo ¢ criminalizada; na Holanda e na Republica Checa todas estas
modalidades sdo liberalizadas; na Bélgica e na Austrélia tanto o cultivo (desde que para
uso pessoal) como a posse de canabis estdo descriminalizados. A Riussia, o Canada e o
Peru sdao exemplos de paises onde existe a liberalizagdo da posse, do cultivo (para uso
pessoal) e do transporte de candbis, sendo ilegal a sua venda. O Uruguai € o Unico pais
do mundo onde ¢ legal plantar, possuir, vender e transportar Cannabis sativa L.. Ja na
Jamaica, apenas o seu transporte ¢ ilegal, sendo as outras modalidades liberalizadas, ou
seja, ndo constituintes de crime. Nos Estados Unidos a posse, o cultivo, a venda e o
transporte da canabis sdo ilegais do ponto de vista federal, no entanto estas quatro mo-
dalidades sdo legais no estado do Colorado e de Washington. A sua posse ¢ liberalizada
em mais 14 estados e o cultivo, transporte, venda e posse de marijuana para fins medi-
cinais ¢ legal. E de salientar que Portugal, em 2001, foi o primeiro pais do mundo a des-
criminalizar o consumo de todas as drogas, e a olhar para os consumidores como doen-
tes necessitando reabilitacdo, em vez de criminosos. No nosso pais, apenas a posse € o
transporte de candbis estdo descriminalizadas. Sendo a quantidade (massa) o fator que
separa o consumo do trafico (Legislagdo de Combate a Droga, 1993; Ncpic.org.au,
2014; Erowid.org, 2014; The Economist, 2013; The Economist, 2014; Jamaica-
gleaner.com, 2014; Reuters, 20140).
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1.3 — Enquadramento do Estudo

Os varios pontos supracitados nos capitulos anteriores, nomeadamente o aumento do
consumo de marijuana, que se tem vindo a verificar a nivel mundial e os seus efeitos
negativos a curto e longo prazo, permitem afirmar que o consumo de canabis se trata de
um problema de saude publica. O facto dos teores em THC encontrados nas plantas
estarem a aumentar, aliado ao facto do funcionamento do sistema endocanabindide a
nivel neuronal estar ainda pouco compreendido, enquadram o presente estudo como um
passo na direcao de um melhor conhecimento dos efeitos celulares do consumo de Can-
nabis sativa L.. Este estudo tem como objetivo averiguar a capacidade dos compostos
constituintes do fumo da marijuana em provocar a morte de células do sistema nervoso,

afetando a sua viabilidade.
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2. Material e Métodos

2.1 — Reagentes:

O metanol utilizado durante toda a experiéncia foi comprado a VWR®. O acido féormico
e o acetonitrilo usados na identificagdo dos compostos por HPLC-UV; o dimetilsulfoxi-
do (DMSO), o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e o trypan blue a 0,4%,
para a cultura e contagem celular; o Triton X-100 a 1% utilizado para o controlo positi-
vo e a solucao de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) usada no ensaio
de citotoxicidade, foram todos adquiridos a SigmaAldrich®. O Penstrap (penicilina a
100U/mL + estreptomicina a 0,1mg/mL + L-glutamida a 2mM) e o Tryple Express®
usados na cultura celular foram adquiridos a Gibco — Live Technology®. O soro fetal
bovino a 10% foi comprado a PAA Laboratories® GmbH. O PBS (Phosphate Buffered
Saline) utilizado veio da Oxoid®. A é4gua utilizada foi filtrada através de uma Millipore
UV Simplicity, da Merck® Millipore. A solu¢do padrdo de THC deuterado a 1mg/mL
foi gentilmente cedida para este estudo pela Delegagdo Sul do Instituto Nacional de

Medicina Legal.

2.2 — Amostra para analise:

As folhas de Cannabis sativa L. utilizadas como amostra neste estudo sao provenientes
de uma apreensao policial e gentilmente cedidas pela Policia Judicidria, apos a solicita-

¢do ao Instituto da Droga e da Toxicodependéncia.

