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RESUMO

A Cannabis sativa L. € uma das plantas mais versateis utilizadas por diversas culturas ao
redor do mundo. Como consequéncia da variabilidade da Cannabis, que pode ser afetada pela
sua genética, condicBes de crescimento e coleta, se mostra desafiadora a pesquisa sobre essa
planta e a padronizacdo de medicamentos e produtos a base de Cannabis. Esse projeto de
Mestrado teve como um dos objetivos a otimizacdo de um método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD), visando identificar e
quantificar fitocanabinoides minoritarios e majoritarios em 6leos e extratos concentrados de
Cannabis de produzidos no Brasil por associacdes de produtores. Além da otimizacdo do
método cromatografico, o estudo visou investigar os efeitos embriotoxicos de 4 extratos
quantificados, utilizando o zebrafish (Danio rerio) como modelo in vivo. Os resultados
indicaram a eficacia do método otimizado na quantificacdo de oito canabinoides em 15
amostras diferentes. As curvas de calibracio demonstraram boa linearidade, com um R?2
superior a 0,999 para todos os analitos, e limites de deteccdo e quantificacdo satisfatérios. A
avaliacdo comparativa do método proposto com método de referéncia demonstrou desvios
padrdo relativos no teor de canabinoides majoritarios inferiores a 5% para 4 Oleos de
Cannabis. Os ensaios embriotdxicos indicaram CLso (96 h) de 5,97, 5,63 6,24 ¢ 1,17 mg L™
para 0s extratos de quimiotipos de CBD, de A°-THC, balanceado de CBD e AS-THC e de
CBG, respectivamente. Efeitos subletais, como atraso na eclosdo dos ovos e alteracOes
morfologicas também foram observados em todos os extratos avaliados. Dessa maneira,
conclui-se que os resultados obtidos sdo promissores para a expansao da aplicacdo do método
cromatografico na determinacdo de fitocanabinoides em produtos de Cannabis produzidos por
associac0es brasileiras, para atender a demanda de controle de qualidade. A compreensao dos
efeitos toxicoldgicos de extratos complexos de Cannabis € crucial, especialmente no contexto
do crescente uso medicinal da planta. Nesse trabalho foi avaliado, de forma pioneira, o efeito
de embriotoxicidade de um extrato de Cannabis rico em CBG, canabinoide com crescente
aplicacdo terapéutica, ressaltando a importancia desses estudos.

Palavras-chave:  Cannabis sativa L., CBD, AS-THC, CBG, HPLC-DAD, Produtos

terapéuticos a base de Cannabis, Zebrafish.



ABSTRACT

Cannabis sativa L. is one of the most versatile plants used by different cultures around the
world as a source of food, fiber and medicine. Due to the variability of Cannabis, influenced
by its genetics, growth conditions, and the collection process, research on this plant and the
standardization of medications and Cannabis-based products prove to be challenging. One of
the objectives of this Master's project is the optimization of a high-performance liquid
chromatography method with photodiode array detection (HPLC-DAD), aiming to identify
and quantify minor and major cannabinoids in oils and concentrated Cannabis extracts
produced in Brazil by producer associations. In addition to optimizing the chromatographic
method, the study aims to investigate the embryotoxic effects of these extracts using zebrafish
(Danio rerio) as an in vivo model. The results demonstrated the effectiveness of the optimized
method in quantifying eight cannabinoids across 15 different samples. The calibration curves
showed excellent linearity, with an R? value greater than 0.999 for all analytes, along with
satisfactory limits of detection and quantification. A comparative evaluation of the proposed
method with a reference method showed relative standard deviations for the major
cannabinoids below 5% for four Cannabis oils. Embryotoxicity assays revealed LCso (96 h)
values of 5.97, 5.63, 6.24, and 1.17 mg/L for extracts from CBD, A>-THC, balanced CBD and
A%-THC, and CBG chemotypes, respectively. Sublethal effects, including delayed hatching
and morphological alterations, were also observed in all evaluated extracts. In conclusion, the
results obtained are promising for expanding the application of the chromatographic method
in the determination of cannabinoids in Cannabis products produced by Brazilian associations,
addressing the demand for quality control. Understanding the toxicological effects of complex
Cannabis extracts is essential, particularly given the growing medicinal use of the plant. This
study also pioneered the evaluation of the embryotoxic effects of a CBG-rich Cannabis extract,
a cannabinoid increasingly used for its therapeutic potential, emphasizing the importance of
such research.

Keywords: Cannabis sativa L., CBD, A°-THC, CBG, HPLC-DAD, Cannabis-based

therapeutic products, Zebrafish.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

A planta Cannabis sativa L. é amplamente conhecida devido sua historia e impacto
social e farmacoldgicol. Nos Gltimos anos, o uso terapéutico de produtos medicamentosos a
base de Cannabis vém aumentando, devido ao maior interesse da sociedade no potencial
desses produtos. Foram identificados mais de 500 compostos na Cannabis sativa, sendo 144
deles canabinoides ou fitocanabinoides?.

Os fitocanabinoides de maior interesse cientifico devido ao seu potencial terapéutico, e
sendo assim considerados os mais importantes, sio o canabidiol (CBD) e o A°-
tetrahidrocanabinol (A%-THC). O CBD ¢ o principal composto investigado para fins
medicinais apresentando atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, além de ter
propriedades ansioliticas e anticonvulsivantes que vem sendo exploradas para o tratamento de
varias doencas®. Ja o segundo, apesar de também ter um papel terapéutico importante, é o
principal componente psicoativo presente na planta e esta intimamente relacionado ao uso
recreativo da Cannabis®*.

No Brasil, o consumo de Cannabis € proibido. Porém, atualmente, a Anvisa autoriza a
prescricdo de produtos de CBD e extratos de Cannabis para o tratamento de varias doencas
bem como a importagdo desses produtos®. Entretanto, esses produtos ainda tém alto custo
associado, dificultando o acesso para muitas pessoas. AssociacGes se consolidaram no pais
com o intuito de auxiliar os pacientes e familiares na aquisicdo de produtos de Cannabis,
importados ou formulados pelas proprias associacdes®. A Anvisa também deliberou sobre a
producdo para o uso pessoal mediante a liminar, habeas corpus, além de conceder autorizacéo
judicial para a producdo e comercializacdo de produtos medicinais derivados da Cannabis
para algumas associagoes®.

Devido a aprovagédo desses produtos de Cannabis sativa L. e a constante insercdo de
novos produtos para aprovacgdo, se tem uma demanda crescente de métodos de quantificacdo
precisos e confidveis dos fitocanabinoides nesses produtos para o controle de qualidade®.
Vaérios trabalhos tém evidenciado a eficacia da cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo de arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD) para a quantificagdo dos canabinoides em
diversas amostras, como 0leos, extratos e resinas de Cannabis. Além disso, a separacdo por
cromatografia liquida evita o aquecimento da amostra, possibilitando a determinacdo dos
fitocanabinoides e a correlagdo da quantidade de cada composto nos produtos com seus

efeitos farmacologicos®*°.
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Com o crescimento exponencial do uso terapéutico dos produtos a base de Cannabis, ha
uma maior exposicdo da populacdo aos canabinoides. Dessa forma, conhecer o potencial de
toxicidade desses compostos € essencial para garantir seguranca aos pacientes e
confiabilidade da comunidade cientifica?.

O uso do zebrafish como modelo in vivo de estudos embriotdxicos apresenta certas
vantagens em relacdo ao uso de modelos de mamiferos. Destaca-se sua alta homologia
genética quando comparado aos mamiferos, incluindo humanos, e a expressao génica de
receptores de canabinoides no zebrafish mesmo em estdgios iniciais do seu
desenvolvimento!?13, Além disso, seus embrides semitransparentes se desenvolvem
externamente em um cérion (ovo) em meio aquatico, sendo possivel controlar com maior
precisdo a concentragdo e o tempo de exposicdo em comparacdo com animais placentarios®4,

Face ao exposto, a presente Dissertacdo de Mestrado teve como objetivo principal a
otimizacdo de um método cromatografico (HPLC-DAD) para a identificacdo e quantificacdo
dos fitocanabinoides majoritarios, CBD e A%-THC, e outros canabinoides minoritarios em
Oleos e extratos concentrados de Cannabis a partir de diferentes cultivares produzidos por
associagdes no Brasil.

Esse projeto também teve como objetivos investigar os efeitos embriotoxicos dos
extratos concentrados de Cannabis utilizados na preparacdo de 6leos terapéuticos, usando
zebrafish (Danio rerio) como espécie modelo. Os objetivos especificos do trabalho
englobaram a realizacao das seguintes etapas:

e Desenvolvimento e otimizacdo de um método de HPLC-DAD para a
determinacéo de fitocanabinoides em produtos a base de Cannabis sativa L.;

e Determinacdo do perfil cromatografico de fitocanabinoides em amostras de
Oleos e extratos concentrados de Cannabis de associacBes brasileiras e analise
comparativa do método;

e Testes de solubilidade dos extratos concentrados de Cannabis;

e Ensaios de toxicidade em embrides de zebrafish dos extratos concentrados de 4
quimiotipos diferentes de Cannabis para determinar a toxicidade aguda, bem

como efeitos subletais desses extratos.
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CAPITULO 1: Desenvolvimento e Otimizacéo de Método Cromatografico HPLC-DAD
para a Determinacéo de Fitocanabinoides em Produtos de Cannabis Sativa L. de

Diferentes Cultivares Produzidos no Brasil

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Cannabis Sativa L.

A Cannabis sativa L. € uma planta milenar que tem sido utilizada por diversas culturas
ao redor do mundo por ser uma planta versatil e todas as suas partes poderem ser aproveitadas.
Detalhes sobre sua origem ainda séo controversos, porém estudos recentes indicam que ela foi
originada no nordeste do planalto do Tibete>1°.

Sua coexisténcia e distribuicdo mundial acarretou uma grande variabilidade genética,
morfologica e quimica. Essa variabilidade dificultou a classificacdo taxonémica da planta,
inicialmente o género Cannabis foi dividido em trés espécies (C. sativa L.; C. indica Lam.; e
C. ruderalis Janisch.), porém o cruzamento continuo dessas espécies para gerar plantas com
diferentes perfis quimicos levou a sua classificagdo como apenas uma espécie, Cannabis
sativa Linnaeus., com diferentes subespécies ou quimiotipos®>’, Dessa forma, de acordo
com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos'®, a classificacdo taxondmica da

espécie Cannabis sativa L. esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo Taxondmica da Cannabis sativa L.

Reino Plantae (planta)

Sub-reino Tracheobionta (planta vascular)
Subdivisdo Spermatophyta (planta com sementes)
Diviséo Magnoliophyta (planta com flores)
Classe Magnoliopsida (Dicotileddnea)

Subclasse Hamamelididae
Ordem Urticales
Familia Cannabaceae
Género Cannabis L.
Espécie Cannabis sativa L.

A Cannabis é uma planta geralmente dioica, ou seja, suas flores masculinas e femininas

se desenvolvem em plantas separadas. Com um ciclo de floragdo anual, ela completa seu ciclo
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de vida, desde a germinagdo até a producdo de sementes, em um ano*®*?°. A planta pode
atingir de 1 a 4 metros de altura a depender da subespécie, do ambiente, do solo e das
condigdes climaticas de cultivo®.

Dentre as caracteristicas morfolégicas da Cannabis, destacam-se seu caule angular e
ramificado com interior lenhoso ou oco (Figura 1), suas sementes do tipo aquénio com casca
rigida e coloragdo amarronzada ou acinzentada e mosqueadas (Figura 1)%2. Ela possui raizes
do tipo pivotante (Figura 1) que se desenvolvem mais ou menos a depender do solo de
cultivo®. Suas folhas sdo a caracteristica mais marcante da planta, de formato palmado e com

5 ou 7 segmentos desiguais, alongados e com margens serrilhadas (Figura 1 e Figura 2¢.)1%%.

Bractea ¥ Estigmas

Folhas

Tricomas

Sementes

Raizes

Figura 1: Anatomia da Cannabis, adaptado de Sensi Seeds?.

Essa planta também se caracteriza por inflorescéncias femininas pistiladas longas e
finas (Figura 2b.) que ndo possuem pétalas e sdo compostas de 2 longos estigmas que podem
ser brancos, amarelos ou rosados (Figura 2d.)**%. Além disso, a Cannabis apresenta tricomas,
estruturas microscopicas evidenciadas na Figura 1 (ampliada no microscopio) e na Figura 2d.
(visiveis a olho nu) que recobrem principalmente as bracteas — folhas modificadas ou

estruturas foliares que envolvem as flores e protegem a semente da Cannabis — e as folhas
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que crescem nas inflorescéncias da planta. Os tricomas s&o glandulas resinosas com formato
caracteristico, similar a um cogumelo, responsaveis por tornar a Cannabis pegajosa e

perfumada®1%2°,

Figura 2: Cannabis sativa L. (a) planta de cultivo indoor (b) inflorescéncia (c) folhas (d) inflorescéncia
com destaque aos estigmas e aos tricomas da planta. Fonte: Acervo Pessoal.

