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Resumo. Cannabis sativa é uma das espécies mais antigas de plantas domesticadas e
permanece como uma das culturas mais difundidas. E também a droga ilicita mais
consumida no mundo. Buscou-se apresentar os métodos quimicos e botanicos atualmente
utilizados para identificacdo inter e intraespecifica no género Cannabis, mas que tém pouca
ou nenhuma capacidade de individualizar ou correlacionar amostras. Por outro lado, foram
caracterizadas as atuais ferramentas moleculares, as quais mostram resultados bastante
Uteis na individualizacdo de amostras vegetais e, assim, podem contribuir com a inteligéncia

policial na determinacdo geogréfica de plantios e rotas de tréfico.

Palavras-chave: Maconha; Tréfico; Drogas.

Abstract. Cannabis sativa is one of the oldest species of domesticated plants and remains
one of the most widespread crops. It is also the most used illicit drug in the world. We tried to
present the botanical and chemical methods currently used to identify inter and intraspecific
diversity in the genus Cannabis, but that has little or no ability to individualize or correlate

samples. Moreover, we characterized the current molecular tools, which show useful results
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in the individualization of plant samples and thus may contribute to the police intelligence in

determining geographical plantations and trafficking routes.

Keywords: Marijuana; Trafficking; Drugs.

1. Introducéo

Exemplares da espécie Cannabis sativa foram primeiramente classificadas por
Carolus Linnaes em 1753. No entanto, estas plantas sdo conhecidas da humanidade
ha mais de 6.000 anos, sendo uma das mais antigas culturas do mundo®. Além da
C.sativa, 0 género Cannabis apresenta outras duas espécies, C. indica e C. ruderalis
gue vém sendo utilizada como fibra téxtil, por conta de sua riqueza em fibras, em
preparacdes medicamentosas, rituais religiosos e como droga recreativa em virtude
da bioatividade de seus componentes. Suas sementes apresentam também
caracteristicas nutricionais importantes®>,

Apesar de encontrado ao redor do mundo, estudos indicam que o género
Cannabis seria disperso a partir da Asia Central®. Atualmente, reconhece-se este
género como altamente variavel, hibridizado, introgredido e panmitico®. Esta origem
asiatica guarda interessante relagcdo com seu uso religioso. Os primeiros relatos de
uso religioso da maconha, como € conhecida popularmente esta erva, dizem
respeito a Shiva, divindade hindu®. No entanto, outras tradicbes religiosas fazem
este mesmo caminho a Asia. Algumas religides ayahuasqueiras brasileiras, como a
Unido do Vegetal (UDV), reconhecem a C. sativa como um de seus sacramentos,
com o nome Santa Maria®. De acordo com o recriador da UDV, Mestre Gabriel, esta
tradicdo teria sido iniciada pelo Rei Salomao’. Visdo semelhante tem os seguidores
do Rastaféri, outra religido que faz uso da erva. Para estes a C. sativa seria uma das
trés plantas nascidas do tumulo deste mesmo rei que também viveu na regiao
asiatica®.

De acordo com Carlini®, no Brasil, a C. sativa parece ter chegada juntamente
com os descobridores, pois fibras desta planta eram utilizadas na constituicdo dos
cordames e velas das caravelas portuguesas que aqui aportaram em 1500. A partir
de entdo a maconha passou a ser plantada em nosso territorio, através de sementes
trazidas por negros escravos, e logo conquistou também os indios. O cultivo até o
séc. XVIII era incentivado pela Coroa portuguesa, mas seu consumo mantinha-se
restrito as classes menos favorecidas. Esta visdo mudou depois da segunda metade

do séc. XIX quando passaram a ser divulgados os achados médicos que imputavam
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a maconha uma série de empregos farmacoldgicos, como na asma, na insdnia e na
Ulcera gastrica, mas que ja chamavam atencdo sobre os maleficios de seu uso
continuo.

