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RESUMO

Introdugao: A Cannabis sativa € uma espécie vegetal utilizada ha milénios,
especialmente na forma medicinal, devido ao seu grande potencial terapéutico.
O tetraidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) s&o as principais substancias
farmacologicamente ativas encontradas na planta. Métodos eficientes de
extracdo, purificagdo e, por vezes, a separagao desses canabinoides sao
necessarios para a obtencao de extratos e compostos que possam ser utilizados
na busca de respostas terapéuticas seguras e eficazes, além de analisar o perfil
bacterioldgico para atestar a seguranga microbiolégica do produto.

Métodos: Neste trabalho foi possivel realizar a analise da composicdo de
canabinoides em 41 extratos de Cannabis sativa. (32 produzidos por
associagbes e 9 produzidos pelos proprios pacientes), determinando a
quantidade de THC e CBD nas amostras, através da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC), bem como a presenca de bactérias,
pelo método Gram.

Resultados: As medianas das concentracdes de THC e CBD dosados nas
amostras foram de 51% e 58%, menores em relacdo a concentragcao esperada,
respectivamente. Ademais, observou-se a presenga de microrganismo Gram
positivo em apenas uma amostra, sugestivo de Staphylococcus Aureus.
Conclusao: Embora as associagdes apresentem uma nobre funcdo social, é
importante o controle de qualidade na producdo dos medicamentos, com a
devida titulagdo de canabinoides e a analise microbiolégica das amostras, o que

pode ser efetivado através da regulamentagao, por parte do Poder Publico.

Palavras-chave:Canabidiol; Cannabis sativa; Canabinoides; HPLC; THC.



ABSTRACT

Introduction: Cannabis sativa is a plant species used for millennia, especially in
the medicinal form, due to its great therapeutic potential. Tetrahydrocannabinol
(THC) and cannabidiol (CBD) are the main pharmacologically active substances
found in the plant. Efficient methods of extraction, purification and, sometimes,
the separation of these cannabinoids are necessary to obtain extracts and
compounds that can be used in the search for safe and effective therapeutic
responses.

Methods: In this work, it was possible to analyze the composition of cannabinoids
in 41 extracts of Cannabis sp. (32 produced by associations and 9 produced by
the patients themselves), determining the amount of THC and CBD in the
samples, using the High Performance Liquid Chromatography (HPLC/HPLC)
technique, as well as the presence of bacteria, using the Gram method.
Results: The median concentrations of THC and CBD dosed in the samples were
51% and 58%, lower than the expected concentration, respectively. Furthermore,
the presence of Gram positive microorganism was observed in only one sample,
suggestive of Staphylococcus Aureus.

Conclusion: Although associations have a noble social function, quality control
in the production of medicines is important, with the proper titration of
cannabinoids and microbiological analysis of the samples, which can be carried
out through regulation by the Government.

Keywords:Cannabidiol; Cannabis sativa; cannabinoids; HPLC; THC.
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1 INTRODUGAO

A Cannabis sativa é uma planta milenar descrita pela primeira vez por
Carolus Linnaeus em 1753 e que possui valor terapéutico significativo. Esta
planta € considerada quimicamente complexa por apresentar uma série de
substancias quimicas de diversas classes, destacando-se os canabinoides, os
quais sao responsaveis pelos efeitos psicoativos e as atividades farmacoldgicas.
Estes compostos vém sendo utilizados no tratamento de dores crdnicas e
diversas enfermidades neuroldgicas/psiquiatricas, como Alzheimer, cancer,
fibromialgia, autismo, esclerose multipla, depressédo, ansiedade, epilepsias,
artrite reumatodide entre tantas outras patologias, sendo uma alternativa
terapéutica no controle de doengas graves e incuraveis '.