1.2. Usos da Cannabis

O uso tradicional da Cannabis na producédo de papel, fibras, cordas e tecidos se deu ha
mais de 10.000 anos, no qual a planta foi uma das primeiras culturas agricolas do planeta.
Na Asia, a semente de Cannabis era valorizada como um dos cinco grdos essenciais junto com
a cevada, o arroz, a soja e o milho. Seu 6leo é uma fonte rica de acidos graxos essenciais
como 6mega 3 e 6Gmega 6, macronutrientes como proteinas e fibras, vitaminas e minerais®*>22,

A associacdo de virtudes sagradas a planta fez com que seu uso psicoativo fosse
relacionado a rituais religiosos diversos desde o periodo Paleolitico>!. Além disso, a
Cannabis tem desempenhado um papel valioso na medicina tradicional por mais de 5.000
anos, com relatos do seu uso terapéutico presentes no pen-ts’ao ching, a mais antiga

farmacopeia do mundo?®.
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Apesar do uso da terapéutico da Cannabis ser milenar, nos ultimos 20 anos, devido as
mudancgas legislativas, socioculturais e econdmicas em diversos paises, vérias linhas de
pesquisa emergiram para investigar o potencial dos compostos bioativos presentes na planta
para tratar inmeras patologias'®?2,

O interesse da populacdo pelas propriedades terapéuticas da Cannabis tem crescido
significativamente como alternativa para o tratamento doengas, visando minimizar os efeitos
adversos dos medicamentos sintéticos convencionais'®. Apesar de todas as partes da planta
terem sido exploradas e utilizadas para fins medicinais, como ilustrado na Figura 3, é
importante ressaltar que elas foram aplicadas para tratamentos diferentes devido as diferencas
em seus perfis quimicos e compostos bioativos®®.

As inflorescéncias e folhas da Cannabis apresentam propriedades citotoxicas,
antimicrobianas, antioxidantes e estimulantes de apetite. O extrato das inflorescéncias € a
parte mais explorada na medicina moderna e tem sido eficaz para tratar uma variedade de
doencas metabdlicas e cronicas®. As sementes foram frequentemente aplicadas para o
tratamento do sistema digestivo além de serem utilizadas no alivio de dores e inflamagdes. Ja
as raizes da planta, apesar de ainda serem pouco exploradas clinicamente, apresentam um

potencial efeito anti-inflamatdrio®®.

<

Uso Alimenticio

Uso Psicoativo

Qutros Usos
Uso Medicinal

@ + Doengasda peleedo . Doengas e traumas do . Dorese inflamagbes

tecido subcutaneo sistema musculoesquelético . Ténico e restaurador
Uso Industrial * Doengas do sangue G
eAdo 5|st'e|rna @ \o & e
circulatorio @ j;’\*’
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« Transtornos mentais e do « Dorese inflamages

sistemanervoso i, ] .
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Figura 3: Usos da planta Cannabis Sativa L., adaptado de Balant et al®S.
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A Cannabis é rica em compostos ativos, e o estudo da composi¢do quimica da planta,
que tem sido investigado extensivamente, € de extrema relevancia, visto que, a concentracéo,

a proporcao e a interacdo dos seus constituintes conferem diferentes efeitos medicinais®.

1.3. Composigdo Quimica da Cannabis sativa L.

Mais de 500 compostos bioativos foram identificados e isolados na Cannabis, incluindo
terpenos, polifendis, alcaldides, fitocanabinoides — uma classe de compostos Unica e
caracteristica da planta — entre outros>°. As folhas e inflorescéncias da Cannabis sio ricas
em fitocanabinoides, alcaloides, terpenos e polifendis. O caule e as raizes da planta contém
predominantemente terpenos e esterdis?®?*, As sementes da Cannabis, por sua vez, sido
compostas por aproximadamente 40% de 0leo, rico em triacilglicerdis e &cidos graxos poli-

insaturados, além disso, sua semente contém polifenois e fitosteris?.

Estudos realizados em diferentes partes da planta mostram que terpenos, polifendis e
fitocanabinoides s&o os principais metabdlitos secundarios presentes na Cannabis?’. Terpenos
sdo0 compostos aromaticos presentes em uma ampla variedade de plantas, desempenhando
vérias funcdes bioldgicas, como atrair polinizadores e proteger a planta de predadores®. Na
Cannabis, os terpenos estdo presentes nas inflorescéncias, nas raizes, folhas e nos tricomas

glandulares, que sdo os principais locais de sua producdo?.

Quanto aos polifentis, a maioria sdo flavonoides, classificados nas subclasses das
flavonas e flavonodis. Os flavonoides sdo encontrados principalmente nas folhas,
inflorescéncias e nas bracteas durante o desenvolvimento da planta, exercendo fungdes de
protecdo na planta. Sua concentracdo pode variar dependendo das condigdes ambientais,

como temperatura e umidade, ou condigdes de estresse®?°.

Canabinoides sdo compostos que interagem com o corpo humano a partir de um sistema
de neurbnios conhecido como sistema endocanabinoide. Eles sdo classificados em
endocanabinoides, fitocanabinoides e canabinoides sintéticos!®. Fitocanabinoides, ou
simplesmente canabinoides, constituem uma classe Unica de terpeno-fenodis contendo 21
carbonos, produzidos pela Cannabis sativa L. Eles séo produzidos nos tricomas e encontrados

em altas concentracdes principalmente nas inflorescéncias e folhas da planta?,

Foram isolados e identificados mais de 140 fitocanabinoides até os dias atuais, essa

classe de substéancias é dividida em 11 subclasses dependendo da sua estrutura quimica, sendo
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do tipo:

canabigerol

(CBG), A’-tetrahidrocanabinol

(AS-THC), canabidiol

(CBD),

canabicromeno (CBC), canabinol (CBN), A8-tetrahidrocanabinol (A8-THC), canabiciclol
(CBL), canabinodiol (CBND), canabielsoina (CBE), canabitriol (CBT) e tipos variados®31%:25,

As estruturas quimicas dos fitocanabinoides, bem como suas propriedades fisico-quimicas

estédo expostas na Tabela 2.

Tabela 2: Principais subclasses de fitocanabinoides

Nomenclatura

Estrutura Quimica

Propriedades Fisico-Quimicas®*’

Canabidiol
CBD

Férmula Molecular:
C21H3002

Massa Molar: 314,46 g mol™
pKa: 9,7

log P: 5,79 (octanol/agua)

A-tetrahidrocanabinol CHs Férmula Molecular:
9.

A-THC oH C21H3002
Massa Molar: 314,46 g mol*
pKa: 10,6

HsC . ,
HC o CH, log P: 6,99 (octanol/agua)

Canabigerol e e Formula Molecular:

CBG He” N o oH C21H3202
Massa Molar: 316,48 g mol™

HO CH,
Canabinol Férmula Molecular:
CBN C21H2602

Massa Molar: 310,43 g mol*
log P: 6,23 (octanol/agua)

A8-tetrahidrocanabinol
(A8-THC)

OH

CHj

Formula Molecular:
C21H3002
Massa Molar: 314,46 g mol™
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Canabicromeno Férmula Molecular:

CBC C21H3002
HeC ct: | Massa Molar: 314,46 g mol™*
Canabiciclol HsC CH, OH Formula Molecular:
CBL C21H3002
Massa Molar: 314,46 g mol™
CH, O CHs
Canabinodiol Formula Molecular:
CBND Co1H2602

Massa Molar: 310,43 g mol*

Canabielsoina Formula Molecular:

CBE C21H3003

Massa Molar: 330,46 g mol*
Canabitriol Formula Molecular:
CBT C21H3004

Massa Molar: 346,46 g mol*

Esses compostos sdo inicialmente biosintetizados em sua forma &cida e passam por
processos de descarboxilacdo fotolitica ou térmica para assumirem a forma neutra, como
exemplificado na Figura 4%°. Além disso, os fitocanabinoides &cidos sdo considerados
farmacologicamente inativos, visto que eles ndo atravessam a barreira hematoencefalica, por
iss0, a presenca desses compostos em alta concentracdo nos produtos de Cannabis indica um

processo ineficaz de extracdo e/ou produgéo®2627,
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Figura 4: Reag&o de descarboxilagéo do acido canabidiolico

O perfil fitoquimico, assim como a concentracdo de cada fitocanabinoide, varia a
depender da cultivar, forma de cultivo, parte da planta extraida, etc?®. A seguir sero
abordados os principais fitocanabinoides que serdo estudados nesse projeto, bem suas

propriedades farmacoldgicas.

1.3.1. A®-tetrahidrocanabinol

O A%-THC ¢é o principal componente psicoativo presente na Cannabis sativa L. e
geralmente esta correlacionado ao uso recreacional da planta?®. A depender do teor de A°-
THC na Cannabis, a planta é comumente diferenciada como canhamo ou marijuana. Canhamo
se refere a Cannabis com menos de 0,3% (m/m) de AS-THC, além de geralmente conter uma
alta concentracdo de CBD, também conhecido como fiber-type. J& marijuana se refere a
plantas com mais de 0,3% (m/m) de A%-THC, também chamadas de drug-type!>.

Estudos indicam que a dose de AS-THC esta intrinsicamente relacionada ao efeito
ansiolitico associado ao senso de euforia e recompensa da planta, enquanto baixas doses
induzem efeitos ansioliticos, doses mais elevadas causam respostas contrarias®®3l. Na
medicina, 0 A%>-THC é usado devido as suas propriedades antieméticas e estimulantes de
apetite. Ele é empregado principalmente para o controle de nauseas e vomitos induzidos pela
quimioterapia e no tratamento de anorexia e perda de peso em pessoas com HIV/AIDS?,
Além disso, 0 A%>THC tem sido investigado no tratamento de glaucoma, enxaqueca,

ansiedade e como analgésico?’.

1.3.2. Canabidiol
O CBD, assim como o A%-THC, é o fitocanabinoide majoritario na Cannabis sativa L.
Ele ndo possui efeitos psicotropicos e € o composto mais utilizado e amplamente estudado
para fins medicinais reduzindo crises de nauseas e vomito, como ansiolitico, antipsicético,
antirreumatico, estimulante de apetite, bem como remedio natural para doengas como Doenca
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de Parkinson, Alzheimer, doencas inflamatorias intestinais, esclerose mdltipla, epilepsia

severa, dentre outrast!?%%2,

1.3.3. Canabigerol
Além do THC e o CBD, o CBG também vem despertando interesse cientifico nos
ultimos anos devido seu potencial de estimular o apetite e suas propriedades anti-
inflamatérias. O CBG foi o primeiro composto purificado da resina de Cannabis® e é o
produto de descarboxilacdo do acido canabigerélico (CBGA), principal precursor de varios

fitocanabinoides por catalise enzimatica, esquematizado na Figura 52243334,

CBGA

Conversdo enzimdatica ! Descarboxilag@o
| | | |

CBDA | THCA || CBCA CBG

| Descarboxilagéo | |
CBD THC CBC

Figura 5: Esquema da biossintese de a partir do CBGA

Apesar das concentrages de CBGA na Cannabis serem geralmente muito baixas devido
a sua rapida conversdo em THCA, CBDA e CBCA, técnicas recentes conseguem evitar essa
conversdo natural, permitindo a selecdo de cepas com ato teor de CBGA. O CBG tem sido
investigado para o tratamento de dores, doencas neurodegenerativas, lesdes cerebrais,
inflamagdes, asma, cancer e diabetes®3¢, Além disso 0 CBG pode ser uma alternativa ao A°-
THC, por ser um canabinoide sem efeito psicoativo, no tratamento de anorexia estimulando o

apetite e o consumo de alimentos®'.

1.4. Cannabis no Brasil

A Cannabis sativa L. chegou ao Brasil no século XVI através de pessoas africanas
escravizadas®®. Brando propde uma analise da evolucéo da percepgdo da Cannabis no Brasil,
destacando quatro distintos ciclos de atencdo ao longo da historia®®. O primeiro ciclo tem

origem no periodo colonial, onde o cultivo de canhamo era direcionado para a producdo de
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fibras téxteis, desempenhando um papel importante na producdo de velas e cordas para
navegacéao.

O segundo ciclo foi marcado pela disseminacéo de ideais racistas por parte dos medicos
no inicio do século XX, associando o uso recreativo da Cannabis a populacdo negra e a
disturbios mentais. Essa visdo preconceituosa contribuiu para estigmatizar o consumo da
planta. O terceiro ciclo é caracterizado pela criminalizacdo do uso da Cannabis, repressao e
perseguicdo justificadas em nome da seguranca. Esse periodo reflete uma abordagem punitiva,
enfatizando a marginalizagio dos seus usuarios®.

Por fim, o quarto ciclo surge com a redemocratizacao do pais a partir da década de 1980.
A liberdade de expressdo desempenha um papel fundamental, proporcionando legitimidade e
visibilidade aos movimentos anti-proibicionistas. A Marcha da Maconha e sua legalidade,
reafirmada pelo Supremo Tribunal Federal em 2011, sdo marcos desse ciclo. Ele representa
uma mudanca significativa na percepcdo social, abrindo espaco para discussdes e politicas
menos repressivas®®.

Atualmente, o uso da Cannabis sativa L. no Brasil € ilegal e classificado como crime,
conforme estabelecido na Lei de Drogas de n° 11.343, de agosto de 2006. No entanto, em
2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) promulgou a RDC n° 17 que
permite a prescricdo médica e a importacdo de produtos de Cannabis para fins medicinais,
contendo CBD ou outros canabinoides, dependendo do caso®.

Posteriormente, em 2019, por meio da RDC n° 327 a Anvisa deliberou sobre a
concessdo de Autorizacdo Sanitaria para empresas permitindo a importacdo, fabricacdo e
comercializacdo de produtos de Cannabis®. A partir dessa resolugdo foram aprovados 23
produtos a base de CBD e 13 produtos & base de extrato de Cannabis sativa L.*° No ano de
elaboracdo desta dissertacdo de mestrado, a Anvisa lancou a Consulta Publica n° 1.233,
abrindo espaco para comentarios e sugestdes do publico geral sobre monografias de diversas
plantas. A Cannabis (inflorescéncias) foi inclusa na proposta de atualizacdo, voltando a
Farmacopeia Brasileira, da qual fez parte até 1959, evidenciando a crescente relevancia dessa
tematica nas pesquisas cientificas no Brasil*!.