Ainda de acordo com este autor, apdés a participacdo brasileira no I
Conferéncia Internacional do Opio, em Genebra em 1924, o uso da erva foi
condenado. Somente a partir da década e 1930, a maconha passou a ser
criminalizada. Em 1933 foram registradas as primeiras prisdes no Rio de Janeiro em
virtude do comércio ilegal da erva. A proibicdo do plantio, cultura, colheita e
exploragdo da maconha em nosso territorio ocorreu por meio do Decreto-Lei 891 de
1938. Em 1961, passou a ser definitivamente tratada como narcético através da
Convencéo Unica de Entorpecentes, da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), da
qual o Brasil é signatario®. A Lei 6.368 de 1976 passou a prever, dentre outras
coisas, pena de prisdo para todos 0s que tivessem em seu poder qualquer
guantidade de C. sativa, o que foi alterado pela Lei 11.343 de 2006 que imp8e para
guem adquirir, guardar, tiver em deposito, transportar ou trouxer consigo, para
consumo pessoal, penas de adverténcia, prestacdo de servicos a comunidade e
medidas educativa™.

Até 2010, de acordo com relatério da ONU, a maconha ainda € a droga
guantitativamente mais traficada e de maior dispersdo geografico no mundo, com
comércio predominantemente intrarregional. A maior producdo mundial,
especialmente na forma de resina, ocorre no Afeganistdo e Marrocos. Na América
do Sul, Colédmbia, Brasil e Paraguai sdo os principais produtores. As maiores
apreensdes ocorrem na América do Norte e na Africa, sendo EUA e México, os
principais responsaveis*'.

A identificacdo acurada das evidencias de C. sativa € essencial para a
atividade policial e, assim, para que se faca justica'’. Para produtos de Cannabis
gue mantém as caracteristicas botanicas préprias da espécie, uma combinacéo de
teste quimico presuntivos, cromatografia em camada delgada e analise fisica
macroscopica e microscopica é considerada a abordagem analitica minimamente
aceitavel para a identificacéo positiva'’. No entanto, a individualizacdo de diferentes
cultivares de Cannabis pode, por exemplo, permitir a determinacdo geografica de
plantios e rotas de trafico®.

Assim, foi desenvolvida pesquisa exploratéria e qualitativa, a partir de

documentacdo indireta de fontes secundarias, na qual se buscou apresentar o0s
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métodos quimicos e botanicos atualmente utilizados para identificagdo inter e
intraespecifica no género Cannabis, mas énfase foi dada as ferramentas

moleculares, as quais mostram resultados bastante Gteis a inteligéncia policial.

2. Técnicas Quimicas
Quimicamente, ja foram isolados de folhas frescas de C. sativa mais de 70
canabinoides diferentes. Estas substancias sdo predominantemente resultantes do
metabolismo secundéarios, por vias em que se produzem alquilresorcinol e
monoterpenol3. Sao de interesse forense os seguintes canabinoides: (-)-A9-trans-
Tetrahydrocannabinol (THC); Acido (-)-A9-trans-Tetrahydrocannabinolic (THCA);
Cannabinol (CBN); Cannabidiol (CBD); Cannabigerol (CBG)*. Um Gnico dimero de
A9-THC foi isolado recentemente, o Cannabisol, que apresenta ponte metileno entre
as moléculas™.

Entre as espécies de Cannabis, bem como entre os sexos e partes da planta
(Tabela 1), a producdo de CBD e THC é quantitativamente diferente e tem suas

rotas de sintese controladas por dois alelos (Bt e Bd) em um dnico locus**°.

Tabela 1: Concentragdo de THC em diferentes 6rgédos da C.sativall.

Orgdo Percentual de THC

Flores femininas 10-12%

Folhas 1-2%
Talos 0,1-0,3 %
Raizes <0,03%

Estas substancias, bem como as plantas utilizadas na sua producdo, séo
enquadradas na Lista F2 da Portaria SVS/MS n° 344/1998, como psicotropica de
uso proscrito e, assim, considerada droga pela Lei 11.343/20064. O limite de 0,3% e
0,2% de THC tem sido utilizado respectivamente na Europa e no Canada para
determinar a diferenca entre a variedade de C. sativa para a producédo de fibra e
aquela utilizada como entorpecente’’. Algumas substancias canabimméticas ja
foram desenvolvidas e sdo comercializadas como medicamentos por laboratérios

norte americanos para tratamento de anorexia e antiemético®.
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A identificag@o presuntiva de canabinoides é realizada por meio de ensaios
coloridos em via Umida como as técnicas do Fast Blue Salt B, Fast Corinth V Salt e
de Duguenois-Levine. Contudo, € possivel observar-se falsos-positivos para henna,
noz-moscada, mace e agriménia'’. Assim, um teste cromatografico deve ser
combinado.