Como referido na primeira parte deste trabalho, hoje em dia, os teores em THC total nas
plantas de candbis chegam até aos 20% (Cascini et al., 2012; W.H.O., Division of Men-
tal Health and Prevention of Substance Abuse, 1997). Como tal, foi admitido para a
planta utilizada como amostra, um teor em THC total de 15%, ou seja, em cada 160mg
de Cannabis sativa L. pesados para este estudo, estdo presentes, em teoria, 24mg de

THC+THCA.
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2.3 — Extracao:

O procedimento na extragdo metanodlica dos compostos da marijuana foi adaptado de
UNODC (2009). Foram pesados 320mg de Cannabis sativa L., 160mg foram extraidos
em metanol e posteriormente sujeitos a um banho de sonicacdo de 10 minutos. A solu-

cao resultante foi depois filtrada utilizando um filtro de 0,2um da VIWR®.

Os outros 160mg foram queimados usando um sistema que mimetiza o processo de pi-
roélise a que a planta € sujeita durante o seu consumo por via inalatoria. O sistema induz
a passagem dos compostos resultantes da queima por um solvente aquoso e outro orga-

nico.

2.4 — Pirolise:

Tendo em conta que o consumo de marijuana ¢ feito maioritariamente através da inala-
¢do do fumo produzido pela combustdo da planta, foi criado em laboratério um sistema
capaz de reproduzir o fendmeno bem como armazenar os produtos dessa combustdo em
dois solventes diferentes (figura 9). O solvente aquoso (30mL de DMEM), presente na
primeira armadilha, retém os produtos hidrofilicos da pirdlise. O metanol (60mL), en-

quanto solvente organico e presente na segunda armadilha, retém os canabindides e ou-

tras substancias hidrofobas.

Figura 9. Sistema de “fumo” da amostra: as folhas de candbis pesadas (160mg) sdo colocadas na extremi-
dade do cachimbo (A) e incineradas com um isqueiro. O fumo produzido é puxado por uma bomba de
vacuo (B). Durante o trajeto de A para B o fumo atravessa uma valvula de seguranca (1), entra na primei-
ra armadilha - fase aquosa (2) passa pela segunda armadilha — fase orgénica (3). Finalmente o fumo atra-

vessa outra valvula de segurancga (4) antes de ser descartado.
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A solucao aquosa da primeira armadilha foi armazenada em frigorifico a 6°C e posteri-
ormente utilizada para perfazer os volumes das solucdes finais dos meios de cultura
celular em DMSO a 0,2% (percentagens maiores de DMSO sdo potencialmente toxicas
a nivel celular) (Yuan et al., 2014). Esta solugdo aquosa nao foi quantificada por HPLC-
UV, devido a falta da existéncia de padrdes para os produtos hidrossoluveis da pirolise.
Uma parte da solucdo organica retirada da segunda armadilha (62ul), apds a queima, foi
usada para a identificacdo e quantificagdo dos canabinodides por cromatografia gasosa
(GC-MS (EI+)) e por cromatografia liquida (HPLC-UV), respetivamente. A restante
parte do extrato foi evaporada com recurso a um rotavapor (rotary evaporator N-1000 +
oil bath OSB-2000, ambos da EYELA®); o residuo resultante foi depois dissolvido em
DMSO a 100% para a preparacao das solu¢des-amostra usadas no ensaio de viabilidade
celular. Esta solu¢do-mae com DMSO a 100% foi depois filtrada utilizando um filtro de
0,2um da VWR®. As concentragdes finais de substincias lipossoluveis provenientes da
queima de Cannabis sativa L. nas solugdes-amostra foram de 0,0002mg/mL,
0,001lmg/mL, 0,002mg/mL, 0,0lmg/mL, 0,02mg/mL, 0,034mg/mL, 0,Img/mL e
0,2mg/mL; todas elas com DMSO a 0,2%.

2.5 — Identificacdo dos canabinoides presentes na amostra da extracdo metanolica dos

produtos da pirdlise de Cannabis sativa L. por Gas Chromatography—Mass Spectrome-

try de ionizacdo por impacto eletréonico (GC-MS (EI+):