As principais vias de acesso aos produtos de Cannabis no Brasil, mediante prescricéo
médica, incluem: (1) a importacdo por pessoa fisica; (2) aquisicdo nacional de produtos a base
de Cannabis, produzidos por empresas autorizadas pela RDC n° 327, que estdo disponiveis
em farmécias ou drogarias®?; e (3) associac@es ou organizaces canabicas. Essas associacoes,

formadas por maes, familiares e pacientes junto de ativistas, advogados e pesquisadores,
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comecaram a se consolidar no pais em busca de informacBes técnico-cientificas com o
objetivo principal de auxiliar os pacientes na aquisicdo desses produtos, importados ou
formulados pelas proprias associacdes a partir de autorizacdes judiciais®*2.

Como grande parte dos produtos das associacdes € cultivada e beneficiada em solo
nacional, eles costumam apresentar valores mais acessiveis em comparagdo com as outras
vias, permitindo que um maior nimero de pacientes tenha acesso ao tratamento. Aléem disso,
algumas associagdes oferecem formas de acesso a pessoas em situacdo de vulnerabilidade
financeira, como subsidios ou fornecimentos gratuitos*.

Dentre mais de 100 associagOes destacam-se a APEPI (RJ), ABRACE (PB), AMA+ME
(MG), Liga Canébica (PB), Mariaflor (SP), Abrapango (DF), Flor do Amor (DF) entre outras.
Para acessar o produto dessas associacdes, 0 paciente deve se filiar, o que geralmente envolve
a apresentacdo de laudos e/ou receitas médicas, além de contribuir financeiramente com a
associacao por meio de mensalidades ou doacGes. A compra dos produtos de Cannabis ndo é
realizada de forma direta. Atualmente, pelo menos 16 das associagdes no Brasil ja possuem
autorizacdo judicial para o cultivo da Cannabis e o fornecimento dos seus produtos aos

associados*2.

1.5. Produtos Terapéuticos a Base de Cannabis

Devido ao crescente interesse e ao potencial terapéutico da Cannabis, uma ampla
variedade de produtos derivados tém sido desenvolvidos, tais como tinturas, éleos, capsulas,
cremes, gomas etc®. Eles sdo comumente classificados com base na via de administracio,
forma farmacéutica, tipo de espectro, entre outros critérios*,

A via de administragdo refere-se a forma que o medicamento entra em contato com o
organismo e é dividida em (1) via enteral e (2) via parenteral. Enquanto a primeira é ligada as
vias digestivas, a segunda se refere a outras vias como vias respiratorias, camadas da pele,
vasos sanguineos etc*?. A escolha da via de administracdo depende de varios fatores como o
tempo que se espera que a substancia tenha efeito, a dose desejada, a condi¢cdo médica do
paciente e o periodo de tratamento. Por exemplo, a vaporizagdo oferece efeitos quase
imediatos, mas sua duracdo é menor quando comparada a administragdo oral®*,

A forma farmacéutica refere-se a apresentacédo ou estado fisico de um medicamento ou
composto ativo. Ela podem ser classificadas em (i) sdlidas: comprimidos, capsulas; (ii) semi-
solidas: cremes, pomadas, géis; (iii) liquidas: 6leos, tinturas; (iv) gasosas: vapores; e (V)

outras formas: gomas, adesivos transdérmicos, entre outros*2.
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Quando classificados em relacdo ao tipo de espectro, os produtos de Cannabis sé&o
divididos em (1) full-spectrum (2) broad-spectrum e (3) canabinoides isolados, como
ilustrado na Figura 6. Produtos full-spectrum (espectro completo) contém todos os
fitocanabinoides e compostos ativos presentes na Cannabis in natura. Esse tipo de
medicamento vem sendo utilizado devido ao potencial terapéutico e farmacoldgico da
complexa interacdo sinérgica entre seus compostos™®.

Broad-spectrum (espectro amplo) se refere a produtos que contém todos 0s compostos
da Cannabis, exceto o A>-THC. Esses produtos sdo indicados para pacientes que apresentam
reagOes adversas ao A>-THC ou em casos em que seu uso ndo é apropriado. Além do full-
spectrum e do broad-spectrum, existem o0s canabinoides isolados, que s&o produtos com

canabinoides como CBD, A°-THC, CBG, ou misturas purificadas em proporcdes especificas®.

Full-spectrum Broad-spectrum Isolado

Figura 6: Esquema do tipo de produto de Cannabis com relacdo ao espectro*

Os produtos das associag¢fes incluem cremes, sabonetes, gomas, pomadas, sprays e 0s
6leos de Cannabis, o principal produto®?. E importante ressaltar a diferenca entre os 6leos
medicinais de Cannabis com seus 6leos essenciais e 0 6leo extraido das suas sementes. Os
6leos medicinais de Cannabis recebem essa nomenclatura devido ao uso de um veiculo
diluente oleoso, durante ou apds o processo de extracdo, ou a substancias isoladas como o
CBD*. Os 6leos de Cannabis podem ser separados de acordo com a razdo entre AS-THC e
CBD, se classificando como A°-THC majoritario (A°-THC:CBD > 5:1), balanceado de A°-
THC e CBD (A%-THC:CBD < 1:4 e CBD: A%-THC < 1:4) e CBD majoritario (CBD: A®-THC
>5:1)%,

A extracdo hidroalcéolica € uma das metodologias mais comuns para a formulagdo dos

6leos de Cannabis*“¢. De forma simplificada, o processo inicia-se com o preparo das
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inflorescéncias secas para a extracdo, a biomassa é moida e pode ser peneirada para
uniformizar o tamanho das particulas*®.

Em seguida, é adicionado alcool de cereais ou alcool absoluto para a extragdo por
maceracao dindmica, geralmente em baixas temperaturas para evitar a extracdo de pigmentos
e ceras, que poderiam conferir caracteristicas organolépticas indesejadas ao produto®. O
extrato bruto é entdo filtrado para separar a biomassa sélida, podendo passar por etapas
adicionais de purificacao.

O solvente é evaporado, sob vacuo ou ndo, obtendo-se o extrato concentrado. Este
extrato é submetido ao processo de descarboxilagdo, o aquecimento a 115 °C por 90 minutos
efetivo para converter o CBDA e THCA em suas formas ativas®. Em seguida, 0 extrato é
diluido em veiculos como azeite de oliva extravirgem (AOEV), 6leo de coco e TCM
(triglicerideos de cadeia média, derivados do 6leo de coco) para atingir a concentracdo final
desejada. Esses diluentes também podem agregar caracteristicas positivas ao
medicamento?®4%4°,

Além disso, a degradacdo de terpenos presentes na planta pode ocorrer durante a etapa
de descarboxilacdo. Dessa forma, pesquisadores e produtores propdem a adicdo de Oleos
essenciais ricos em terpenos, extraidos ou ndo da Cannabis, & formulacdo final, buscando
potencializar os efeitos terapéuticos e aprimorar o aroma e sabor do 6leo*4,

O fluxograma da metodologia descrita esta apresentado de forma simplificada na Figura
7. A etapa de descarboxilacdo pode ser feita com as inflorescéncias secas ou apOs 0 processo
de extracdo e evaporacdo, no extrato concentrado. Além disso, o fluxograma também ilustra o
método de extragdo direta com o veiculo diluente, no qual as inflorescéncias séo adicionadas
ao veiculo e submetidas a aquecimento em banho-maria. Esse tipo de extracdo tambem é
bastante utilizado por ser mais simples e ndo envolver solventes, porém geralmente tem um

menor teor de canabinoides extraidos e pode conter maior quantidade de ceras no produto®.
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Moagem - Extracdo
e Peneiramento Hidroalcbolica

1
Inflorescéncias secas
de Cannabis
. Filtracdo e
Maceragdo Direta com Evaporagao
Veiculo Oleoso do Solvente

< i Diluig@o do Extrato
Oleo Medicinal - Concentrado no Descarboxilagdo

De Cannabis Veiculo Oleoso

Figura 7: Fluxograma resumido da metodologia mais comum para o preparo do 6leo medicinal de Cannabis.
Rota 1: extracéo hidroalcoolica; rota 2: extracéo final com veiculo oleoso. Adaptado de Gouvéa-Silva et al*.

Dentre as vantagens dos 0leos terapéuticos de Cannabis, destaca-se a facilidade no
ajuste das doses individuais por meio da simples diluicdo do extrato concentrado. Na
perspectiva de que diferentes fitocanabinoides e suas associagdes podem favorecer o
tratamento de diversas patologias, é crucial determinar a composicdo e a concentracdo desses
compostos tanto nos extratos concentrados, para a formulacgéo, quanto no éleo produzido, para

0 doseamento®.

1.6. Meétodos de Identificacdo e Analise de Produtos de Cannabis

Com a iminente aprovagéo de cultivos de Cannabis pela Anvisa e a constante insergéo
de novos produtos pelas associagcfes, surge uma demanda crescente por métodos analiticos
robustos e simples para a analise rotineira da composicao dos produtos medicamentosos, de
forma a garantir o controle de qualidade de acordo com os padrdes regulamentados®.

Uma grande variedade de técnicas analiticas e metodologias tém sido utilizadas para
identificacdo e analise de produtos de Cannabis. Desde técnicas mais simples que dispensam
instrumentacdo como testes colorimétricos e cromatografia de camada delgada (CCD) até
técnicas instrumentais mais precisas como a cromatografia liquida (CL) e a cromatografia
gasosa (CG) acopladas a diferentes detectores, combinados ou nio'’. Exemplos incluem o
detector de ionizacdo em chamas (FID) e espectrometria de massas (MS) para a CG e
detectores espectroscopicos como UV ou arranjo de fotodiodos (DAD) e detec¢do por MS

paraa CL2'7,
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A CG é uma técnica simples, de boa detectabilidade e alta sensibilidade, principalmente
quando acoplada a MS, mas é importante ressaltar que os fitocanabinoides sdo biosintetizados
na sua forma 4cida nos tecidos da planta (CBDA, A>-THCA, CBGA)'%23, Dentre as etapas
de producéo dos medicamentos, inclui-se a descarboxilacdo desses compostos para sua forma
ativa, sendo fundamental monitorar a presenca ou auséncia dos mesmos para avaliar a
eficiéncia do processo®. Os fitocanabinoides acidos ndo podem ser prontamente quantificados
por terem baixa volatilidade e serem termolabeis, podendo ser descarboxilados no injetor ou
durante a analise®?834, Assim, etapas adicionais de derivatizagio sdo necessarias?®®. Como
alternativa, a CL tem sido amplamente utilizada em estudos mais recentes para a obtencdo do
perfil cromatografico de produtos de Cannabis?,

Entre os detectores acoplados a CL, o detector por MS destaca-se como 0 mais
empregado®’. Esse tipo de detector permite confirmar a identidade dos picos no cromatograma,
mesmo sem estarem bem resolvidos e sem a necessidade do uso de padrdes analiticos, pelos
seus padrdes de fragmentacdo e abundancia relativa. Porém, essa técnica requer treinamento
do analista, além de ter alto custo de operacdo e manutencdo, tornando-se inviavel para
analises rotineiras de fitocanabinoides?.

Em contrapartida, os detectores UV-Vis ou DAD s&o muito mais baratos, mais simples
de serem operados e mostram-se adequados, visto que 0s canabinoides sdo compostos
cromdforos, absorvendo radiagdo na regido ultravioleta?®, Fitocanabinoides acidos e neutros
possuem diferentes espectros de absor¢do enquanto os primeiros tém picos de absorcéo
méaxima em 270 e 310 nm, ja os segundos possuem picos em 210 e 220 nm, o uso de HPLC-
DAD permite a andlise simultanea desses compostos e diferenciar amostras de produtos de
Cannabis sativa L. de diferentes cepas quem variam em polaridade e perfis fitoquimicos*’.

1.6.1. Determinacdo de Fitocanabinoides por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detecgdo por Arranjo de Fotodiodos

A maioria das analises de fitocanabinoides por HPLC-DAD séo baseadas na separacéo

por particdo dos componentes utilizando sistema de cromatografia de fase reversa, na qual

utiliza-se uma fase mdvel polar, mistura de metanol ou acetonitrila e agua, e uma fase

estacionaria apolar, principalmente C18, silica quimicamente ligada com grupos octadecil, ou
modificagdes com grupos bifenis*.

Citti e colaboradores'® desenvolveram um método de HPLC-DAD para a determinagéo

qualitativa e quantitativa dos fitocanabinoides principais, CBD e A°-THC, suas formas acidas
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e CBN em amostras de extratos de Cannabis medicinal em azeite de oliva e etanol, extraidos
a partir de inflorescéncias com composi¢do padronizada por uma empresa na Italia. Além
disso, foi utilizada espectrometria de massas de alta resolucdo para confirmar a identidade e
pureza dos analitos. O método proposto foi validado utilizando vérias figuras de mérito e
foram obtidas recuperacdes maiores de 85% para as amostras extraidas com azeite de oliva e
maiores que 93% para amostras extraidas com etanol.

Um método de HPLC-DAD e MS foi desenvolvido por Brighenti e colaboradores para a
analise de fitocanabinoides ndo psicoativos em amostras de material seco de inflorescéncias
de Cannabis (fiber-type) e produtos farmacéuticos!. Foi utilizada de forma pioneira uma
coluna com tecnologia de particulas fused-core, de forma a melhorar a performance
cromatografica separando 0os componentes em menos tempo e com menor uso de solvente.
Foram obtidas recuperacdes de 74 a 91% dos analitos em uma amostra de inflorescéncia.