O método de escolha € a Cromatografia em Camada Fina (TLC), sendo
possivel o uso de diferentes fases estacionarias e solventes. Esta técnica possibilita
a analise qualitativa e semiquantitativa de Cannabis. Outros métodos descritos para
identificacdo de THC sdo Espectrometria de Mobilidade de fons (IMS);
Cromatografia Gasosa com Deteccéo por lonizagdo em Chama (GC-FID) com ou
sem derivacdo; Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-
MS) ou em ultravioleta-visivel (UV-VIS) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)1‘11'16.

Um método voltamétrico para a determinacdo de A9-THC foi proposto por
Balbino et al (2012)'". O método mostrou-se confiavel e seu limite de deteccdo
permitiu 0 uso para tracos de amostra. No entanto, a maioria das analises quimicas
mostra-se inadequada para amostras exiguas e com baixos niveis de THC ou para
amostras que foram estocadas por longo periodo®®*®. Além disso, estas técnicas
nao permitem individualizar ou correlacionar amostras de Cannabis.

Uma técnica quimica que traz alguma informacédo sobre o local de cultivo é a
baseada na caracteristica isotdpica, principalmente de C e N, e nos constituintes
inorganicos da planta que podem ser correlacionados a amostras de solo de
cultivo®®. Contudo, este perfil quimico ndo permite vincular produtores, a partir das

caracteristicas intrinsecas da planta®.

3. Técnicas Botanicas

Morfologicamente, estas plantas sdo dioicas e apresentam aspecto herbaceo-
arbustivo, com até seis metros de altura. As plantas masculinas sdo, em geral,
menos robustas do que as femininas™. Seus caules sdo fibrosos, eretos, ocos,
finos, com estrias longitudinais e tricomas. A raiz € axial. As folhas sao simples,
palmatissectas, longopecioladas, levemente asperas, com segmentos lineares,
lanceolares e serrilhadas nas bordas, com numero impar de foliolos. Predominam

inflorescéncias que produzem uma resina rica em THC estocado nos tricomas
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glandulares. Os frutos ou aguénios, com uma semente, sGo marrom-esverdeados e
ovoides, com ou sem célice persistente®.

Como as apreensdes, em geral, sdo da erva seca, picada e prensada, a
andalise morfoldgica torna-se dificultada, especialmente para classificar espécies do
género Cannabis. Para tanto, seria possivel utilizar microscopia Optica ou eletrénica
na tentativa de caracterizar algumas estruturas tipicas nos fragmentos de folhas?’.

Os tricomas sao estruturas microscopicas facilmente identificadas. Dois
tipos de tricomas sédo observados por microscopia 6ptica em aumento nao superior a
40 vezes: tricomas n&o glandulares e glandulares. Os n&o glandulares séo
unicelulares, rigidos e curvados com delgado &pice pontiagudo e se dividem em
outros dois grupos que sao observados simultaneamente: cistoliticos encontrados na
superficie superior das folhas podem conter carbonato de calcio e apresentar um
formato de garra; ndo cistoliticos que ocorrem na superficie inferior da folha,
bracteas e bractéolas e falta a base alargada. Tricomas glandulares, onde a resina é
produzida e estocada, podem ser observados das seguintes formas: sésseis, sem
pedunculo, geralmente encontrados na epiderme inferior; pequenos tricomas
glandulares bulbosos com hastes unicelulares; longos multicelulares nas bractéolas
que cercam as flores femininas?”.

Plantagcbes de C. sativa podem ser monitoradas por meio de imagens
espectrais obtidas através de sensoriamento remoto. De acordo com Azaria et al22,
plantas de Canabis apresentam uma assinatura espectral diferente quando
comparada com outras espécies da vegetacdo. A melhor identificacdo de C. sativa
ocorre na regido: 530-550 nm, 670-680 nm and 705-720 nm. Estes autores
demonstraram também que a capacidade de distincdo espectral da C. sativa pode
ser utilizada tanto para niveis laboratoriais, quanto na plantacdo e até mesmo do
alto.

Diferencas de reflectancia espectrais entre C. sativa e espécies arboreas e
entre C. sativa e monocotiledéneas sdo maiores do que quando se compara a
espécies herbaceas, especialmente no comprimento de onda do verde e do
infravermelho proximo. Além disso, quando apresenta dossel mais denso, a C.
sativa torna-se melhor discriminada de outra vegetacio®.