No Brasil, a Cannabis sativa tem sido utilizada, principalmente, para dores
cronicas e enfermidades neurolégicas, embora o uso terapéutico de maior
prevaléncia e eficacia comprovada nos estudos seja no controle de crises
convulsivas em portadores de epilepsias refratarias’. Neste caso, o uso da planta
se da principalmente na forma de extrato oleoso com teores de canabidiol (CBD)
maiores que tetrahidrocanabidiol (THC), dois dos principais fitocanabinoides
encontrados nesta espécie, por exemplo, em epilepsias refratarias. Os efeitos
farmacologicos dependem da dose e da interagcdo entre THC, CBD e outros
componentes da planta (outros canabinoides, terpenos e flavonoides), os quais
podem constar em diferentes proporcdées nos extratos oleosos. Ademais,
diferentes populagdes de pacientes podem apresentar diferentes respostas ao
uso da Cannabis sp. devido as caracteristicas intrinsecas de cada organismo.
Por este motivo, & necessario rigor na qualidade do produto que sera utilizado
1,2_

Dentre o grande numero de substancias quimicas que ja foram isoladas,
destacam-se CBD e o THC, as principais moléculas responsaveis por suas
propriedades terapéuticas, devido a interagdo com seus receptores CB1
distribuidos no Sistema Nervoso Central e CB2 no Sistema Nervoso Periférico 3-
6. Os receptores endocanabinoides reconhecem os canabinoides encontrados

na planta e, assim, proporcionam beneficios terapéuticos sobre uma diversidade
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de doencas 7. Dessa forma, sdo substancias que requerem estudo, pois afetam
diversas areas e podem auxiliar no tratamento de diversas patologias, com poder
anticonvulsivante, analgésico, antiemético, dentre outros 8.

Atualmente, o acesso a Cannabis medicinal, no Brasil, ocorre de
diferentes formas: medicamento disponivel nas farmacias, principalmente com
os canabinoides isolados, quantificados e por um alto custo (em torno de R$
2.000 até R$ 3.000 reais); importagdo do medicamento (pois, em mais de 40
paises 0 uso da Cannabis medicinal & autorizado), disponibilizado o certificado
de analise do 6leo com os componentes presentes no produto, em que os
canabinoides se encontram isolados ou na forma full spectrum (todos os
componentes da planta presentes), com os pregos em torno de R$ 1.000 reais.
Através das associagdes canabicas, algumas com Habeas corpus coletivos,
outras de maneira ilegal, as quais plantam a Cannabis sativa e produzem o
extrato, normalmente de forma artesanal e sem a titulacdo dos componentes do
medicamento, com pregos que variam entre R$ 200 e R$ 500 reais; por fim, de
forma individual, artesanal e sem titulagdo dos componentes, o préprio paciente
planta a Cannabis sativa, seja com Habeas corpus impetrado ou nao, e produz
seu proprio 6leo artesanal, com custos menores ou semelhantes aos produtos
disponibilizados pelas associagdes 219,

Dessa forma, €& possivel inferir que o custo dos medicamentos
provenientes das farmacias nacionais ou dos produtos importados sao altos e
dificultam o acesso do paciente ao tratamento. Ja através dos medicamentos
disponibilizados pelas associagdes ou por meio do cultivo individual, o custo é,
comparativamente, mais baixo e acessivel ao paciente, possibilitando o uso do
medicamento a base de Cannabis sativa 0.

Apesar dos menores custos com o0s medicamentos canabinoides
provenientes das associagcdes ou do auto cultivo, existem poucos estudos que
abordam analises microbiologicas e a quantificacdo de THC e CBD existente
entre esses extratos artesanais e ndo se sabe se a quantidade administrada é
correta ou se o produto é seguro '. Torna-se dificil saber a procedéncia da parte
utilizada, bem como se ela contém algum quimico, aditivo, microrganismos,
metais pesados e, principalmente, a concentracdo dos canabinoides no extrato
utilizado 6. E necessario saber a dosagem dos canabinoides e se existem taxas

de contaminacdo microbiana nesses extratos artesanais que estdo sendo
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administrados, de forma a evitar mudancas na identidade e qualidade do extrato.
Faz-se importante subsidiar estratégias de monitoramento desses produtos
diminuindo os riscos, a fim de garantir a seguranga do paciente e a efetividade
do produto, pois esta abordagem ainda nao é adotada por grande parte dos
produtores de dleos artesanais no Brasil 0.