Carvalho e colaboradores?® desenvolveram e validaram um método de HPLC-DAD para
a determinacio de CBD, A°-THC, CBDA, THCA e CBN em veiculos oleosos e extratos de
Cannabis. As amostras avaliadas foram medicamentos de extratos de Cannabis produzidos no
Brasil, as quais foram comparadas com 6leos ricos em CBD importados. Foi destacado pelos
autores a importancia do método para a producdo farmacéutica e para avaliagdo de risco
desses medicamentos.

A dificuldade para aquisi¢do de padrdes analiticos de canabinoides, devido seu alto
preco e limitacGes de disponibilidade, € um impedimento para seu uso em analises de rotina.
Hall® e colaboradores desenvolveram um método para quantificar 10 canabinoides em
amostras de inflorescéncias secas e 6leos de Cannabis usando o tempo de retencédo relativo
dos canabinoides em relacdo ao CBD e CBDA, padrdes de referéncia de mais fécil aquisicéo.
Foram obtidas recuperac@es, a partir da fortificacdo em matriz surrogada, entre 90,1 e 109,3%,
demonstrando resultados adequados para uma determinacdo rapida e simples de
fitocanabinoides.

O trabalho de Sofréas e colaboradores* teve como objetivo desenvolver e validar um
método simples e rapido de HPLC-UV para a identificacdo e quantificagdo de CBDA, CBG,
CBD, CBN, A°-THC, CBC e THCA em extratos concentrados de Cannabis, inflorescéncias e
oOleos terapéuticos. Com base nesse método, foi possivel separar os compostos em menos de
20 minutos, com recuperacdes variando de 80 a 115% em diferentes matrizes. Além disso, 0s
autores evidenciaram que o método desenvolvido é adequado para andlises de rotina e

também foi proposto para ser incluido na Farmacopeia Argentina.
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Diante do exposto, 0 uso da técnica de HPLC-DAD tem sido eficiente e pertinente na
determinacdo de fitocanabinoides em amostras diversas de Cannabis sativa L. Dessa forma,
mostra-se de grande importancia a aquisicao do perfil cromatografico e a concentracdo dos
fitocanabinoides nos produtos de Cannabis sativa L. produzidos por associagdes no Brasil
para fins medicinais. Além disso poucos trabalhos exploram o CBG, principalmente devido a
sua baixa resolucdo em relacdo ao CBD, geralmente co-eluem em concentragdes maiores que
10% nos extratos®. Devido seu potencial terapéutico, a identificacdo e separacio desse

fitocanabinoide é relevante.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e Amostras

Metanol e acetonitrila grau HPLC (> 99,9%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Alcool anidro grau HPLC/espectro (mistura de etanol 89-91%, metanol e isopropanol) foi
adquirido da Tedia. Acido férmico reagent grade (> 95%) foi obtido da Sigma-Aldrich. Os
padrdes de referéncia de CBD, CBN, CBG e A>-THC foram obtidos em ampolas de 1,0 mL
contendo 1,0 mg mL* em metanol (Supelco).

Adicionalmente, foi adquirida uma mistura de oito canabinoides neutros — CBD, A°-
THC, A®-THC, CBG, CBN, CBC, CBDV e THCV — na concentra¢do de 500 pg mL™* em
metanol (Supelco), utilizada para a construcao das curvas analiticas. Uma ampola de A%-THC,
previamente aberta, foi disponibilizada no laboratério, sendo empregada exclusivamente para
fins qualitativos nos estudos preliminares. Todos os padrdes analiticos foram armazenados no
freezer (-9,5 £ 1,5 °C) em vials &mbar. As solucdes aquosas foram preparadas utilizando agua
ultrapura Tipo I, resistividade de 18,2 MQ-cm a 22 + 2 °C, obtida de um sistema Arium®
Mini (Sartorius).

As amostras de Oleos e extratos concentrados de Cannabis analisadas foram doadas
pelas associagdes APEPI (RJ), Abrapango (DF) e Flor do Amor (DF), por meio de parcerias
estabelecidas entre o grupo de pesquisa e essas associagdes. As descricdes com relagdo a
caracteristica (quimiotipo), o tipo e a associacdo de origem das amostras estdo apresentados
na Tabela 3. Os extratos concentrados foram armazenados no freezer (-9,5 + 1,5 °C) até o
momento da andlise e antes do uso foi esperado cerca de 15 minutos até eles atingirem a
temperatura ambiente. Os Oleos de Cannabis foram mantidos em um ambiente arejado,

protegido da luz e em temperatura ambiente.
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Tabela 3: Conjunto de amostras analisadas, seu tipo, caracteristica e associacéo de origem

# Amostra Tipo de Amostra | Caracteristica Associacao
1 Doctor Oleo em AOEV* | Alto teor de CBD APEPI
2 OCBG Oleo em AOEV* | Alto teor de CBG APEPI
) . Balanceado de
3 Schanti Oleo em AOEV* APEPI
CBD e A%-THC
] Alto teor de A°-
4 | Purple Wreck | Oleo em AOEV* APEPI
THC
5 Harle Tsu Oleo em AOEV* | Alto teor de CBD APEPI
) ) Alto teor de A°%-
6 Rainbow Oleo em TCM* Abrapango
THC
Extrato
7 EBDoctor Alto teor de CBD APEPI
Concentrado
Extrato
8 EBCBG Alto teor de CBG APEPI
Concentrado
) Extrato Balanceado de
9 EBSchanti APEPI
Concentrado CBD e A%-THC
EBPurple Extrato Alto teor de A°-
10 APEPI
Wreck Concentrado THC
_ Extrato Alto teor de A°-
11 OG Mix Abrapango
Concentrado THC
Extrato
12 Fenoqueen Alto teor de CBD | Flor do Amor
Concentrado
Extrato Extrato Alto teor de A°-
13 ) Abrapango
Destilado Concentrado THC
Extrato
14 HCBD Alto teor de CBD Abrapango
Concentrado
Extrato Alto teor de A®%-
15 HTHC Abrapango
Concentrado THC

*Veiculo diluente do Oleo terapéutico, AOEV: Azeite de Oliva Extravirgem; TCM:

Triglicerideo de Cadeia Média (Extraido e isolado do dleo de coco). As denominacfes EB: extrato

bruto e O: 6leo foram utilizadas para diferenciar as amostras da APEPI
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2.2. Instrumentacgéo

Todas as corridas cromatograficas foram realizadas utilizando um HPLC (Shimadzu)
composto de uma bomba quaternaria LC-20AD, um modulo de desgaseificacdo DGU-20A5R,
um amostrador automético SIL-20AHT, um forno de coluna CTO-20A e um detector de
arranjo de fotodiodos SPD-M20A conectados a um modulo de comunicagdo CMB-20A. O
controle do equipamento e a aquisicdo de dados foi feita utilizando o software comercial Lab
Solutions® (Shimadzu).

Os estudos preliminares foram feitos utilizando uma coluna C-18 Zorbax Eclipse Plus®
(Agilent), com dimensdes de 250 x 4,6 mm e diametro de particula de 5 um. As separacdes
cromatogréficas foram feitas utilizando uma coluna Poroshell 120 EC-C18® (Agilent), com
dimensdes de 150 x 3 mm e diametro de particula de 2,7 um.

As pesagens foram feitas numa balanca analitica AX200 com precisdo de 0,0001 g
(Shimadzu). Foi utilizado banho ultrassonico (Eco-sonics, Ultronique) e um agitador tipo
vortex (KASVI) para auxiliar a solubilizagao das amostras.

2.3. Procedimentos Experimentais
2.3.1. Desenvolvimento Preliminar do Método Cromatogréfico

Foi feita uma revisdo na literatura, a partir de métodos oficiais e artigos cientificos, de
forma a escolher os pardmetros que mais se adequariam a separacdo eficiente dos
fitocanabinoides com alta resolucdo cromatografica*??232648 A escolha dos pardmetros
englobou a leitura de duas revisdes sistematicas para analise de fitocanabinoides, com artigos
de 2005 até 2020%°°°, Foi considerado para a escolha desses parametros as especificacdes da
coluna cromatogréfica disponivel, além de ter dado enfoque a métodos de HPLC-DAD ou UV.

O método consistiu em uma corrida isocratica composta de uma fase mével A (0,1% de
acido formico, HCOOH, em 4&gua ultrapura) e um solvente organico B de composicdo
otimizada de forma a determinar a melhor condicdo de separagdo dos padrbes de
fitocanabinoides, CBD e A®-THC. O padrdo secundario de A%-THC utilizado nos testes
preliminares, apesar de n&o conter impurezas, ndo tinha concentracdo definida com
confiabilidade, portanto foi utilizado apenas qualitativamente de forma a otimizar sua
separacao do CBD.

As varidveis estudadas foram a composicdo do solvente B, metanol (MeOH) ou
acetonitrila (MeCN), a adicdo ou ndo de &cido formico (0,1%, v/v) nesse solvente e a

proporcdo do solvente B (50 ou 80%). Dessa forma, os experimentos realizados com uma
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mistura binaria de solucdes padrio contendo A°>-THC e CBD (5 pug mL™?) estdo resumidos na
Tabela 4, a ordem dos 8 experimentos foi aleatorizada pelo software Microsoft Office Excel®
e para cada ensaio foi feita injecdo (10 pL) em duplicata. O DAD foi ajustado nos
comprimentos de onda de 210, 220 e 280 nm. A coluna foi mantida a temperatura ambiente
com um fluxo de 1 mL min™,

Uma vez determinadas as condi¢fes que otimizaram a separa¢do cromatogréfica, 0s
padrdes de AS-THC e CBD (5 ug mL™) foram injetados separadamente de forma a confirmar

a identidade dos picos.

Tabela 4: Experimentos da otimiza¢do multivariada das condigdes cromatograficas

Ensaio Solvente B Acido Férmico Proporcéo de B
1 MeOH Nao 50%
2 MeOH Sim 50%
3 MeCN Né&o 50%
4 MeCN Sim 50%
5 MeOH Nao 80%
6 MeOH Sim 80%
7 MeCN Né&o 80%
8 MeCN Sim 80%

2.3.2. Adaptacao do Método Cromatogréfico
O método cromatografico foi adaptado para substituir a coluna 250 mm por uma de 150
mm, utilizando uma mistura ternaria de CBD, A%>-THC e CBG. Os pardmetros do método que
foram ajustados incluiram a proporcéo do solvente organico (B) na corrida isocratica, testada
em 80%, 75% e 70%, e o fluxo da fase movel, avaliado em 1,0 e 0,5 mL/min.
A adaptacéo foi baseada na resolucéo entre os picos de CBD e CBG obtidos em 210 nm,
segundo a Equacéo 1, na qual, tr1 e tro representam o tempo de retencéo de cada pico (tr1 <

tr2), € Wosh1 € Wosn2 correspondem a largura & meia altura dos picos.

t t
Rs = 1,18 * l ke R1 l
(Wosh1 + Woshz)

Equacao 1: Calculo da resolugéo entre 2 picos cromatograficos
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Apos a determinacdo das condi¢cGes que otimizaram a separacdo cromatogréafica, a
mistura padrdo de fitocanabinoides neutros foi injetada na concentragéo de 2,5 ug mL?, e a
resolucdo entre cada par de picos foi calculada a partir da Equacdo 1. Para confirmar a
identidade dos compostos, padrdes individuais de CBD, CBG, CBN e A%THC foram
adicionados separadamente a mistura padrdo (1,0 pg mL™).

Além disso, o perfil de separacdo obtido para os oito fitocanabinoides foi comparado
com o certificado de analise do padrdo utilizado, garantindo a correspondéncia dos tempos de
retencdo e a confiabilidade dos resultados. Essa abordagem combinada assegurou a correta

identificacdo dos compostos presentes.

2.3.3. Curvas de Calibracao
Uma solugio estoque (25 pg mL™?) foi preparada diretamente a partir do padrdo de
mistura de fitocanabinoides, a qual foi diluida para obter uma curva de calibragdo externa de
seis pontos, nas seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug mL2. A quantificacdo
fitocanabinoides foi realizada com base na area dos picos obtidos em 210 nm, e cada padrédo

foi injetado em triplicata no HPLC-DAD segundo o método otimizado em 2.3.2.

2.3.4. Preparo de Amostra

As amostras foram preparadas seguindo as recomendagfes descritas por um método
oficial da AOAC®' com adaptacBes. Os Oleos foram homogeneizados manualmente e
aproximadamente 0,5 g de cada 6leo (n=3) foram pesados em um baldo volumétrico de 25 mL,
ao qual foi adicionado alcool anidro. A mistura foi solubilizada com auxilio de agitador do
tipo vortex e banho ultrassénico por 1-2 minutos para a total dissolucéo do 6leo, e em seguida,
o0 baldo foi avolumado. As amostras foram filtradas através de uma membrana de PVDF 0,22
pm.

Para os extratos concentrados aproximadamente 0,05 g de cada amostra (n=3) foram
pesados em um béquer de 10 mL, ao qual foram adicionados 3 mL de alcool anidro. A
amostra foi dissolvida manualmente e transferida quantitativamente para um balédo
volumétrico de 25 mL que foi completado. Os extratos foram filtrados através de uma
membrana de PVDF 0,22 pm.