Na verdade, muitos estudos tém demonstrado a utilidade do uso de indices
opticos, obtidos através de ferramentas de sensoriamento remoto, na avaliacdo das

caracteristicas morfofisioldgicas e nutricionais da vegetacédo. Estes indices sdo muito
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utilizados na agricultura de precisdo e podem distinguir a idade da planta, a
densidade e a fertilizacdo nitrogenada®®. Para a cobertura vegetal, por exemplo,
existem diversos indices que objetivam ressaltar o comportamento espectral da
vegetacdo em relacéo ao solo e a outros alvos?.

Outra metodologia de identificagdo possivel seria realizada por meio da
relacdo parasita-hospedeiro. Esta estd baseada na coevolucdo de grupos de
parasitas obrigatérios com seus hospedeiros tornando-os restrito a determinado

taxon, neste caso ao género Cannabis™.

4. Técnicas Moleculares

De modo geral, as analises atuais ndo podem restringir-se a identificar
inequivocamente a espécie de Cannabis, mas devem possibilitar determinar a
origem geografica e correlacionar amostras apreendidas, permitindo revelar rotas de
trafico, relacionar grupos criminosos e distinguir amostras legais daquelas
comercializadas como droga, onde o cultivo € permitido. Para tanto, os métodos
moleculares, baseados nos perfis de DNA apresentam-se como ferramentas
importantissimas para a inteligéncia policial®®.

O uso de ferramentas genéticas moleculares para identificacdo de plantas,
especialmente daquelas do género Cannabis, ganhou forca a partir da década de
1990. Tendo como alvo o DNA nuclear ou de organelas e utilizando-se de técnicas
de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado randomicamente); AFLP (polimorfismos
de tamanho do fragmento de restricdo amplificado) e RFLP (polimorfismo de
tamanho de fragmento de restricdo), estas ferramentas demonstram potencialidade
para individualizar amostra de C. sativa®. A diferenciacdo entre tipos produtores de
fibra e de droga da C. sativa pode ser feita também através do polimorfismo do gene

da A-9-tetrahydrocannabinolic acid sintase?®.

4.1 RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado Randomicamente)

Esta técnica consiste em uma unica reacdo de PCR onde existem iniciadores que
geram produtos polimérficos de DNA amplificados aleatoriamente. Sempre que um
iniciador tiver homologia com a sequéncia molde do DNA, na qual se ligara, um
produto de PCR sera entdo formado. Os produtos de PCR sdo de tamanho variavel
e costumam ser separados num gel de 1% de agarose e corados com brometo de

etidio para a deteccdo do padrao de bandas. Nao é necessario ter um conhecimento
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prévio da sequéncia de DNA de um organismo para executar tal técnica, no entanto,
as condicbes de PCR devem ser mantidas constantes para gerar consistentes
padrdes de bandas?’. O método ja foi aceito e utilizado em tribunais para casos
criminais e civeis?®%.

Esta técnica costuma ser menos onerosa e de simples realizacdo, entretanto
o método sofre com problemas de reprodutibilidade entre laboratorios. Esses
problemas podem ser atribuidos a diferentes velocidades de rampagem nos
termocicladores o que afeta a ligacdo dos iniciadores nas sequéncias alvo de DNA.
Além disso, bandas fracas nos géis de agarose podem ser marcadas de modo
diferente devido a diferencas na avaliacdo visual entre os especialistas durante a

etapa de deteccao®’°.

4.2 AFLP (Polimorfismos de Tamanho do Fragmento de Restricdo Amplificado)
Este método tem sido utilizado para distinguir individuos de muitas espécies,
incluindo plantas®, insetos®, aves®, peixes® e bactérias®. A técnica de AFLP
baseia-se na amplificacdo seletiva por PCR de fragmentos de restricdo a partir de
uma digestao total do DNA gendmico. A técnica envolve trés passos: (i) a restricdo
do DNA e ligacdo de adaptadores de oligonucleotideos, (ii) amplificacdo seletiva de
conjuntos de fragmentos de restricao, e (iii) a analise dos fragmentos amplificados?’.

A amplificacdo por PCR dos fragmentos de restricdo é obtida através da
ligacdo de adaptadores que possuem como alvo sequéncias do local de restricdo
para a hibridacdo com o iniciador. A amplificacao seletiva é atingida através do uso
de iniciadores que se estendem através dos fragmentos de restricdo. A amplificacao
ocorre apenas naqueles em que as extens@es dos iniciadores alinharem com o0s
nucleotideos que flanqueiam os sitios de restricdo. Usando este método, os
conjuntos de fragmentos de restricdo podem ser visualizados sem o conhecimento
prévio da sequéncia de nucleétidos. O método permite a coamplificacdo especifica
de um elevado numero de fragmentos de restricdo que podem ser analisados ao
mesmo tempo. No entanto, € dependente da resolucdo do sistema de deteccdo que
pode ser através de um sistema de eletroforese capilar®.