Diante deste contexto, este trabalho tem como objetivo central contribuir
para a ampliagdo do conhecimento sobre a qualidade microbiolégica e
caracterizagado da dosagem de CBD e THC por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) que existe nos extratos oleosos de Cannabis sativa produzidos
artesanalmente por associagdes e/ou pacientes. Nesse sentido, duas perguntas
norteadoras desta pesquisa foram as seguintes: Quais as dosagens de CBD e
THC encontrados nos extratos artesanais? Ha contaminagao microbiolégica nos

extratos artesanais?
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Historico

A Cannabis sativa, planta ancestral e companheira do ser humano ha
milhares de anos (acredita-se que ha mais de 12 mil anos), originaria,
possivelmente, do planalto tibetano, Asia Central, e difundida & Eurasia, vem
sendo amplamente reconhecida cientificamente pelas suas propriedades
medicinais. E constituida de fitocanabinoides, especialmente o CBD e o THC,
além de terpenos e flavonoides. Essas substancias somam juntas, mais de 140
compostos ativos que interagem no organismo humano por meio do sistema
endocanabinoide (SEC) .

Os primeiros registros do uso de Cannabis como fonte de fibras e
grdaos datam ha cerca de 12 mil anos atrds, na Asia Central (112
Posteriormente, os chineses descobriram e desenvolveram inumeras formas de
uso da planta, como na fabricagcdo de cordas e de artefatos de decoragao, na
producdo de papéis, bem como na alimentagdo e no uso recreacional (1314, O
primeiro uso reportado da Cannabis sativa como medicamento, atribuido ao
imperador chinés Shen Nung, ocorreu em torno de 2700 a.C. Seus ensinamentos
foram transmitidos de geracao em geragao até serem registrados por escrito no
primeiro livro de agricultura e plantas medicinais do mundo, Shen Nung Pen-
Ts'ao Ching 2 13,

Devido ao seu interesse pela medicina moderna, em 1839, o médico
irfandés William Brooke O’'Shaughnessy investigou o uso da Cannabis sativa na
india, onde observou seu uso como narcético e também com finalidade medicinal
(1), Apos realizar testes em animais e humanos, o doutor O’Shaughnessy iniciou
o tratamento de doengas como cdlera, convulsdes infantis e tétano a partir da
tintura de Cannabis sativa. '+ 5.

Anos mais tarde, em 1899, quimicos britanicos isolaram o canabinol,
o primeiro canabinoide identificado na planta. Com o decorrer dos avangos na
area de quimica, tornou-se possivel sintetizar e isolar substancias ativas de
plantas medicinais. A enciclopédia Sajous’s Analytic Cyclopedia of Practical
Medicine apresentava indicagdes medicas para a utilizacdo da Cannabis para

varias enfermidades de diferentes areas: sedativo, hipnético, analgésico ou
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outros usos nas mais diversas doencas, como, diarreia, diabetes, palpitagao
cardiaca e vertigem °.

Nos anos seguintes, entre 1932 e 1964, os fitocanabinoides foram
isolados, sendo que em 1932 foi elucidada a estrutura do canabinol, em 1940 foi
isolado o canabidiol e em 1964 foi isolado e elucidado a estrutura do
tetrahidrocanabinol ('®). No mesmo periodo, iniciou-se também a implantagéo de
uma série de restricbes legais com relagdo ao uso médico e experimental da
Cannabis sp. em varios paises '".

Na década de 30 no Brasil, medidas de repressao com relacdo ao uso da
planta foram intensificadas. Foi no ano de 1938, por meio do Decreto-Lei n° 891,
do Governo Federal, que ocorreu a proibicdo total do plantio, da cultura, da
colheita e da exploragéo, por particulares, da planta em territério nacional 7.

No ano de 1964, na The Hebrew University of Jerusalem, o quimico
israelense Raphael Mechoulam isolou e elucidou a estrutura do canabinoide
THC (18, Desta forma, ocorreu uma proliferagdo de pesquisas cientificas em
torno dos componentes ativos presentes na Cannabis, além da exploracédo de
seus efeitos farmacologicos e fisioldgicos até por volta de 1961, quando
comegaram a diminuir os estudos devido & Convencdo Unica sobre
Entorpecentes. Nesta convencgéo, a Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU)
sugeriu acgdes coordenadas e universais contra as drogas, adicionando a
Cannabis sp. nesse contexto. Em decorréncia destes fatos, os estudos da planta
durante as duas décadas seguintes foram prejudicados .