As diluicbes das amostras foram realizadas para ajustar a concentracdo do
fitocanabinoide majoritdrio & curva analitica. Para algumas amostras, injecdes preliminares

foram realizadas antes da analise quantitativa. As diluicdes variaram de 60 a 300 vezes,
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utilizando balGes volumétricos de 5 mL. Além disso, todas as amostras submetidas a diluicdes
de 10 vezes em balBes volumétricos de 5 mL, de forma a determinar o perfil cromatografico e
quantificar os fitocanabinoides minoritarios. As amostras diluidas foram entdo transferidas

para vials ambar e analisadas por HPLC-DAD, conforme o método otimizado no item 2.3.2.

2.3.5. Andlise Comparativa do Método Proposto

Foram obtidos 3 6leos Doctor, conforme descrito no item 2.1, de um mesmo lote e
doados pela APEPI. A partir de cada 6leo foram retiradas trés aliquotas, que foram preparadas
de acordo com procedimento descrito em 2.3.4. Os 6leos foram analisados e 0s teores obtidos
para 0 CBD, em mg/mL, foram comparados com a concentragdo nominal informada no rétulo,
33 mg/mL, e com o limite maximo permitido de A®>-THC de 0,3% ou 3 mg/mL.

Adicionalmente, para avaliar a eficiéncia e a confiabilidade do método proposto de
HPLC-DAD, foram comparados os resultados obtidos com 4 6leos de quimiotipos diferentes
produzidos pela APEPI — Harle Tsu, Schanti, Purple Wreck e CBG — descritos no item
2.3.1, com os obtidos pela analise desses 6leos utilizando Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio quantitativa (QNMRH). Essas analises foram feitas em colaboracdo com o grupo
de pesquisa AQQUA, que também engloba o presente projeto.

Para analise de referéncia por RMN de H foram pesadas aproximadamente 100 mg
(entre 98,3 e 101,7 mg) de cada amostra em microtubos de plastico de 2,0 mL, no qual foram
adicionados 0,7 mL de cloroférmio deuterado com auxilio de uma micropipeta. Para obter o
volume final real a partir da densidade do liquido, o cloroférmio foi pesado. Em seguida, as
amostras foram levadas ao banho ultrassénico por 10 minutos e centrifugadas por 10 minutos
a 5000 rpm.

Apdbs esses processos, 0 extrato obtido foi filtrado com algoddo. Aproximadamente 0,6
mL das solugbes filtradas foram transferidas para tubos de RMN de 5 mm para serem
analisados posteriormente. O padréo foi feito com dimetilsulfona, foram pesados entre 700 e
900 mg, e posteriormente adicionado 0,7 mL de cloroférmio também em tubo de RMN de 5
mm. Na determinacdo por RMN de H, as analises foram realizadas em um espectrémetro da
marca Bruker de 600 MHz, foi utilizado o método de RMN quantitativo, em RMN de

hidrogénio e o sinal utilizado foi de 1,08 ppm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Desenvolvimento Preliminar do Método Cromatografico

Os resultados do tempo de retencdo dos picos obtidos em cada ensaio estdo resumidos
na Tabela 5. Nos ensaios de 1 a 4, 0s quais a proporc¢do de solvente organico foi de 50%, ndo
foram observados picos no cromatograma durante as corridas cromatogréficas em 50 minutos,
indicando que a forca do solvente da fase movel ndo foi suficiente para quebrar as interagdes
e retirar os analitos retidos na fase estacionaria. Esses resultados sdo justificados pela alta
hidrofobicidade dos fitocanabinoides que pode ser expressa na forma de constante de parti¢ao

octanol-agua (P), na qual log P varia de 4,86 até 6,99,

Tabela 5: Tempo de retengéo dos picos obtidos nos ensaios da otimizagdo multivariada

Ensaio 1° Pico (min) 2° Pico (min)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 12,58 29,11
6 12,70 29,34
7 7,73 14,48
8 7,67 14,57

Ja para os ensaios 5 a 8, foram obtidos 2 picos nos cromatogramas, que estdo ilustrados
na Figura 8. Nos experimentos com acetonitrila, Figura 8B, os tempos de retencdo foram
significativamente menores, praticamente metade, quando comparados aos experimentos
utilizando metanol, Figura 8A. Além disso, 0s picos apresentaram maior intensidade e menor
largura nos ensaios em acetonitrila, indicando melhor separacéo.

A forca de eluigdo de uma fase movel é determinada pela polaridade do solvente,
denominada série eluotropica. De acordo com Snyder (1968), os valores de P’, parametro de
polaridade para cromatografia de particdo, do metanol e da acetonitrila sdo respectivamente
5,1 e 5,8%. Na qual solventes fortes diminuem a retencio dos analitos, assim como foi
observado nos resultados. Também, foi possivel observar que as corridas conduzidas em
metanol tiveram uma pressdo maior, decorrente da maior viscosidade desse solvente e

consequentemente da fase movel*3%3,
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Intensidade (mAU)

Além disso, a adigdo de acido formico no solvente orgénico ndo teve efeito na
separagdo cromatografica, na qual os tempos de retengdo dos picos ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao mesmo solvente sem acido, num nivel de 95% de
confianca, atestada pelo teste t de Student. Também foi observado que para o ensaio 6,
metanol acidificado, a linha de base do cromatograma ndo se estabilizou, em vermelho na
Figura 8A, esse efeito pode ter ocorrido devido a um equilibrio incompleto da fase movel.

Dessa forma, foi escolhido como melhor condi¢cdo para otimizar o método
cromatografico o solvente orgénico B descrito pelo ensaio 7, acetonitrila 80% sem adicdo de

acido formico, que foi utilizado para os estudos subsequentes.

—— Ensaio 5 —— Ensaio 7
A . B
Q) —— Ensaio 6 ®) —— Ensaio 8
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Figura 8: Cromatogramas da otimizagéo. (A): Ensaios em metanol; (B): ensaios em acetonitrila

Foram injetados separadamente os padrdes de CBD e A®-THC utilizando o método
otimizado para confirmar os tempos de retencdo de cada um dos analitos e 0s cromatogramas
obtidos foram sobrepostos com a mistura dos padrbes (Figura 9). Dessa forma, o pico em 7,7

minutos equivale ao CBD e o pico em 14,5 minutos equivale ao AS-THC.
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Figura 9: Cromatogramas sobrepostos da mistura de CBD e 4°-THC e seus padrdes separados

Era esperado que o A°-THC tivesse um maior tempo de retencdo visto que seu log P
(6,99) é uma ordem de grandeza maior que do CBD (5,79)!". Como ¢ ilustrado na Figura 10, a
estrutura do CBD contém um grupo resorcinol (anel benzeno-1,3-diol)*, que favorece
interacdes do tipo dipolo-dipolo entre os grupos hidroxila e o par de elétrons da acetonitrila.
Por outro lado, 0 A°-THC possui apenas um grupo fenol (inico OH disponivel para interagio)
e um grupo éter, além de anel fechado conferindo menor polaridade ao composto.

CH;

Canabidiol A°-tetrahidrocanabinol

Figura 10: Estrutura molecular do CBD e 4°-THC com destaque na diferenca das estruturas

3.2 Adaptacdo do Método Cromatografico
Foi adquirida uma coluna cromatografica de dimensdes menores para diminuir o tempo
de corrida e, consequentemente, das analises, além de menor consumo de solvente.

Inicialmente, o metodo otimizado no item 2.1 foi empregado com a inje¢do de uma mistura
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ternaria contendo CBD, CBG e A®-THC para verificar o perfil de separacio desses compostos
com a nova coluna. Observando o cromatograma obtido (Figura 11), é possivel identificar
uma separacao insuficiente entre os picos de CBD e CBG, efeito esperado devido a
semelhanca estrutural e de polaridade desses compostos®. A partir da Equacéo 1, foi obtida
resolucéo de 1,12 entre esses picos, evidenciando esses resultados.

Collins prediz que resolugbes > 1,5 entre picos garantem a separacdo completa entre
eles, sendo que um método eficiente para aumentar a resolucdo € melhorar a seletividade, a
partir de ajustes na composicdo da fase movel ou substituindo a fase estacionaria®®. No
entanto, para alguns compostos muito similares, em relagdo & polaridade e estrutura, esses
ajustes podem provocar alargamento dos picos, efeitos de cauda ou aumento significativo do
tempo de retencdo se ndo forem feitos moderadamente. Dessa forma, para analises

quantitativas, resolugdes > 1,25 sdo consideradas satisfatorias®2.

1000

800
— CBG
2
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S
> CBD
[}
3
ho] 400 .
=
o) A%-THC
e
= 200+

of——
T T T T T T T T T T T T T 1
1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

Tempo de Retencédo (min)
Figura 11: Cromatograma do método otimizado em 3.1 utilizando coluna de 150 mm

Diante desses resultados, variou-se a proporcdo de acetonitrila na fase movel,
diminuindo a forga de eluicdo, com o objetivo de melhorar a separagdo. Foram avaliadas
proporcdes de 75 e 70% de acetonitrila. Alem disso, o fluxo da fase movel também foi
variado, de 1 mL/min para 0,5 mL/min. Com a diminuicdo do fluxo, esperava-se aumentar o
tempo de interacdo entre 0s compostos e a fase estacionaria podendo melhorar a resolucéo. Os
cromatogramas dessas modifica¢Ges estdo ilustrados na Figura 12 e a resolucdo entre CBG e

CBD em cada uma delas esta exposta na Tabela 6.
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Figura 12: Cromatogramas sobrepostos. Modificacdo na propor¢ao de acetonitrila de 80, 75 e 70% e
modificagdo no fluxo do método de 1 para 0,5 mL/min

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que a diminuicdo da
proporcéo de acetonitrila na fase mdvel (Figura 12) resultou em um aumento significativo na
resolucdo entre os picos ao diminuir a proporcdo de 80 para 75%. Porém, ao reduzir de 75
para 70%, a resolucdo ndo mudou significativamente, sendo acompanhado de alargamento
dos picos e um aumento de quase duas vezes no tempo de retencio do A°-THC,
fitocanabinoide mais hidrofébico presente na mistura. Além disso, a reducédo do fluxo da fase
movel (Figura 12) ndo resultou em um aumento na resolucdo entre os picos, essa mudanca

também contribuiu para o alargamento dos picos e aumento dos tempos de retencao.

Tabela 6: Resolucéo entre 0s picos CBG e CBD nas corridas

Método Resolucao
80% de acetonitrila, fluxo 1 1,12
75% de acetonitrila, fluxo 1 1,27
70% de acetonitrila, fluxo 1 1,26
80% de acetonitrila, fluxo 0,5 1,09
75% de acetonitrila, fluxo 0,5 1,26
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Diante disso, foi escolhido como melhor condicdo para otimizar a separacéo
cromatografica na coluna de menores dimensdes 75% de acetonitrila na fase mével, em um
fluxo de 1 mL/min, visando corridas mais rapidas. Correia e colaboradores* empregaram a
mesma fase mdvel, 25% de acido formico em agua ultrapura e 75% de acetonitrila, para
identificar e quantificar 6 fitocanabinoides — CBD e A®-THC, suas formas écidas, A3-THC e
CBN — em produto de Cannabis, demonstrando ser um método rapido e direto. O emprego
de gradiente de concentracio®® na fase mdvel poderia ser uma alternativa para separar ainda
mais CBG e CBD, porém optou-se por manter o método simples, isocratico e rapido, com
resolucdo > 1,25.

Em seguida a mistura padrdo de fitocanabinoides foi injetada segundo o método
otimizado e 0s padrdes individuais de CBD, CBG, CBN e A°-THC foram adicionados
individualmente a mistura. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 13, na qual €
possivel identificar e confirmar posicdo desses compostos na separacdo cromatografica da
mistura. Foi observada uma variacdo consideravel na temperatura ambiente e,
consequentemente, na temperatura do forno, que até entdo ndo possuia controle de
temperatura. Como resultado, o tempo de retencdo variou a cada injecdo. Para corrigir esse
efeito, o forno da coluna foi mantido a 30 °C em todas as corridas subsequentes.
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Figura 13: Cromatogramas da mistura padrao de fitocanabinoides e de CBD, CBG, CBN e A°-THC,
adicionados separadamente a essa mistura

Por fim, o perfil de separacdo obtido foi comparado com o certificado de analise do
padrdo de mistura de fitocanabinoides (Supleco). No certificado os analitos foram separados e

quantificados por HPLC-UV seguindo os parametros descritos na Figura 14.

Standard Solution Assay Parameters Calibration Curve
Analysis Method: HPLC/UV Calibration Curve: Linear Regression
Column: Ascentis Express C18, 2.7 pym, Number of Points: 1
3.0 x 100 mm
Mobile Phase: Acetonitrile:0.1% Phosphoric acid in
Water (70:30)
Flow Rate: 1.5 mL/min
Wavelength: 228 nm

Figura 14: Parametros do método de avaliagdo do padréo presente no COA
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Figura 15: Cromatograma da anéalise do padréo presente no COA

Comparando a separacao obtida (Figura 13) com o perfil de separagéo do certificado de
analise (Figura 15) é possivel observar correspondéncias entre as intensidades dos picos e a
separagdo dos compostos. Além disso, para CBG, CBD CBN e A°-THC, os quais foram
adicionados a mistura e injetados utilizando o método otimizado (Figura 13), foi obtido
aumento nos picos de posicOes iguais as desses fitocanabinoides presentes na separagdo do
COA. Dessa forma, propGe-se que a separacao tenha a mesma sequéncia de fitocanabinoides
(Figura 16).
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Figura 16: Cromatograma de separac¢éo dos 8 canabinoides neutros da mistura comercial em 228 nm de acordo
com a sequéncia proposta
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O perfil de separacdo da mistura padrdo comercial de 8 fitocanabinoides neutros esta

ilustrado na Figura 16 e a resolucdo entre cada par de picos esta resumida na Tabela 7. O

perfil foi obtido em 228 nm para comparar com o certificado de analise (COA) do padréo. Foi

possivel separar 0os 8 compostos em menos de 10 minutos e com resolugédo satisfatoria mesmo

em pares criticos como CBG/CBD e A>-THC/A8-THC, destacados na Tabela 7.