2737 onde

A validagdo deste método para amostras de maconha € completa
foram realizadas andlises de maconha clonada mostrando que perfis clonais de
polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados sé&o altamente

reprodutiveis.
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4.3 RFLP (Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restrigc&o)

Técnica que também utiliza enzimas de restricdo para a digestdo do DNA gendmico.
Quando o DNA é digerido, muitos fragmentos de tamanhos diferentes sao
produzidos e estes entdo podem ser separados por um gel de agarose*®,

Apés a separacdo em gel, O padrdo de DNA é entdo transferido para um
suporte sélido, tal como um filtro de nitrocelulose®, e os fragmentos especificos s&o
detectados através da utilizacdo de uma sonda radioativa adequada constituida por
uma sequéncia de DNA homdéloga que hibridiza na regido. O filtro é lavado, seco e
colocado contra um filme fotografico para a exposicdo autoradiogréfica®.

Todas as técnicas moleculares descritas apresentam problemas como a
necessidade de grandes quantidades de DNA altamente purificado e, como ja

citado, ha um baixo grau de reprodutividade entre analistas e laboratérios*°.

4.4 STR (Regi&o de repeticdo em Tandem)

O genoma dos eucariotos é repleto de sequéncias repetitivas no DNA. Essas
sequéncias ocorrem em varios tamanhos e sdo designadas tipicamente pelo
comprimento da unidade de repeticdo e o numero das repeticbes continuas dessas
unidades™.

As unidades de repeticdo quando ocorrem em um tamanho considerado
médio sdo referidas como minissatélites ou numero variavel de repeticbes em
tandem (VNTR). Os VNTRs séo formadas por unidades de repeticdes que contém
desde 8 pares de base (pb) até 100pb de comprimento. Foram muito utilizados como
marcadores genéticos na década de 1990**.

As regides do DNA com as unidades menores de repeticdo, variando entre
2pb até 7pb de comprimento sdo denominadas microssatélites ou sequéncias
simples de repeticdo (SSRs) ou ainda repeticbes curtas em tandem (STRs). Os
STRs se tornaram mais populares devido a sua maior facilidade de amplificacdo por
PCR. Isto ocorre devido a ambos os alelos de um individuo heterozigoto serem
similares na repeticao e diferentes apenas no tamanho. O nimero de repeticbes em
STR pode ser altamente variavel entre individuos, tornando esses marcadores
efetivos para o propésito de identificacdo e individualizacdo de humanos* e, por
esse motivo, também estéo sendo desenvolvidos para identificacéo de C. sativa®.

Assim, na Uultima década, varias pesquisas de identificagcdo genética da

C.sativa passaram a utilizar-se da tecnologia de STR?*?*. De acordo com Carita*,
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0s marcadores STR apresentam como vantagens a possibilidade de uso em reacoes
multiplex rapidas e automatizadas; a producédo de perfis mesmo com concentracdes
exiguas e com material degradado; a determinacdo da fonte, mesmo a partir de
misturas de DNA; além de apresentarem resultados comparaveis e com grande
discriminagdo estatistica. Por outro lado, as principais desvantagens dos STR séo a
necessidade de determinagéo a priori da sequéncia de anelamento de primers e 0s
gastos de tempo e capital com a otimizacdo dos sistemas multiplex e no
estabelecimento de bancos de dados para cada espécie.

Atualmente, ja sdo descritos em torno de 30 marcadores de STR para C.
sativa®®. Existem dois kits que foram desenvolvidos com reacées multiplex contendo
marcadores microssatélites (STR): o primeiro validado pela Scientific Working Group
on DNA Analysis Methods (SWGDAM) com 10 loci de STR: ANUCS301,
ANUCS302, ANUCS303, ANUCS304, ANUCS305, ANUCS501, BO1-CANN1, B05-
CANN1, B02-CANN2, C11-CANN119. Um segundo foi desenvolvido pelo grupo de
Kohnemann et al, 2012*® contendo 15 regides de STR’s: EO7 CANN1, ANUCS 302,
HO9 CANN2, D02 CANN1, C11 CANNL1, B0O1 CANN1, BO5 CANN1, HO6 CANNZ2,
BO2 CANN2, H11 CANN1, ANUCS305, ANUCS 308, ANUCS 301, CS1 e ANUCS
501. Estes locais apresentam alto polimorfismo alélico e heterozigose e nicleos de
repeticbes com trés ou mais nucleotideos. O sistema descrito apresentou 6timos
resultados para amplificacdo de material genético extraido de folhas secas de

maconha pelo grupo de Howard e cols, 2008™.