Uma aliquota (2ul) da solugdo orgénica recolhida na segunda armadilha do sistema de
fumo foi analisada por um sistema de GC-MS (EI+) Agilent Technologies® modelo
6850 Network GC, acoplado a um espectrometro de massa de ionizagdo por impacto
eletronico (EI+) modelo 5975 VL MSD (Agilent Technologies®). A separagao dos dife-
rentes compostos presentes na amostra foi obtida utilizando uma coluna HP5-MS (30m
x 250um x 0,25um) (Agilent-J&W Scientific®, Espanha). O gés de arraste utilizado foi
o hélio (fluxo constante a 1,0mL/min). O programa de temperatura do forno aplicado na
analise da amostra seguiu um perfil de 60°C durante 3 min, seguindo-se uma rampa a
15°C/min até aos 180°C, finalmente chega aos 315°C, numa rampa a 25°C/min, onde se
mantém durante 13,6 min, resultando num tempo total de 26 minutos. O GC foi operado
sem reparticdo (modo splitless), com uma purga de 5 min e um injetor a 250°C. Os es-

petros de massa foram obtidos por impacto eletronico (EI+) a 70 eV, com varrimentos
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de m/z 30 a 450. A temperatura da interface foi de 280°C. A leitura dos dados obtidos
foi efetuada usando o software MassLab 3.2®.

2.6 — Quantificacdo do THC presente na amostra da extracdo metanolica dos produtos

da pirdlise de Cannabis sativa L. por High Performance Liquid Chromatography com

detecao ultravioleta (HPLC-UV):

O equipamento de HPLC-UV utilizado foi um Hitachi Lachrom da Merck®, de inje¢do
manual, constituido por bombas L-7100, um forno de coluna L-7350, um detetor UV L-
7400 (a 228nm) e um interface D-7000. A coluna utilizada foi uma LiChrospher 100
RP-18 (5u) da Merck® Millipore com 12,5cm de comprimento € 4mm de didmetro. As
fases moveis foram (1) uma solugdo aquosa de acido férmico a 0,1% e (2) acetonitrilo.
O ensaio foi realizado usando um método isocratico, ou seja, sem diferencgas de gradien-
te. O tempo de cada corrida era de 10 minutos a velocidade de 1mL/min. Todas as inje-
¢oes (amostras e padrdes) foram de 20ul e feitas em trés replicados. Os dados obtidos

foram analisados pelo software D7000 HSM da Merck®.

Os padroes utilizados para fazer a reta de calibracdo do THC foram feitos utilizando
uma solucao standard de THC deuterado a Img/mL com acetonitrilo como solvente. As
concentragdes das solugdes-padrao utilizadas para a realizacdao da reta foram: 50pug/mL;

100pg/mL, 150pug/mL, 200pug/mL, 250pug/mL e 300pg/mL.

2.7 — Cultura celular:

As células utilizadas neste estudo foram neuroblastomas da linha celular SH-SY5Y
(America Type Culture Collection®) gentilmente cedidas pelo Dr. Tiago Outeiro do
Instituto de Medicina Molecular. Todos os processos envolvendo a cultura celular fo-
ram feitos em camara de fluxo laminar vertical, que foi exaustivamente esterilizada ao
longo do ensaio utilizando alcool a 70%. Adicionalmente, 10 minutos antes da utiliza-

¢do, a camara foi sempre submetida a esterilizacdo por luz ultravioleta.

A cultura foi feita utilizando DMEM + soro fetal bovino a 10% + Penstrap (penicilina a

100U/mL + estreptomicina a 0,1mg/mL + L-glutamida a 2mM).
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Foram utilizados frascos de cultura de 25cm?. A oitava passagem, quando se verificou
uma confluéncia maior ou igual a 80%, as células foram limpas com PBS e desagrega-
das da parede do frasco com auxilio do Tryple Express®, que atuou durante um minuto.
ApoOs a inativagdo da tripsina através da adicdo de DMEM, procedeu-se a contagem
celular numa camara de Neubauer usando trypan blue a 0,4%, como corante numa di-
luicdo de 1:5. Com base nos resultados da contagem, resuspenderam-se as células em
meio de cultura até se obter a concentracdo desejada para o ensaio de viabilidade celular
(1,5x10° células/mL). 200pl desta suspensdo celular foram colocados em 60 pogos du-
ma microplaca de 96 pogos (12x8), que posteriormente foi a incubar durante 24 horas

em atmosfera himida numa estufa a 37°C com 5% de COx.