Tabela 7: Resolucéo entre 0s picos obtidos da mistura comercial de 8 fitocanabinoides neutros

Picos Resolucao
CBDV e CBG 6,9
CBGeCBD 1,27
CBD e THCV 2,77
THCV e CBN 8,96
CBN e A°-THC 7,54
A®-THC e A3-THC 1,31
A®-THC e CBC 7,84

Assim, as condi¢cbes cromatograficas da separacdo otimizada, que foram utilizadas para

todos 0s ensaios quantitativos estdo resumidas na Tabela 8.

Tabela 8: Parametros otimizados do HPLC-DAD

Volume de Injecgéo 10 pL
Temperatura da Coluna 30°C
Fluxo 1 mL/min
) A: 0,1% HCOOH em agua
Fase Movel o
B: acetonitrila
Corrida Isocréatica: 25% A e 75% B

Faixa de Comprimento de Onda

200 a 400 nm

Comprimentos de Onda

210, 220 e 280 nm
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3.3. Curvas de Calibracéo

Os fitocanabinoides sdo cromdforos e apresentam mais de um comprimento méximo de
absorcéo, dessa forma, foram avaliadas para 3 fitocanabinoides — CBN, CBC e CBD — a
construcdo da curva nos comprimentos de onda de 210, 220 e 280 nm. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Curvas de calibracdo de CBD, CBN e CBC nos comprimentos de onda de 210, 220 e 280 nm

Com base nos resultados, para CBD o comprimento de 210 nm foi o0 que apresentou
maior sensibilidade, sendo capaz de detectar pequenas variacdes na concentracdo do analito.

Por outro lado, em 280 nm, a absorbancia desse composto é muito baixa, de modo que, na
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menor concentragdo da curva de calibragdo (0,5 pg mL™) o composto ndo foi quantificado
com confiabilidade, resultando na sua exclusdo da curva de calibracdo. Ja para o CBN e CBC,
foram obtidas curvas de boa sensibilidade e linearidade em todos os comprimentos de onda
avaliados, sendo 220 nm o comprimento de onda mais sensivel.

Utilizando o post-run do software de aquisi¢cdo de dados é possivel, devido ao uso do
detector DAD, visualizar o espectro de absorcdo em cada pico. A Figura 18 ilustra os
espectros obtidos para os 8 canabinoides neutros separados da mistura padrdo. E possivel
observar um pico de absor¢do mais intenso em 210 nm para a maioria dos canabinoides
neutros, assim como o CBD. O CBN (Figura 18e) apresenta 2 picos de absorcédo
caracteristicos em 220 e 280 nm e o CBC (Figura 18h) em 230 e 280 nm. Diante disso, foi
escolhido o comprimento de onda de 210 nm para as analises quantitativas, nas quais foi

possivel identificar os 8 canabinoides na faixa de concentracdo estudada.
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Area (u.a)

ilustradas na Figura 19. Foram calculados os limites de deteccdo (LOD) e quantifica¢do (LOQ)

THCV (¢) CBN (f) A°-THC (g) A2-THC (h) CBC

Figura 18: Espectros de absorcéo dos picos de fitocanabinoides registrados. (a) CBDV (b) CBG (c) CBD (d)

As curvas analiticas para quantificacdo do 8 fitocanabinoides neutros em 210 nm estdo

do método de acordo com o predito pela Anvisa, RDC N° 166/2017%°, descritos pelas

equacdes 2 e 3. Nas quais Sxy é 0 desvio padréo dos residuos da curva analitica de inclinagdo
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Figura 19: Curvas de calibragéo, concentragao em pg/mL vs érea. (a) CBDV (b) CBG (c) CBD (d) THCV (e)
CBN (f) A4°-THC (g) 48-THC (h) CBC
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Alguns parametros analiticos do método otimizado estdo resumidos na Tabela 9. A
linearidade das curvas foi avaliada a partir do seu coeficiente de relagdo R?, que foi maior que
0,9997 para todos fitocanabinoides, indicando uma boa linearidade do método. Na
concentragéo de 2,5 ug mL™ foi obtido um desvio de pelo menos -20% entre a area obtida
experimentalmente e a &rea predita na equacdo da reta, prejudicando a linearidade do método.
Dessa forma, esse ponto foi retirado das curvas de calibragdo para a quantificacdo dos analitos

nas amostras.

Tabela 9: Parametros analiticos de quantificagdo do 8 canabinoides neutros pelo método HPLC-DAD

) Faixa linear | Equacéo da LOD LOQ
Analito R?
(g mL™) Reta (MgmL™t) | (ug mL?)
y =-3365,0 +
CBDV 0,5a10 0,99996 0,07 0,21
99045,5 x
y=-787,1+
CBG 0,5a10 0,99988 0,10 0,32
93667,1 x
y=-1107,7 +
CBD 0,5a10 0,99997 0,07 0,21
91573,1 x
y=3135,8 +
THCV 0,5a10 0,99984 0,09 0,28
105925,8 x
y =3207,1 +
CBN 0,5a10 0,99973 0,04 0,11
71868,2 x
y =-692,0 +
AS-THC 0,5a10 0,99998 0,05 0,16
97005,1 x
y =-1598,4 +
A8-THC 0,5a10 0,99982 0,11 0,34
90116,1 x
y =1807,1 +
CBC 0,5a10 0,99981 0,08 0,24
37348,4 x

3.4. Analise das Amostras de Oleos e Extratos Concentrados
O método desenvolvido foi aplicado para analise de 5 amostras de 6leo de Cannabis e 9
extratos concentrados de Cannabis de diferentes cultivares produzidos pelas associagdes

APEPI, Abrapango e Flor do Amor. O teor de cada fitocanabinoide nas amostras (%, m/m

51



para 0s extratos e mg mL™ para os 6leos) foi calculado considerando a massa inicial pesada e

os fatores de diluicdo de cada amostra, para os 6leos foi considerada também a densidade dos

veiculos diluentes (AOEV e TCM). Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 10.

Tabela 10: Teor dos fitocanabinoides nas amostras de 6leos e extratos concentrados de Cannabis (n=3)

Oleos (mg mLY)

Amostra | CBDV CBG CBD THCV CBN A°-THC A8-THC CBC
23,47 0,35 1,51
OCBG ND <LOQ ND ND ND
+0,43 10,02 +0,05
) 0,51 11,72 5,90 0,43
Schanti ND ND ND ND
+0,01 +0,18 +0,02 + 0,005
Purple 0,20 0,37 7,53
ND <LOQ <LOQ ND ND
Wreck 10,02 +0,01 10,82
1,60 1,00 37,47 1,07 1,42
Harle Tsu ND ND ND
+0,01 +0,01 +0,16 +0,02 + 0,07
_ 0,159 0,06 0,05 6,88
Rainbow ND ND ND <LOQ
+0,01 +0,002 | +0,002 +0,13
Extratos Concentrados (%, m/m)
Amostra | CBDV CBG CBD THCV CBN AS-THC A8-THC CBC
0,80 2,14 42,94 2,23 2,62
EBDoctor ND ND ND
+0,02 + 0,06 + 1,67 +0,05 +0,05
45,68 0,63 2,96
EBCBG ND ND ND <LOQ ND
+ 0,62 +0,01 10,07
) 1,26 30,46 32,98 1,43
EBSchanti ND ND ND ND
+ 0,04 +0,14 +1,05 +0,19
EBPurple 2,47 2,93 2,47 42,24 1,08
ND ND ND
Wreck +0,03 + 0,06 + 0,02 + 0,49 10,07
_ 3,85 0,33 0,24 42,30
OG Mix ND ND ND <LOQ
+0,03 +0,01 +0,02 +1,32
1,27 0,79 55,52 2,63 2,56
Fenoqueen ND ND ND
+0,005 | +0,57 + 0,57 +0,01 10,02
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Extrato 1,12 0,46 2,28 21,67
_ <LOQ ND ND <LOQ
Destilado +0,01 | +0,01 +0,03 | +0,01
0,65 161 | 5284 2,39 2,75
HCBD ND ND ND
+0,01 | +£0,02 | +0,83 +0,08 +0,04
1,41 0,51 1,79 29,94 1,02
HTHC ND <LOQ ND
+0,03 +0,01 | +003 | +091 +0,04

Foram analisados cinco 6leos de Cannabis, sendo um diluido em TCM e os outros em

AOEV. A diferenca no veiculo diluente confere propriedades distintas aos 6leos, uma vez que

0 TCM apresenta maior polaridade e miscibilidade com &lcoois®®. No entanto, essa variacéo

no diluente e, consequentemente, na matriz da amostra ndo demonstrou interferir no seu

preparo e na quantificagdo dos fitocanabinoides presentes. As diferencas visuais entre as

amostras estéo ilustradas na Figura 20.

Figura 20: Amostras de 6leos de Cannabis. (a): Oleo Schanti, diluido em AOEV; (b) Oleo Rainbow,
diluido em TCM

Entre os extratos concentrados analisados, o extrato diluido fornecido pela associacdo

Abrapango foi a amostra que mais se destacou em relacdo aos demais. Esse extrato passou por

processo de remocao da clorofila e destilagdo, resultando em uma menor viscosidade e em um

tom amarelo dourado (Figura 21b), contrastando com 0s outros extratos, que Sa0 Vviscosos e

tém cor verde-escura devido a presenca de clorofila (Figura 21a). Além disso, 0 extrato rico

em CBG também apresentou aparéncia distinta, com uma textura mais pastosa, em

comparacdo aos demais extratos (Figura 21c).
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Figura 21: Amostras de extratos concentrados de Cannabis. (a): Extrato HCBD; (b) extrato destilado; (c)
extrato ECBG

A Figura 22 apresenta o cromatograma de uma das amostras analisadas, extrato
concentrado Fenoqueen, sobreposto a mistura de padrdes de fitocanabinoides neutros. Para
garantir a confiabilidade na determinacdo do perfil cromatografico das amostras, antes de
cada andlise foi realizada a injecdo em duplicata de uma diluicdo da mistura padrdo. Esse
procedimento permitiu ajustar eventuais variagdes no tempo de retencdo dos analitos, que

poderiam ocorrer devido a pequenas variacdes na pressao do sistema entre os dias de andlise.
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Figura 22: Cromatogramas sobrepostos da mistura de fitocanabinoides neutros e a amostra Fenoqueen
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Ao analisar os dados obtidos das amostras (Tabela 10), é possivel observar que todas as
amostras tém AS-THC e CBG em concentracdes maiores que o LOQ. Além disso, 0 CBD e 0
CBC foram identificados na maioria das amostras. O CBG é a forma neutra do CBGA,
precursor dos demais fitocanabinoides na planta, por esse motivo, € esperado encontrar ele
como componente minoritario em amostras diversas de Cannabis'?*%®. O CBD, A%-THC e
CBC sdo os principais fitocanabinoides neutros derivados do CBGA®, entio também ¢é
esperado gue eles estejam presentes nas amostras.

Além disso, foi observado que as respectivas “varinas”, CBDV e THCV, foram
identificadas e quantificadas nas amostras cujo andlogo é majoritario. Ou seja, em amostras de
quimiotipos ricos em CBD, foi identificado a presenca de CBDV em niveis significativos, e 0
mesmo foi observado para 0 THCV em amostras ricas em A®-THC. E predito que o CBDV é
encontrado em variedades de Cannabis landraces com altas concentracGes de CBD e baixas
de A%-THC?, os resultados obtidos corroboram com a literatura. As varinas sdo uma variago
dos fitocanabinoides contendo 19 carbonos ao invés de 21, nas quais a cadeia lateral n-pentil é

substituida por n-propil durante sua biossintese. Suas estruturas estao ilustradas na Figura 23.

CHs CHs

HO HO

H,C C|-||_|3o HsC
CHy H,C O ChHs

CBDV THCV

Figura 23: Estrutura molecular do CBDV e THCV

Foram também observados desvios padrdo relativos maiores na concentracdo dos
fitocanabinoides entre as replicatas das amostras de extratos concentrados, em comparagédo
aos desvios padrdo dos 6leos de Cannabis. Apesar de que esse desvio ndo ultrapassou 5% para
nenhuma amostra. Esse efeito pode ser justificado pela maior heterogeneidade dessas
amostras, que sd@o semi-solidas e viscosas, enquanto os 6leos podem homogeneizados com

maior facilidade.
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3.5. Anélise comparativa do Método Proposto

Foram analisadas trés amostras diferentes do mesmo lote do 6leo de Cannabis Doctor,
quimiotipo rico em CBD da APEPI, e os resultados obtidos foram comparados com as
informacdes do rotulo do produto. Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 11. Foi
escolhido esse 6leo para avaliar o0 método e o preparo de amostra, pois a partir de uma
parceria com a Universidade de Campinas (UNICAMP), os 6leos dessa associacdo estdo

padronizados dentro de um nivel de concentragio aceitavel®’.

Tabela 11: Resultados das analises dos 6leos de Cannabis Doctor da APEPI.

Teor dos Fitocanabinoides (mg mL™?)