4.5 DNA Barcode
Entre as técnicas genéticas que estdo cada vez mais sendo adotadas para a
identificacdo de espécies botanicas, encontra-se o sistema chamado de DNA
Barcode (o codigo de barras do DNA). Esta ferramenta € utilizada para o estudo
taxondbmico da biodiversidade através da utilizacdo de uma regido curta e
padronizada do DNA, proporcionando uma rapida e precisa identificacdo de
organismos. Isto ajuda a caracterizar e distinguir espécies e individuos nao
identificados para atribuir & espécie***°.

Entretanto, para ser pratico e satisfatorio a regido do gene selecionado deve
satisfazer trés critérios: (i) conter suficiente variabilidade entre as espécies, (i) ser
curto o suficiente para ser sequenciado em uma unica reacéo, e (iii) conter regides

conservadas para o desenvolvimento de primers universais*.
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Devido ao grande interesse no estudo do DNA Barcode, em 2004 foi criado o
Consortium for the Barcode of Life (CBOL), que consiste na criagdo de um banco de
dados contendo atualmente em torno de 2.069.661 Barcodes de DNA de varias
espécies?’. Fazem parte do CBOL cerca de 200 organizacdes de 50 paises, que
fomentam grupos de trabalho, workshops, conferéncias, divulgacéo e treinamento™’.
Neste banco de dados encontramos oito sequéncias de DNA Barcode de C. sativa
gue foram depositadas: seis sdo sequéncias do gene rbcL e dois do gene matK.

Uma variedade de loci tem sido sugerida como uma possibilidade para o
desenvolvimento de DNA barcode em plantas e € de consenso geral que a
abordagem baseada em organelas é a estratégia mais eficaz para identificacéo

botanica*®4°°°

O polimorfismos do DNA mitocondrial (mtDNA) e cloroplastico
(cpDNA), de origem geralmente uniparental (materna) em angiospermas e com
baixas taxas de mutacdo, sdo capazes de individualizar haplotipos de C. sativa,
provendo dados evolutivos e biogeogréficos. Gilmore, Peakall e Robertson3
demonstraram que a analise de 12 loci de mtDNA e cpDNA revelou 7 loci
polimorficos, sendo 5 regides variaveis de tamanho e 2 polimorfismos de nucleotidio
anico (SNP). Assim, seria possivel determinar trés grupos de haplétipos de
Cannabis originados nos tipo selvagem e nos produtores de droga e fibra.

Dessa forma, um dos genes candidatos € o ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (rbcL) presente no DNA dos cloroplastos das plantas e
utiizado como um sistema de DNA Barcode. Este gene codifica uma proteina
essencial para o processo fotossintético. Assim, sofre pressao seletiva positiva,
mantendo uma regido bem conservada, que possibilita comparar espécies distantes
evolutivamente e facilita o desenho de iniciadores universais utilizados na técnica™".

Recentemente, Ribeiro e cols. 2013°? realizaram um trabalho de identificacéo
molecular de C. Sativa em amostras que foram apreendidas pela Policia Civil do
Estado do Rio de Janeiro através do sistema de DNA Barcode, utilizando o gene
rbcL. Através deste método, foi possivel caracterizar trés haplotipos distintos
encontrados em quatro regides: um haplétipo observado nos Estados Unidos e
Reino Unido, o segundo pertencente a China e o terceiro tipico das amostras que
foram apreendidas no Rio de Janeiro. Propuseram assim que esse gene
cloroplastico pode ser usado como um marcador biogeogréafico e sugeriram se tratar

de uma assinatura genética para analise forense.
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Os principios importantes para a padronizacdo de uma regido a ser utilizada
como DNA Barcode envolvem a escolha de um ou poucos loci padrdo que possam
ser sequenciados rotineiramente e de forma confiavel em grandes e diversos
conjuntos de amostras, resultando em dados facilmente comparaveis para permitir a
distingdo interespecifica. O Barcode padréo para animais, por exemplo, utiliza o
gene CO1 que se encaixa nesses critérios: € um haploide de heranca uniparental
gue apresenta altos niveis de poder discriminatério e € uma regido nao propensa a
grandes variacbes, com microinversdes, ou repeticbes de mononucleotideos

frequentes®*,

Estas caracteristicas, combinadas com a capacidade de
desenvolvimento de conjuntos de primers robustos resultam na alta qualidade desta
regido para utilizacdo como DNA Barcode48.