2.8 — Estudo de viabilidade celular com MTT:

Para a realizacdo deste estudo usamos o corante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) no ensaio de viabilidade celular apos uma exposicao de 24 horas aos
compostos resultantes da queima da Cannabis sativa L.. Este ensaio foi escolhido pela
sua simplicidade e rapidez de leitura de resultados. O ensaio com MTT deteta a ativida-
de mitocondrial através de um método colorimétrico. Quando as células estdo vivas, as
mitocondrias, através das suas desidrogenases, reduzem o MTT que tem uma cor amare-
la, num corante artificial que precipita, formando os chamados cristais de formazan, que
apresentam uma cor arroxeada. A concentragdo destes cristais ¢ estimada por espetrofo-
tometria e a percentagem de MTT reduzido (ou cristais de formazan produzidos) ¢ dire-

tamente proporcional a viabilidade celular. (Marshall, Goodwin & Holt, 1995)

Como referido anteriormente, as concentracdes dos compostos lipossoliveis resultantes
da queima de Cannabis sativa L. (entre eles os canabinoides) escolhidas para as solu-
coes-amostra do ensaio de viabilidade celular foram 0,0002mg/mL, 0,001mg/mL,
0,002mg/mL, 0,0lmg/mL, 0,02mg/mL, 0,034mg/mL, 0,Img/mL e 0,2mg/mL. Estes
valores foram calculados com base no pressuposto da obten¢do de um rendimento de
50% da queima (W.H.O., Division of Mental Health and Prevention of Substance
Abuse, 1997), isto ¢, dos 24mg de THC (admitindo que existem 15% de THC em
160mg da Cannabis sativa L. pesada) da amostra inicial, obtivemos, teoricamente, cerca
de 12mg de THC como resultado da pirdlise. Estes 12mg de THC total (em DMSO a

100%) foram diluidos na solu¢do aquosa retirada da primeira armadilha para fazer as
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concentracdes calculadas, tendo em conta que as solugdes-amostra teriam todas de estar

a 0,2% de DMSO.

No controlo positivo foi utilizado o detergente Triton X-100 a 1% para matar todas as

células.

Depois da ultima incubagdo, e estando as células aderentes ao fundo de cada pogo, o
meio excedente foi descartado e foram posteriormente adicionadas aos diferentes pogos
200ul das solugdes-amostra; 200ul da solugdo de Triton X-100 a 1% para o controlo
positivo e 200ul da solugdo de DMEM com DMSO a 0,2%, para o controlo negativo e
para o branco (pogo sem cé¢lulas). Cada adi¢do foi feita em seis replicados. A micropla-
ca foi novamente incubada durante 24 horas nas condi¢oes anteriormente referidas. Pas-
sado este tempo em contacto com as células, as solu¢des resultantes foram descartadas
da placa, os pogos limpos com 100ul de DMEM a 37°C (para retirar qualquer vestigio
dos compostos das amostras). Foram adicionados a cada um destes pocos 200ul de uma
solu¢do aquecida (37°C) de MTT a 0,5mg/mL em DMEM, previamente preparada na
camara de fluxo laminar vertical. A placa foi deixada a incubar em estufa, nas condi¢des
referidas anteriormente, durante 2 horas e meia. A solucao excedente de MTT nos pogos
foi retirada, os cristais de formazan depositados no fundo de cada pogco foram resuspen-
didos em DMSO a 100%, e a placa foi levada ao espetrofotometro para serem lidas as
absorvancias das solugdes. Os resultados do ensaio com MTT foram lidos num espetro-
fotdmetro da Bio-Rad® Laboratories, model 650 Microplate Reader S/N 00000 a uma

absorvancia de 595nm.

2.9 — Validacdo do método:

Para averiguar a linearidade do ensaio de quantificagdo por HPLC-UV foi elaborada
uma reta de calibragdo (figura 10), que exprime a relacdo entre a concentragdao do anali-
to e a sua area correspondente no cromatograma. No calculo da reta de calibragdo foram
feitas seis solugdes padrao de THC a concentragdes diferentes (50pg/mL; 100ug/mL,
150pg/mL, 200png/mL, 250pug/mL e 400pg/mL), cada uma foi analisada em trés repli-
cados e para todas foi determinado o desvio-padrao e as médias das areas dos picos.
Contudo, devido a um erro significativo de preparagao da solugdo-padrao a 200pg/mL,
as areas obtidas nos cromatogramas desta solucdo foram muito diferentes daquilo que

seria espectavel de acordo com a linearidade do ensaio. Como tal, os valores relativos as
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areas dos picos observados por HPLC-UV da solucao padrao a 200pg/mL foram des-
prezados na construgdo da reta. O teste de Dixon identificou o valor da area da primeira
corrida com a solugdo padrio de THC a 400pg/mL (tabela 1, figura 10) como um

“outlier”, por isso, este valor foi igualmente desprezado na construgao da reta.