No Brasil, a Cannabis sp. foi trazida para a América do Sul através dos
colonizadores europeus, sendo que as primeiras plantacoes foram feitas no Chile
(16). De acordo com o professor Elisaldo Carlini, a vinda da planta para o Brasil
esta relacionada a chegada das primeiras caravelas portuguesas, por volta de
1500. As velas e cordas das embarcacdes eram feitas de fibra de canhamo. Os
indios, por sua vez, passaram também a cultivar esta planta ©). Relatos do
uso terapéutico de Cannabis sativa, no Brasil, existem desde 1961, quando o
médico homeopata Alexandre José de Mello Moraes descreveu o uso da planta
para tratamento de diversas enfermidades, como catarata, impoténcia,
gonorreia, retengdo urinaria, espasmos e dor nos rins '°. A propagacao da planta

nao apenas no Brasil, mas mundialmente, ocorreu, a principio, por meio de suas
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indicacbes terapéuticas, sendo ela um dos trés medicamentos de maior
prescri¢do ao longo do século XIX 6.

A criminalizacdo da Cannabis sativa a nivel mundial atrasou
significativamente o desenvolvimento de pesquisas cientificas, dificultando o
acesso a planta, representando o principal desafio para os pesquisadores. Até
os dias atuais, devido ao amplo interesse e a vasta pesquisa realizada em torno
da Cannabis sativa, a comunidade cientifica obteve muito progresso e
compreensao de aspectos quimicos, farmacolégicos e toxicoldgicos
relacionados aos canabinoides presentes na planta, prospectando um
arcabouco de informacdes cientificas que permitiram o melhor entendimento dos
seus efeitos terapéuticos e ndo terapéuticos no corpo humano 920,

A primeira investigagao cientifica no Brasil foi realizada pelo Professor Elisaldo
Carlini, na década de 80, em que testou o efeito da Cannabis sativa na epilepsia.
Nesta ocasido foi realizado um estudo clinico duplo-cego em pacientes que
sofriam pelo menos uma crise convulsiva generalizada por semana, apesar de
estarem recebendo algum medicamento anticonvulsivante. A referida pesquisa
encontrou resultados promissores. Contudo, hoje, sabe-se que para a aplicagao
da Cannabis sp. e sua utilizacdo na area da saude €& necessario amplo
conhecimento de suas propriedades terapéuticas e, principalmente, suas

caracteristicas botanicas 2! 22. 23,

1.1.2 Botanica da Cannabis sativa

O nome de género “Cannabis” significa “similar a cana” e o nome de
espécie “sativa’ significa “plantada ou semeada”, uma vez que a planta se
propaga através de sementes e ndo de raizes perenes. Em 1974, o género
Cannabis foi categorizado em trés espécies: Cannabis sativa, Cannabis indica e
Cannabis Ruderalis, conforme figura 1. Em 1976, a espécie Cannabis sativa foi
dividida em duas subespécies, safiva e indica, cada uma apresentando
variedades domesticadas e selvagens. Entretanto, essa classificacdo nao foi
universalmente aceita, sendo considerada que a Cannabis € uma planta
monotipica com apenas uma espécie, a Cannabis sativa. As controvérsias

taxondmicas sobre a Cannabis sativa. continuam até o presente momento 2.
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“Sativa”

“Indica”

“Ruderalis”

Figura 1: Diferengas morfolégicas entre as trés subespécies de

Cannabis sativa, indica, ruderalis. Fonte: McPartland, 2018

A planta Cannabis sativa é considerada herbacea, didica (produz plantas
masculinas e femininas, distintas), anual, dicotiledénea angiosperma e pertence
a familia Cannabaceae 25. Cresce geralmente em regides tropicais e
temperadas, usualmente ereta, com hastes variaveis, pubescéncia ressonante,
angulares, por vezes cOncavas; as folhas basais sdo opostas e as folhas
superiores alternadas, com folhetos acuminados de até 10 cm de comprimento

e 1,5 cm de largura, conforme figura 2.