Amostra CBDV CBG CBD THCV CBN AS-THC A8-THC CBC

0,45 1,24 32,69 1,32 1,39
Doctor 1 ND ND ND
+0,01 + 0,01 + 0,34 + 0,01 + 0,03
0,43 1,18 32,33 1,27 1,44
Doctor 2 ND ND ND
+0,01 + 0,02 + 0,29 + 0,04 + 0,04
0,45 1,21 32,48 1,31 1,47
Doctor 3 ND ND ND
+ 0,02 + 0,01 + 0,33 + 0,02 + 0,04

Diante dos resultados apresentados, os 6leos apresentam concentragdo média de 32,50 +
0,34 mg mL? de CBD, resultado que representa erro relativo entre o valor do rétulo de -
1,51%. Os oOleos da APEPI aceitam uma variabilidade méaxima de +15% no teor dos ativos, de
acordo com o padrdo para fitoterapicos predito pela Instrugcdo Normativa n°4 de 13 de Maio
de 2018°’. Logo o valor obtido esta dentro da variabilidade maxima permitida como esperado.
Além disso, o teor de A°-THC foi em média 1,30 + 0,03 mg mL, valor inferior ao limite
maximo de 3%. Esses resultados evidenciam a precisdo do método analitico proposto, além de
demonstrar boa repetibilidade do procedimento de preparo de amostra, na qual o teor de todos
os fitocanabinoides identificados nos 3 oleos diferentes de um mesmo lote concordam entre si,
em um nivel de confianca de 95%.

Adicionalmente, quatro 6leos de diferentes quimiotipos de Cannabis da APEPI foram
analisados por RMN de Hidrogénio quantitativo. Escolheu-se essa técnica devido a sua
vantagem de usar calibracdo com padrbes externos, ndo sendo necessario padrdes de

referéncia idénticos a amostra. Ela permite quantificar simultaneamente varios compostos
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com alta precisdo e exatiddo a partir da relacdo entre o sinal obtido e quantidade de nucleos de
hidrogénio responsaveis por aquele sinal®®. Os resultados obtidos estdo expostos nas Tabelas
12 a 15. Os teores foram expressos em % (m/m) para comparar com os resultados obtidos pela

técnica de qgHNMR.

Tabela 12: Resultados para o método proposto e para o método de referéncia na amostra Harle Tsu em % (m/m)

Harle Tsu
Fitocanabinoide Método Proposto Método de Referéncia Erro Relativo
Erro Absoluto
HPLC-DAD (QHNMR) (%)
CBG 0,109 + 0,001 0,130 0,021 -16,2
CBD 4,080 + 0,018 4,217 0,137 -3,2
AS-THC 0,117 £ 0,002 0,127 0,010 -7,9
CBC 0,155 + 0,008 0,145 0,010 6,9

Tabela 13: Resultados para o método proposto e para o método de referéncia na amostra Purple Wreck em % (m/m)

Purple Wreck

Fitocanabinoide Método Proposto Método de Referéncia Erro Relativo
Erro Absoluto
HPLC-DAD (QHNMR) (%)
CBG 0,023 + 0,002 0,023 0,004 -1,9
AS-THC 0,818 + 0,003 0,826 0,008 -1,0

Tabela 14: Resultados para o método proposto e para o método de referéncia na amostra Schanti em % (m/m)

Schanti
_ o Método Proposto  Método de Referéncia Erro Relativo
Fitocanabinoide Erro Absoluto

HPLC-DAD (QHNMR) (%)

CBG 0,056 + 0,001 0,051 0,005 9,8
CBD 1,277 + 0,019 1,220 0,057 4,7
A%-THC 0,643 + 0,008 0,617 0,026 4,2
CBC 0,047 £ 0,001 0,048 0,001 -2,1
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Tabela 15: Resultados para o método proposto e para o método de referéncia na amostra OCBG em % (m/m)

OCBG
_ o Método Proposto ~ Método de Referéncia Erro Relativo
Fitocanabinoide Erro Absoluto
HPLC-DAD (qHNMR) (%)
CBG 2,884 + 0,047 2,980 0,096 -3,2
AS%-THC 0,038 + 0,002 0,036 0,002 5,6
CBC 0,164 + 0,006 0,154 0,010 6,5

Os resultados obtidos para fitocanabinoides minoritarios nas amostras apresentaram
erros relativos com magnitude variando de 2,1 a 16,2% em relagdo ao método de gNMRH.
Com excecéo do erro relativo de 16,2%, referente a concentracdo de CBG na amostra Harle
Tsu, foram obtidos erros relativos menores que 10% para os fitocanabinoides minoritarios em
todas as amostras. Essa margem de erro é aceitavel devido as baixas concentracdes desses
compostos nas amostras, que tornam a interferéncia da matriz significativa e aumentam a
suscetibilidade a variagdes analiticas.

Por outro lado, para os fitocanabinoides majoritarios, 0s erros relativos tiveram
magnitude inferior a 5% para todas as amostras. Esses resultados destacam a exatiddo e
confiabilidade do método proposto na quantificacdo desses compostos presentes em
concentracgdes elevadas.

Diante dos resultados expostos, evidencia-se a adequabilidade do método analitico
proposto, aplicado em 15 amostras diferentes. Apesar da necessidade de alguns ajustes futuros
para a validacdo analitica, 0 método j& possui precisao e exatidao suficiente para analises de
rotina, atendendo as demandas praticas.

Um dos objetivos de aplicacdes futuras desse método é oferecer suporte a associacfes
de produtores de Cannabis, especialmente as menores, que ainda ndo tem um controle de
qualidade adequado em seus produtos, de forma a garantir maior confiabilidade e seguranca
para 0s pacientes.
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CAPITULO 2: Avaliagdo dos Efeitos Embriotoxicos de Extratos de Cannabis Sativa L.

Utilizando Zebrafish (Danio Rerio) Como Espécie Modelo

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinoide é formado por um conjunto de receptores, endocanabinoides,
enzimas responsaveis pelo seu metabolismo e genes que codificam essas proteinas'®*. Os
receptores sdo particularmente expressos em areas do cérebro envolvidas no controle da
aprendizagem e memoria, comportamento motor, emoc¢des e fungdes autbnomas e
enddcrinast®,

Os endocanabinoides sdo fatores essenciais no desenvolvimento neural, no apetite e
metabolismo, no funcionamento do sistema imune, na memoria, € em outros Processos
fisiologicos. Eles modulam a liberacdo de neurotransmissores excitatdrios e inibitérios, por
meio da ativacio de receptores canabinoides (CB), contribuindo para a homeostase®®. Em
vertebrados o sistema endocanabinoide age nos receptores CB1 e CB2 (Figura 24), enquanto
o0 CB1 concentra-se no sistema nervoso central e periférico, o receptor CB2 é expresso

principalmente no sistema imune®-2,

Receptores Ligantes

Figura 24: Distribuic&o dos receptores CB1 e CB2 no corpo. Adaptado de Uthayakumaran et al. 62
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Esses receptores sdo ativados tanto por ligantes endégenos, como a anandamina (AEA)
e 0 2-araquidonilglicerol (2-AG), quanto por fitocanabinoides exdgenos!®. O CBD tem uma
menor afinidade (cerca de 10 vezes menor) pelos receptores CB1 encontrados no cérebro do

que o A%-THC, o que confere a esse fitocanabinoide auséncia de efeito psicotropico®>61:63,

1.2.  Zebrafish como Espécie-Modelo

Embora a maioria dos estudos publicados até o0 momento sobre Cannabis e canabinoides
consistem em experimentos realizados em modelos in vitro ou em roedores, o zebrafish
(Danio rerio) vem ganhando relevancia como modelo in vivo devido as suas caracteristicas
distintas. Dentre elas destacam-se seus embrides translicidos que permitem avaliacGes
teratogénicas com uma melhor visualizacdo, seu rapido desenvolvimento embrionario, baixo
custo e simples cultivo em cativeiro®.

O zebrafish é comumente aplicado como espécie-modelo para testes de drogas e
farmacos e estudos ambientais, visto que ele pode absorver pequenas moléculas presentes na
agua durante todas as etapas de desenvolvimento?>°. Além disso, destaca-se a alta homologia
genética com mamiferos, descoberto a partir do sequenciamento do seu genoma, 70% dos
genes humanos tem pelo menos um ortélogo de zebrafish®3.,

O uso do zebrafish como modelo in vivo, vem sendo aplicado nos Gltimos anos em
estudos com canabinoides visto que ele expressa ambos os receptores CB1 e CB2 em estagios
iniciais do seu desenvolvimento. O sistema endocanabinoide no zebrafish tem sido associado
com vicio, ansiedade, desenvolvimento, homeostase energética e ingestdo de alimentos,

funcéo do sistema imune, aprendizagem e memoria'?.

1.3. Efeito Entourage

A grande maioria dos estudos de toxicidade envolvendo os fitocanabinoides avaliam os
efeitos das substancias separadamente ou de razdes variadas de CBD/A-THC, que ja
demonstram ter interacfes complexas e um papel importante nos efeitos sintomaticos da
Cannabis®. Porém, atualmente se tem uma forte indicacdo que os efeitos benéficos da
Cannabis estdo relacionados a sinergia entre os diversos compostos presentes na planta,
fitocanabinoides, terpenos e flavonoides, chamado de efeito entourage336465,

Estudos clinicos indicam que para o tratamento de pacientes com epilepsia, extratos de
Cannabis tiveram maior redugdo na frequéncia de convulsbes, bem como menos efeitos

colaterais do que doses equivalentes de CBD?%, Assim, mostra-se vantajosa a avaliagio do
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potencial efeito toxicologico dos extratos de Cannabis, de composicdo complexa e variavel, e
ndo somente padrdes analiticos dos seus principais compostos, A>-THC e CBD, de forma a
elucidar a seguranca e eficacia dos produtos a base desses extratos®>®*. Além disso, poucos

estudos tém sido feitos com extratos a base de CBG, tornando a analise pioneira e bastante

relevante.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Condigdes Fisico-quimicas do Biotério de Peixes
Para a avaliacdo toxicologica dos extratos de Cannabis sativa L., o projeto foi realizado
em parceria com o laboratorio de Genética Toxicoldgica (GTox) da Universidade de Brasilia
(UnB), do qual os peixes do seu biotério foram mantidos em condicGes fisicas e quimicas
regulares de acordo com o predito na diretriz n°236 da OECD (2013)%: pH 7,2 - 7,6; dureza
6.7 ppm; temperatura de 26 + 1 °C; condutividade 468 uS, e com um fotoperiodo de 12h de

luz e 12h de escuro.

2.2. Testes de Solubilidade dos Extratos de Cannabis

Foram realizados ensaios preliminares para determinar a necessidade do uso de solvente
organico e a sua concentracdo para a solubilizacdo dos extratos de Cannabis, devido a sua
natureza hidrofébica. O solvente utilizado para esses estudos foi o dimetilsulféxido (DMSO),
que ndo ultrapassou a concentracdo de 1% (v/v) de forma a ndo influenciar nos testes
embriotoxicos. Foi avaliada a solubilidade de extratos de quatro quimiotipos diferentes de
Cannabis doados pela APEPI: Schanti (balanceado de CBD e A°-THC), Doctor (alto teor de
CBD), Purple Wreck (alto teor de A>-THC) e EBCBG (alto teor de CBG).

2.3. Producéo e Diferenciagdo dos Ovos Fertilizados

Um dia antes dos testes, foram colocados peixes adultos machos e fémeas, numa
proporcdo de 1:2, em caixas de acasalamento, que possuem barreiras fisicas que foram
retiradas no dia seguinte, um pouco antes das luzes se acenderem possibilitando a desova.
Devido ao desenvolvimento acelerado do zebrafish, hd& uma necessidade de retirada e
tratamento dos ovos de forma réapida.

Os ovos foram lavados pelo menos trés vezes com agua do meio de cultivo (agua do
sistema). Posteriormente, foi realizada uma triagem a olho nu, retirando os ovos coagulados,
seguida de uma selecdo no estereomicroscopio, na qual foram escolhidos ovos em estagios
similares e sem anomalias. Por fim, os embrides viaveis foram escolhidos e distribuidos

aleatoriamente.

2.4, Fish Embryo Toxicity (FET — Test)®%
Uma solugéo estoque de 100 mg L de cada um dos extratos foi preparada segundo o

procedimento otimizado no item 2.2. Aproximadamente 25 mg do extrato concentrado foram
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pesados em um bequer de 10 mL ao qual foi adicionado 2,5 mL de DMSO para total
dissolugdo. A amostra foi vertida em um baldo de 250 mL que foi completado com a agua do
sistema de zebrafish. Dessa solugdo foram preparadas dilui¢des de 0,1; 0,56; 3,16; e 17,78 mg
L. A solugdo estoque (100 mg L) também foi avaliada como uma das concentragdes dos
testes embriotoxicos.

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo OECD n° 236 com adaptagdes.

A Figura 25 apresenta um esquema simplificado do teste FET em embrides de zebrafish.
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Descarte de l exposigao
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coagulados ou

ndo fertilizados .

Figura 25: Esquema do procedimento do teste de toxicidade aguda (FET) em embrides de zebrafish. Adaptado
de OECD®

Logo ap0s a selecdo dos ovos fertilizados, os embrides foram emergidos nas solucfes
teste em placas de Petri para que fosse garantida a exposi¢cdo nos estagios iniciais.
Paralelamente a essa etapa, as triplicatas experimentais para a exposicao foram preparadas.

A exposicdo foi realizada em placas de 96 pogos, com 200 uL por pogo € 0S OVOS
fertilizados foram distribuidos nos pocos da placa na seguinte disposicao:

* 20 ovos por réplica para cada concentragdo, realizada em triplicata, totalizando 60
individuos por grupo;

* 20 ovos como controle de solvente, DMSO 1%, porcentagem determinada em 2.2,
dissolvido na agua do sistema;

* 1 controle interno com agua do sistema em cada placa contendo 10 ovos;

* 20 ovos como controle negativo, apenas a dgua do sistema (caracteristicas fisico-
quimicas previamente descritas).