Foi calculado o limite de detecdo e de quantificagdo do THC do equipamento de HPLC-
UV. O limite de detecdo (LD) corresponde a mais pequena quantidade de analito que ¢
possivel detetar numa amostra. O limite de quantificacdo (LQ) diz respeito ao valor mi-
nimo quantificavel pelo equipamento. No caso do HPLC-UV, o LD foi determinado

através da seguinte equagao:

K
Li)=

b

Sendo: sy4 0 desvio padrao residual; y- a ordenada real, y; a ordenada tedrica, b o declive
da reta de calibragdo e K uma constante que toma o valor de 3,3 para um nivel de confi-
anca de 99,7%, assumindo que a distribuicdo de erros tem a forma de uma curva de
Gauss (Miller & Miller, 2000). De modo semelhante ¢ possivel determinar o LQ, consi-
derando agora a constante K como 10. Os limites de dete¢do e quantificagdo do HPLC-
UV utilizado, calculados para o THC, foram respetivamente cerca de 18,94ug/mL e de

57,40pg/mL.

Durante a cultura celular, tanto o método das passagens, como o valor final de concen-
tragdo celular na solugdio a aplicar nos pogos das microplacas (1,5x10° células/mL) ja
estavam otimizados pela equipa do laboratorio de patologia molecular do Instituto Su-
perior de Ciéncias da Satde Egas Moniz, onde fui inserido. Os ftalatos sdo compostos
presentes no plastico e nas borrachas que sdo potencialmente toxicos a nivel celular
(Wu et al., 2014). Estes compostos poderiam ter sido libertados para o fumo durante a
sua passagem pelas mangueiras que uniam as diferentes partes do sistema de fumo utili-
zado. Como tal, para evitar um possivel enviesamento dos resultados obtidos, confir-
mou-se a auséncia de ftalatos (numa amostra de solu¢ao extraida de uma das armadilhas
do sistema de fumo utilizado, numa experiéncia feita em paralelo sem amostra para
queima) por CG-MS. No ensaio de viabilidade celular (MTT), como o método ja estava
otimizado pela equipa referida anteriormente, apenas foi feito um controlo do utilizador,

usando o teste de Dixon para remover possiveis “outliers” nas absorvancias lidas. Este
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teste, bem como o tratamento dos resultados foi feito recorrendo ao software Micosoft
Excel® 2013 (versao 8.1.1030.1550). Nao foi realizado nenhum tratamento estatistico

uma vez que o nimero de ensaios independentes nao foi suficiente.
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3. Resultados e Discussao

Como referido anteriormente, o objetivo deste trabalho experimental ¢ o estudo do im-
pacto causado na viabilidade celular dos produtos da pirélise de Cannabis sativa L., em
neuroblastomas da linha celular SH-SY5Y. Como tal, para o cumprimento deste propo-
sito, foi necessario recorrer a técnicas de identificagdo e quantificagdo dos compostos
presentes na amostra da extragdo metanolica dos produtos da pir6lise da planta, através
de GC-MS (EI+) e HPLC-UV, respetivamente. Os resultados destas duas técnicas vao
ser apresentados e discutidos neste capitulo bem como os resultados obtidos no ensaio

de viabilidade celular feito com MTT.

3.1 — Identificacdo dos canabindides presentes na amostra da extracdo metandlica dos

produtos da pirdlise de Cannabis sativa L. por Gas Chromatography—Mass Spectrome-

try de ionizacdo por impacto eletréonico (GC-MS (EI+)):

Como se verifica da leitura do cromatrograma obtido para a amostra da extragdo me-
tandlica dos produtos da pirdlise de Cannabis sativa L. (segunda armadilha) por GC-
MS (EI+) (figura 10) existem sete picos proeminentes, excluindo o primeiro que se trata
de um pico de solvente. Estes picos representam sete compostos diferentes identificados
na amostra em estudo. Os picos 5, 6 e 7 correspondem aos compostos que se encontram
em maior abundancia. Através da leitura dos seus espetros de massa (anexo 1 — gréaficos
6, 7 e 8), podemos concluir que os picos 5, 6 e 7 correspondem, respetivamente, ao A%
tetrahidrocanabinol (A%-THC), ao A’-tetrahidrocanabinol (A’-THC) (figura 11) e ao
canabinol (CBN) (com 94%, 97% e 87% de certeza, respetivamente). Outros canabindi-
des foram igualmente identificados na amostra extraida, nomeadamente o A°’-
tetrahidrocanabivarin (com 87% de certeza), o canabicromeno (com 78% de certeza), o
A'-THC sililado (com 72% de certeza) e o canabiciclol (com 87% de certeza), respeti-