Figura 2: Desenho botéanico da Cannabis sativa. Fonte: HempCannabis,

2022.

Ainda, devido a dificuldade de distinguir as subespécies da planta tanto
quimica como morfologicamente, uma vez que a Cannabis sativa apresenta
continuas modificagdes conforme o ambiente em que foi plantada, a

denominacao Cannabis sativa é considerada adequada para todas as plantas
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encontradas neste género %%, Embora haja constante discussdo em referéncia
a classificagao botanica da Cannabis sativa desde que ela foi classificada pela
primeira vez em 1753, pelo botanico sueco Carolus Linnaeus (Carl Von Linné),
o “Manual para uso dos laboratérios nacionais de analises de drogas” do
Escritério das Nag¢des Unidas sobre Drogas e Crime considera que a planta
apresenta apenas uma espécie reconhecida, sendo ela a Cannabis sativa. -

A planta masculina morre pouco tempo apds espalhar o pélen, enquanto
a planta feminina sobrevive até que as sementes amaduregam ou até que a
temperatura esteja muito baixa. Embora a genética da planta determine que ela
se torne macho ou fémea, fatores ambientais incluindo o ciclo de luz diurno,
podem alterar o sexo da planta (hermafroditas). Hermafroditas naturais com
ambos o0s sexos geralmente sdo estéreis, mas hermafroditas induzidas
artificialmente podem ter 6rgaos reprodutores totalmente funcionais 5.

Os frutos da Cannabis sativa, comumente referidos como sementes, séo
peguenas nozes secas, denominadas aquénios. O fruto contém semente uUnica
constituida por dois cotilédones sendo que grande parte da sua massa € rica em

substancias de reserva, como, por exemplo, amido, lipideos e sacarose 2°.

Figura 3: llustragao botanica de Cannabis sativa com destaque ao fruto.

Fonte: IsDtok Imagens, 2022.
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O ciclo de crescimento da Cannabis sativa. pode ser dividido em quatro
fases: germinagcdo e emergéncia; fase vegetativa; floragdo e formacédo de
sementes; e senescéncia. A fase vegetativa, por sua vez, ainda pode ser
novamente dividida em trés fases: fase juvenil; fase fotossensivel; e fase de
desenvolvimento da flor. As plantas masculinas cessam seu desenvolvimento
apos produgao de pdlen e em seguida morrem 25,

A concentragcdo de compostos psicoativos (canabinoides) na Cannabis
sativa. leva em consideragao uma fung¢ao de fatores genéticos e ambientais, tais
como: o tipo de solo, o tempo de cultivo (maturagao da planta) e o tratamento da
amostra (secagem, estocagem, extragdo e condigdes de analise) *.

A distribuicdo dos canabinoides na planta ndo é uniforme, estando
ausentes nas sementes e nas raizes e presentes em pequenas quantidades nos
caules e nas folhas inferiores, com concentracdes maiores nas folhas superiores,
atingindo a maior concentragéo na flor da planta fémea. Entretanto, o conteudo

canabinoide floral varia consideravelmente em uma Unica planta “.

Figura 4: Foto ilustrativa da identificacdo dos botdes florais de Cannabis

machos e fémeas. Fonte: Site Cannalize, 2020.

Existe popularmente uma cultura de que somente a planta fémea
fornece a resina ativa, nao sendo cultivado frequentemente as plantas machos.
Entretanto, estudos comprovam que independente de serem machos ou fémeas,
ha a presencga de canabinoides, terpenos e flavonoides em ambos os sexos das
plantas, com efeitos farmacoldgicos ativos, apesar da planta fémea apresentar
maiores concentracdes de canabinoides, especialmente nas flores. A convicgao

de que somente plantas fémeas contém resina ativa foi atribuida, provavelmente,
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devido a pratica agricola de eliminar plantas machos das plantagées de
Cannabis sp., a fim de evitar a fertilizacdo 8.