Os testes realizados tiveram duracdo de 96 h sendo as placas condicionadas em uma

camara climatica a 27°C e com fotoperiodo de 12:12 (claro:escuro). Por fim, em 24 hpf (horas
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apos a fertilizacdo), 48 hpf, 72 hpf e 96 hpf os embrides foram observados com o
estereomicroscopio. As  seguintes observagfes indicaram toxicidade aguda e,
consequentemente, morte dos embrides: coagulacdo do embrido, ndo desprendimento da
cauda do saco vitelinico, auséncia de formacao de somitos e auséncia de batimentos cardiacos.
Pode-se também observar sinais de teratogenicidade ndo letais como curvatura da coluna
vertebral (escoliose), formagdo de edemas, nimero de batimentos cardiacos, entre outros®®.

De acordo com os regulamentos éticos internacionais e nacionais, estudos com larvas de
zebrafish até 120 hpf sdo considerados modelos in vitro, ndo sendo necessario submissdo de

Comisséo de Etica no Uso de Animais®67.

64



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes de Solubilidade dos Extratos de Canabinoides

Os fitocanabinoides sdo compostos altamente hidrofobicos que sdo soltveis em alcoois,
solventes organicos e gorduras, o que confere a eles eficiéncia em atravessar membranas no
corpo e se acumular no tecido adiposo'?!31’. Dessa forma, foi necessario o uso de solvente
organico para auxiliar na solubilizagdo dos extratos de Cannabis.

O DMSO é um solvente polar aprético de baixa toxicidade por qualquer via de
administracdo e baixo risco ambiental em baixas concentracdes. Ele é o solvente mais
utilizado para auxiliar na solubilizacdo de compostos e extratos em bioensaios com zebrafish,
no qual os embrides e larvas sdo comumente expostos a niveis de até 1% de DMSO®, Para
todos os extratos de Cannabis avaliados, o limite de solubilidade foi 100 mg L™ dos extratos

com auxilio de banho ultrassénico de 5 a 10 minutos e vortex.

3.2. Fish Embryo Toxicity (FET — Test)®%

Apds a exposicdo dos embrides a diferentes niveis de concentracdo dos extratos
concentrados, ao controle de solvente e controle negativo, foram observados a taxa de
sobrevivéncia, eclosdo e batimentos cardiacos, bem como uma série de alteracGes
morfolégicas. As diferentes concentracfes do extrato estavam homogéneas no momento da
dissolucdo, entretanto, no dia das leituras dos ensaios foi observado que parte do composto
decantou, cobrindo a superficie do cérion do organismo, a Figura 26 ilustra esse efeito em um
dos extratos, o Purple Wreck. Nao héa evidencias que esse efeito tenha alterado a toxicidade do
extrato, porém supde-se que ele ocorra devido a hidrofobicidade dos compostos e a baixa

solubilidade no meio aquatico®.

0 mg/L 0,56 mg/L

Figura 26: Embrides 24 horas pés exposi¢do, evidenciando o extrato Purple Wreck sobre a superficie do cérion
quando comparado ao controle negativo
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Fracdo afetada

Fracao afetada

A porcentagem de mortalidade dos embrides/larvas posterior a exposi¢do de 96 h nas

concentragdes crescentes de cada um dos extratos esta ilustrada na Figura 27.
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Fracao afetada

Fracao afetada
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Figura 27: Efeitos dos extratos nos estagios iniciais de desenvolvimento do zebrafish durante 96 horas de
exposicao. A proporcdo de organismos mortos, vivos e eclodidos foi representada pelas diferentes barras. (A)
Doctor, (B) Purple Wreck (C) Schanti (D) EBCBG
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Foram observados que para todos os extratos as duas concentracGes mais altas foram
completamente letais em 48 horas ap0s a exposicao. Para extrato concentrado rico em CBG
(Figura 27B), a terceira concentracdo mais alta, de 3,16 mg/L, em 48 horas também

demonstrou ser praticamente letal, indicando que esse extrato tem maior efeito toxicologico.

Em relacdo aos efeitos subletais causados pelos extratos, os extratos Doctor e Schanti,
na concentragdo de 3,16 mg/L, apresentaram efeito significativo em 96 hpf, com atraso na
eclosdo de mais de 60% dos ovos (Figura 27A e Figura 27C). O atraso na eclosédo ja foi um
efeito reportado na literatura relacionado aos efeitos ndo letais da exposicdo ao CBD e A°-
THC1145  Esse efeito ndo foi observado nos extratos Purple Wreck e CBG, sugerindo que o
CBD pode ter um impacto maior na ecloséo.

De forma a elucidar melhor os efeitos embriotdxicos dos extratos avaliados, 0s
resultados obtidos em relacdo aos teores de cada fitocanabinoide presente, determinados no
Capitulo 1, foram considerados para comparar a toxicidade dos extratos com a concentracao
nominal e total desses compostos. A concentragdo de cada fitocanabinoide bem como a

concentracdo total de fitocanabinoides presentes nos extratos estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16: Teor de fitocanabinoides e teor total presente nos 4 quimiotipos de extrato concentrado. Os
fitocanabinoides A8-THC e CBN foram omitidos por ndo estarem presentes em nenhum dos extratos

Teor de Fitocanabinoides % (m/m)

Amostra CcBDV CBG CBD THCV  AS-THC CBC Total

0,80 2,14 42,94 2,23 2,62 50,73
EBDoctor ND
+ 0,02 + 0,06 + 1,67 + 0,05 + 0,05 +1,85
45 68 0,63 2,96 49 27
EBCBG ND ND ND
+ 0,62 +0,01 + 0,07 +0,70
) 1,26 30,46 32,98 1,43 66,13
EBSchanti ND ND
+ 0,04 +0,14 +1,05 +0,19 +142
EBPurple ND 2,47 2,93 2,47 42 24 1,08 51,19
Wreck + 0,03 + 0,06 + 0,02 +0,49 + 0,07 + 0,67

A Figura 28 apresenta as curvas de fracdo afetada apds 96 h de exposigcdo versus

concentragédo dos extratos. Os valores de LCsp, concentracdo na qual se tem morte de 50% dos
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Fracédo afetada

individuos, foram calculados baseados na mortalidade cumulativa no final do experimento. A
CLso (96h) foi definida a partir do ajuste dos dados utilizando uma equagdo de ajuste

sigmoidal ou Weibull 4 parametros utilizando o programa SigmaPlot (R2=0,99) p < 0,0001.
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Figura 28: Curvas de concentracao resposta (mortalidade) dos organismos expostos por 96 h aos diferentes

extratos concentrados

Os resultados obtidos de LCso com o modelo zebrafish para cada um dos extratos, a

correspondéncia desses valores convertidos em relacdo ao fitocanabinoide majoritario e em

relagdo ao total de canabinoides estdo apresentados na Tabela 17. A conversdo dos valores de

LCso foram obtidas a partir dos teores apresentados na Tabela 16 e pela de LCso calculada a

partir da equacéo de ajuste das curvas de concentragéo resposta de cada extrato.

69

100



Tabela 17: Valores de LCsy para os diferentes extratos avaliados, em relacdo ao teor do fitocanabinoide
majoritario e a quantidade total de canabinoides

Doctor Purple Wreck Schanti EBCBG
LCso-extrato
5,97 5,63 6,24 1,17
(mg/L)
L Cso-majoritario 1,90 (CBD)
2,56 (CBD) 2,57 (THC) 0,53 (CBG)
(mg/L) 2,06 (THC)
LCso-can total
2,77 2,77 4,13 0,58
(mg/L)

Estudos da literatura registraram valores de LCso em embrides de zebrafish utilizando
padrdes isolados de CBD e A%-THC. Para o CBD foram reportados valores de 0,53 e 1,84
mg/L%%°, Comparando esses valores com o extrato Doctor, a LCso em relagdo & concentragio
de CBD foi maior, indicando que o extrato aumentou a tolerancia dos embrides de zebrafish a
esse composto. Por outro lado, para o A%>-THC foram reportados valores LCso entre 1,54 e
3,65122961 A | Cso obtida para o extrato Purple Wreck, em relagio & concentragio de A°-THC
foi um valor médio dentro dessa faixa, corroborando com os resultados da literatura.

O extrato Schanti, apesar de ser um balanceado de CBD e A%-THC e conter uma maior
proporcéo de fitocanabinoides em sua matriz, foi o extrato de menor toxicidade estudado.
Esse resultado sugere que, assim como os efeitos benéficos da Cannabis sdo sinérgicos entre
0s compostos presentes na planta®%4 os efeitos de toxicidade em embrides de zebrafish
também ndo sdo cumulativos, indicando interacGes complexas. Nesse extrato, também foi
observado que a LCso em relacéo a concentragdo de CBD foi maior que reportado na literatura,
e o valor relagdo a concentragdo de A°-THC esta dentro da faixa reportada.

Além disso, nesse trabalho obteve-se de forma pioneira a LCso de um extrato de CBG
utilizando zebrafish como espécie modelo, ndo foram encontrados na literatura também testes
FET e valores de a LCso em embrides de zebrafish para esse composto isolado. A partir dos
resultados obtidos, observa-se que esse extrato apresentou maior toxicidade dentre os
estudados, LCsg de cerca de 5 vezes menor, além de uma LCso para 0 CBG de 0,53 mg/L.

A Figura 29 ilustra as larvas de zebrafish apds 96 horas de exposi¢ao ao extrato Schanti
e Doctor, exemplificando algumas alteracbes morfoldgicas que foram observadas para todos
0s extratos. O extrato EBCBG foi 0 que apresentou mais efeitos de formacdo de edemas no

pericardio e no saco vitelino e deformacgdes na cauda como encurtamento e curvatura foram
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observados com mais expressdo no extrato Purple Wreck. O extrato Schanti foi o que teve
uma menor taxa de alteragdes durante esses testes. Essas alteracdes morfologicas também

foram observadas para 0 CBD e 0 A%>-THC em outros estudos da literatura?6%°,

a = edema cardiaco

perpd e PASET ST b = encurtamento da cauda
¢ = curvatura da coluna (escoliose

0 mg/L (aumento de 2x)

3,2 mg/L do extrato Schanti 3,2 mg/L do extrato Doctor
(aumento de 2x) (aumento de 2x)

Figura 29: Larvas do zebrafish apds a exposicao ao extrato Schanti e Doctor por 96 h. Concentracéo de 0 mg/L
(controle negativo) e 3,2 mg/L

Os resultados obtidos demonstraram uma visdo abrangente sobre a toxicidade e efeitos
subletais de diferentes extratos concentrados de Cannabis em embrides de zebrafish. Foi
demonstrado que a toxicidade variou em funcdo do perfil de fitocanabinoides dos extratos.
Todos os extratos tiveram toxicidade alta-moderada em relacdo a produtos naturais. Devido a
alta lipofilicidade desses compostos, os fitocanabinoides tem a tendencia a interagir com o
corion dos embrides e bioacumular causando efeitos no seu desenvolvimento. Essa interacdo é

favorecida em ambientes aquaticos, devido a baixa solubilidade desses compostos®:.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta dissertacdo destacam a eficiéncia do método
cromatografico otimizado, demonstrando sua alta versatilidade e aplicabilidade em 15
diferentes amostras de 6leos e extratos de Cannabis. A condi¢do que melhor separou oito
fitocanabinoides neutros em menos de 10 minutos, foi a fase movel composta por acetonitrila
75:25 com uma solucdo aquosa 0,1% de &cido férmico. Para a quantificagdo dos
fitocanabinoides foram obtidas curvas de calibragio com boa linearidade, R?> maior que
0,9997 para todos os analitos, com limite de deteccdo e de quantificacdo adequados para as
amostras de interesse.

A precisdo e exatiddo do método foi avaliada a partir de uma analise comparativa com
método de referéncia (QNMRH), na qual obteve-se erros relativos em relacdo ao método
padrdo menores que 5% para os fitocanabinoides majoritarios e menores que 10% para
fitocanabinoides minoritarios presentes em quatro amostras diferentes. E possivel concluir
que o método de HPLC-DAD se mostrou eficiente para atender as necessidades praticas de
associacOes brasileiras, principalmente as menores, que ainda se consolidam no pais e
precisam de ter um monitoramento na formulacdo e controle de qualidade de seus produtos
atendendo as exigéncias regulatorias.

Os ensaios embriotoxicos indicaram concentracdo letal média de 5,97; 5,63; 6,24 e 1,17
mg L para os extratos de quimiotipos de CBD, de A®-THC, balanceado de CBD e A®-THC e
de CBG, respectivamente. A diferenca nesses valores destaca a relacdo entre a variabilidade
no quimiotipo de Cannabis e seu perfil toxicologico em embrides de zebrafish. Os resultados
demonstraram a complexidade das interacbes dos compostos presentes nos extratos de
Cannabis. De forma pioneira, foi determinada a toxicidade de um extrato de CBG majoritario,
cujos resultados apontaram maior toxicidade em relacdo aos demais quimiotipos avaliados.

Além disso, efeitos subletais como atraso na eclosdo dos ovos e alteracbes morfoldgicas
(edema cardiaco e encurtamento da cauda) foram observados em concentracbes menores dos
extratos. Dessa forma, conclui-se que os resultados do FET se mostraram relevantes
evidenciando a necessidade de estudar os efeitos toxicolégicos de extratos de Cannabis, de

composi¢do complexa e variavel.
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