vamente nos picos 1, 2, 3 e 4 (anexo 1 — graficos 2, 3,4 ¢ 5).
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Figura 10. Parte do cromatograma obtido para a amostra da extragdo metanolica dos produtos da pir6lise
de Cannabis sativa L por GC-MC (EI+), evidenciando os sete picos principais que representam, respeti-
vamente: o (1) A’-tetrahidrocanabivarin, o (2) canabicromeno, o (3) A'-THC sililado, o (4) canabiciclol, o

(5) A¥~tetrahidrocanabinol (A%-THC), o (6) A°—tetrahidrocanabinol (A°~THC) e o (7) canabinol (CBN).
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Figura 11. Espetro de massa, obtido por GC-MS (EI+), do composto presente no pico 6 (figural0), oA’
tetrahidrocanabinol (A°-THC).

Conclui-se assim que na amostra em estudo (solugdo orgénica extraida da segunda ar-
madilha do sistema de fumo), existem pelo menos sete canabindides diferentes, entre os
quais o A%-THC, o A’-THC e o CBN, que se encontram em maior quantidade. O A°-
THC ¢ indiscutivelmente o composto mais abundante, sendo cerca de trinta vezes mais

abundante do que os restantes canabinoides identificados na amostra (anexo 1 — grafico

).
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3.2 — Quantificacdo do THC total a partir de High Performance Liquid Chromatography

com detecdo ultravioleta (HPLC-UV):

3.2.1 — Reta de calibragao:

Tabela 1. Areas, médias e desvios-padréio obtidos através da leitura dos cromatogramas, obtidos por

HPLC-UV, correspondentes aos padrdes de THC utilizados.

Padroes de THC “outlier”
(ug/mlL) 50 100 150 200 250 400
Corrida 1 68810 650954 990577 1399390 | 1616543 | 3037480
§ Corrida 2 56493 619229 908124 1360445 1511683 | 2675736
~
Corrida 3 41250 593162 929673 1426087 | 1551159 | 2755994
Meédia 55030 621115 942791,3 | 1395307 | 1559795 | 2715865
Desvio p. 19487,86 | 28942,12 | 42763,21 | 33010,89 | 52960,74 | 56750,98
v =6990.5x- 11433( .
2 R>=0.998
1500 *
1000000 .
0 ) 30 lop 150 200 3_\',‘, ?U;, 350 400 450
500 Padrdes de THC (ug/mL)

Figura 12. Reta de calibragdo do THC com respetiva equagdo; obtida através das médias das areas lidas,

conjuntamente com o desvio padrao e fator de correlagdo (R2) calculados.
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Como acima referido, o teste de Dixon determinou o valor da primeira corrida da solu-
¢do padrdo a 400ug/mL como sendo um “outlier” sendo por isso desprezado no céalculo
da reta; da mesma forma os valores de todas as corridas com a solugdo padrio a

200pg/mL foram igualmente desprezados.

Os resultados da reta de calibragdo evidenciam uma linearidade satisfatoria no ensaio de
quantificagio do THC por HPLC-UV, apresentando um coeficiente de correlagdo (R?)
de 0,9981 (figura 12).

3.2.2 — Amostra:
O HPLC-UV ¢ um dos métodos descritos em Recommended methods for the identifica-
tion and analysis of cannabis and cannabis products (UNODC, 2009) como validos
para a quantificacdo do teor de THC total (THC+THCA) presente num extrato de cana-
bis feito em metanol. Como tal, foi este 0 método escolhido neste estudo para a quanti-
ficagdo do THC total presente na amostra da solugdo metanolica retirada da segunda

armadilha do sistema de fumo.