Entretanto, encontrar uma regido equivalente para amplificacdo em plantas
tem-se revelado dificil. Em geral a baixa taxa de substituicdo de nucleotideos em
genomas mitocondriais de plantas, impede o uso de CO1 como Barcode para
identificacdo botanica®. Assim, na busca de um Barcode para plantas, acreditam
muitos pesquisadores, ser necessaria a utilizacdo de multiplos marcadores para a
adequada discriminacao entre espécies*®.

Dessa maneira, quatro principais sugestdes para o desenvolvimento de
Barcode em plantas, propostas por trés diferentes grupos de pesquisa, envolvem
varias combinac¢@es de alguns marcadores de plastos: rpoC1+ rpoB+matK ou rpoC1
+ matK +trnH-psbA56, rbcL + trnH-psbA>’. Diversas combinagdes foram discutidas
na 22 Conferencia Internacional Barcode of Life em Taipei, mas ndo se chegou a
consenso. Apesar dos desafios, o desenvolvimento do DNA Barcode de Plantas
sera extremamente Util para numerosas aplicacdes, tais como para identificacao

forense, ecolégicas e taxonomia®.

4.6 Real Time PCR (qPCR)

A tecnologia de gPCR ja tem sido utilizada para identificar amostras desconhecidas
de origem animal®®*® e j4 é amplamente aceito em ambientes forenses®. Este
meétodo ndo esta limitado a amostras com grande quantidade e qualidade de DNA e
a analise ndo requer o processamento pos-PCR, pois a tecnologia permite a
amplificacé@o e identificacdo simultdneas de uma ou mais sequéncias especificas de

DNA em tempo real. Aléem disso, 0s protocolos minimizam o risco de exposicao a
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contaminacgdo, reduzindo tanto o custo quanto o tempo necessario para identificar
uma amostra desconhecida®.

Recentemente Johnson e cols. 2013% validaram uma metodologia de qPCR
para identificacdo de amostras de DNA de C. sativa. As regifes foram amplificadas
usando os primers C, D, G, e H, que tém como alvo o espacador intergénico do exon
3’ trnL e o gene trnF no cloroplasto, conforme descrito no Linacre e Thorpe®.

As sondas testadas foram extraidas de sementes de C. sativa e de material
foliar da H. lupulus (sonda Green Plant) O resultado mostrou que as amostras da
semente C. sativa exibiram atividades fluorogénicas de ambas as sondas, enquanto
apenas a sonda Green Plant produziu sinais quando o H. lupulus foi testado. Assim,
concluiu-se que o método pode distinguir com precisdo amostras de C. sativa e seu

parente mais préximo H. lupulus®.

5. Concluséo

Na rotina dos laboratérios forenses, a identificacdo quimica da Cannabis sativa é
realizada pela determinacdo da presenca de canabinoides. Entre os métodos
utilizados h& os ensaios quimicos de cor em via Umida e aqueles em que se utilizam
diversas tecnologias cromatograficas que podem ser acopladas a detectores
especificos. Apesar de, em conjunto com métodos botanicos micro e macroscoépicos,
serem suficientes para a determinacéo inequivoca do material, demandada para o
devido processo legal, estes métodos podem ser inadequada para amostras em
quantidade e qualidade reduzidas, além de nao permitirem individualizar amostras
de Cannabis.

Assim, com o uso de tecnologias moleculares é possivel ir além.
Atualmente, pode-se vincular geograficamente o material apreendido e correlacionar
amostras, o que permite revelar rotas de trafico e relacionar grupos criminosos.
Estes métodos moleculares sdo baseados nos perfis de DNA, tornando-se
ferramentas importantissimas. Entre estes métodos, o DNA Barcode proporciona
rapida e precisa identificagdo de Cannabis, a partir de uma pequena regido
padronizada do genoma, a qual caracteriza e distingui espécies e individuos,

contribuindo para a inteligéncia policial.
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