Os cromatogramas resultantes das trés corridas efetuadas com aliquotas da amostra em
estudo (anexo 2 — graficos 1, 2 e 3) mostram varios picos, evidenciando a presenca de
diversos compostos presentes na extragdo metandlica dos produtos da pirdlise de Can-
nabis sativa L.. O primeiro pico (negativo) ¢ o pico do solvente. Numa cromatografia
liquida com coluna de fase reversa, quanto maior o tempo de retengdo de um composto,
maior a sua hidrofobicidade. Sabe-se que o tempo de retengdo do THC, nas condigdes
da corrida efetuada, é de 5,0+0,1 minutos. Este valor foi calculado através da média dos
tempos de reten¢do dos padrdes de THC utilizados para construir a reta de calibracao.
Pode-se desta forma concluir que nos trés cromatogramas obtidos (anexo 2 — graficos 1,

2 e 3), o pico correspondente ao THC total presente na amostra € o pico A (figura 13).
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Intensidade (mV)

Tempo de Retencao (min)

Figura 13. Cromatograma, obtido por HPLC-UV, da primeira corrida da amostra da extragdo metanolica

dos produtos da pirdlise de Cannabis sativa L. (A) THC total (THC+THCA).

Tabela 2. Areas lidas para o pico A nos trés cromatogramas, obtidos por HPLC-UV, da amostra da extra-

¢do metanolica dos produtos da pirdlise de Cannabis sativa L. e respetiva média.

Area
Corrida 1 | 1737174
Corrida 2 | 1682126
Corrida 3 | 1661281
Média | 1693527

Da média das areas obtidas para esse pico (A) nos diferentes cromatogramas (tabela 2),
estimou-se, a partir da reta de calibragdo feita previamente (figura 12), a quantidade de
THC total (THC+THCA) presente na amostra. Assim, determinou-se que a amostra
estudada tem uma concentracdo total de THC de 258,62pg/mL, portanto, em 60mL de
solucdo metandlica extraida da segunda armadilha do sistema de fumo, obtiveram-se
cerca de 15,5mg de THC+THCA, valor muito proximo do pressuposto no inicio do es-
tudo. Foi admitido que existia inicialmente 15% de THC total nos 160mg de Cannabis
sativa L. pesados (24mg de THC total pré-pirodlise) e que se obteve um rendimento de

50% na queima (12mg de THC total pds-pirolise).
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3.3 — Cultura celular:

Como referido anteriormente, as células usadas no presente estudo foram neuroblasto-
mas da linha celular SH-SYS5Y. Estas células sdo comummente utilizadas em estudos de
citotoxicidade a nivel neuronal uma vez que possuem as propriedades bioquimicas e
funcionais dos neurdnios (Janefjord, Médg, Harvey & Smid, 2014). Além disso, a pre-
senca do recetor canabindide CB1 nos neuroblastomas, faz com que estas células sejam
de especial interesse no ambito deste estudo (Borner, Martella, Hollt & Kraus, 2012).
Como podemos verificar pelos resultados obtidos no controlo positivo e negativo (figu-

ra 11) as células utilizadas para este estudo estavam a funcionar corretamente.

3.4 — Estudo de viabilidade celular com MTT:

100

60

40

Viabilidade celular (%)

20

0
(L,JL.,U,H_f’J.er;,, O00;  Qog>  Qog 0,00 0034 01 0.2
Sl <

-20 L
Solucdes-amostra (mg/ml)

Figura 14. Grafico da viabilidade celular (média das percentagens de MTT reduzido em dois ensaios

independentes com seis replicados internos) para cada uma das solugdes-amostra.

Na figura 14 encontram-se os resultados dos ensaios realizados em neuroblastomas li-
nha celular SH-SYS5Y na auséncia e na presenca dos produtos da pirdlise de Cannabis
sativa L.. Como podemos verificar da leitura do grafico obtido (figura 14), das oito con-

centracdes estudadas, os pocos submetidos as primeiras sete apresentaram uma viabili-
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dade celular estimada perto de 80%, ou seja, houve cerca de 20% de morte celular. Os
pogos com a oitava e ultima concentracdo, a mais alta (0,2mg/mL), revelaram resultados
proximos de 0%, inclusive abaixo, que evidencia o erro instrumental associado ao espe-
trofotometro utilizado na leitura das microplacas. No entanto, para efeitos praticos, veri-

ficou-se 100% de morte celular nesses pogos.

Os valores lidos nos pogos com as sete concentragdes mais baixas estudadas
(0,0002mg/mL, 0,001lmg/mL, 0,02mg/mL, 0,034mg/mL e 0,Img/mL) sugerem que a
morte celular nao foi induzida pelos compostos lipossoluveis extraidos da queima da
canabis, uma vez que o aumento das concentracdes das solugdes-amostra, contendo os
canabindides, ndo resultou em nenhum aumento significativo dos valores de morte celu-
lar calculados para estes pogos, até se atingir a concentragdo maxima estudada onde se
verificou 100% de morte celular. Este resultado sugere que a morte celular que ocorreu
nos pogos com as concentragdes mais baixas de canabinoides (cerca de 20%), deveu-se
aos produtos da pirdlise que ficaram retidos na solugdo aquosa, ou seja, 0s compostos

hidrossoluveis do fumo de Cannabis sativa L..

Como referido anteriormente, quando submetidas a solugdo-amostra de maior concen-
tracdo (0,2mg/mL), todas as células morreram. Os resultados sugerem que a dose de
produtos lipossoluveis provenientes do fumo da marijuana (entre eles, os canabinoides
identificados na amostra), capaz de provocar morte celular esta entre os 0,Img/mL e os

0,2mg/mL.
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4. Conclusao

O trabalho de investigagdo aqui apresentado, insere-se numa estratégia para determinar
o impacto toxicoldgico de substincias de abuso, que sdo normalmente queimadas e o
seu fumo ¢ inalado pelos consumidores. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo
principal contribuir para o estudo do impacto dos produtos de pirdlise da Cannabis sati-
va L. na viabilidade celular de neuroblastomas da linha celular SH-SYS5Y, em condi¢des
semelhantes as do seu consumo na rua. Estas células do sistema nervoso central t€ém o
recetor CB1, sendo por isso ideais para o estudo dos canabindides. A andlise dos resul-
tados obtidos aponta para os produtos hidréfilos da pirdlise de Cannabis sativa L., como
sendo os responsaveis por cerca de 20% da morte celular verificada. Por outro lado, os
produtos lipossoluveis da pirdlise, onde se inclui o THC e os restantes canabinoides, s6
comec¢am a induzir morte celular a concentragdes superiores a 0,1 mg/mL. Mais ensaios
de desenho igual, utilizando solu¢des-amostra com os produtos lipossoluveis da pirdlise
de Cannabis sativa L., a concentracdes entre 0,Img/mL e 0,2mg/mL, poderdo ajudar a
definir melhor o impacto toxicoldgico destes compostos na viabilidade celular. Estes
nao foram efetuados dado o tempo disponivel para a realizagdo deste estudo experimen-
tal. Contudo, sendo este trabalho a primeira abordagem ao problema, pretendeu-se per-
correr uma ampla gama de concentragdes, ficando a afinagdo destas para estudos poste-

riores.

Outro contributo deste estudo, foi o de caracterizar as substancias lipossoluveis prove-
nientes da pirdlise de Cannabis sativa L. através de GC-MS. A andlise realizada permi-
tiu identificar o AS—tetrahidrocanabinol (A%-THC), o A°—tetrahidrocanabinol (A°>-THC) e
o canabinol (CBN), como sendo os compostos mais abundantes no fumo da marijuana.
No futuro, sera fundamental realizar uma analise que identifique os produtos da pirolise
de Cannabis sativa L., retidos na solu¢do aquosa (hidrossoliiveis) bem como o estudo
do impacto destes na viabilidade celular, de modo a averiguar se este impacto ¢ dose-

dependente.
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Anexo 2

HPLC-UV
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Grafico 1

Cromatograma, obtido por HPLC-UV, da primeira corrida da amostra

da extracdo metandlica dos produtos da pirdlise de Cannabis sativa

L.. (A) THC total (THC+THCA).

Intensidade (mV)

Chrom Type: HPLC Channel : 1

Tempo de Retencio (min)
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Grafico 2

Cromatograma, obtido por HPLC-UV, da segunda corrida da

amostra da extracdo metanodlica dos produtos da pirdlise de

Cannabis sativa L.. (A) THC total (THC+THCA).

Intensidade (mV)

Chrom Type: HPLC Chammel : 1

Tempo de Retencao (min)
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Grafico 3

Cromatograma, obtido por HPLC-UV, da terceira corrida da amostra da

extracio metandlica dos produtos da pirdlise de Cannabis sativaL.. (A)

THC total (THC+THCA).

Intensidade (mV)

Chrom Type: HPLC Chamnel : 1

Tempo de Retencio (min)
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