Existem diferentes tipos de preparo de Cannabis sativa e cada um deles
tem seu préprio nome. A resina seca extraida das flores de plantas femininas é
chamada de haxixe e apresentam maior porcentagem de compostos psicoativos
(de 10 a 20%). Quando utilizado s6 material seco encontrado no topo das plantas
femininas, € chamado de Ganja e contém em torno de 5 a 8% de compostos
psicoativos. E quando chamados de Bhang, as substancias psicoativas extraidas
de folhas e caule da Cannabis sativa s&o preparos com indices menores de
canabinoides (de 2 a 5%) ?°. Os fitocanabinoides, presentes em ambas as
plantas s&o pegas fundamentais para o entendimento das atividades
farmacologicas da Cannabis sativa.

1.1.3 Fitocanabinoides

Os fitocanabinoides sao substancias de ocorréncia natural e origem
vegetal capazes de atuar nos receptores CB1 e CB2 presentes no organismo
humano @9, Sdo compostos terpenofendlicos produzidos, especialmente, pela
Cannabis sp. Atualmente, ja foram identificados mais de 100 fitocanabinoides,
sendo o THC e o CBD os mais estudados. A extracdo dessas substancias, em
geral, é feita no topo das plantas femininas e a concentragéo delas depende de
fatores genéticos e elementos ambientais, tais como: temperatura, clima, solo,
umidade, tempo de cultivo, tratamento da amostra e o tipo de secagem 3'.

Ademais, células do corpo humano produzem substancias com acdes
semelhantes aos fitocanabinoides, as quais sao conhecidas como
endocanabinoides. Os representantes mais bem  descritos dos
endocanabinoides sdo a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Todavia, apesar de agirem nos mesmos receptores, os canabinoides produzidos
pela planta apresentam importantes diferengas estruturais e farmacolégicas em

relacdo aos endocanabinoides 32,
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1.1.3.1 Propriedades fisico-quimicas

Todos os canabinoides, que sao biossintetizados em uma forma
carboxilada, a partir do acido cannabigerdlico (CBGA), formando, através de vias
enzimaticas, compostos como o acido canadlico (CBDA) e o acido
tetrahidrocanabindlico (THCA) . Esses acidos sdo substancias instaveis e, em
contato com calor e luz ultravioleta (UV), sofrem descarboxilagdo e dao origem
ao CBD e ao THC, respectivamente. O THC pode, ainda, ser aromatizado, sob

acdo da luz UV, ser aromatizado e formar o canabinol (CBN) 33,

1.1.3.2 THC

O THC é o fitocanabinoide mais comum da Cannabis, conhecido,
especialmente, por sua agao psicotropica. Os principais efeitos desse
canabinoide sdo euforia, riso facil, analgesia, agdo antiespasmodica e anti-
inflamatoria, relaxamento muscular e sedagéo 34.

O THC é uma resina insoluvel em agua, portanto, € mais eficientemente
absorvida por via inalatoria, tendo uma baixa biodisponibilidade por via oral,
assim como o CBD. Uma vez absorvidos, o THC e os outros canabinoides
atingem uma concentragdo sanguinea de 25 a 30% do total que foi inalado,
havendo distribuicdo para todos os tecidos, em padrbes que variam de acordo
com o fluxo sanguineo do usuario. Seu metabolismo é principalmente hepatico
pela agcédo das isoenzimas CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4, sendo transformado
em 11-hidroxi-THC e em 11-carboxi-THC. O 11-hidroxi-THC também possui
atividade psicoativa. A excrecdo desses metabdlitos ocorre pelas fezes e pela
urina 3.

Ele possui alguns efeitos colaterais como, por exemplo, sintomas
psicoticos, alteragdo da percepgao, aumento da ansiedade, déficits cognitivos e
toxicidade cardiaca. Esses efeitos dependem da dose administrada e, em geral,
a coadministracdo de CBD diminui a intensidade desses sinais e sintomas.
Ademais, essa substancia pode atravessar a placenta e é excretado no leite
materno, sendo importante, por conseguinte, o cuidado com o uso em mulheres

gravidas ou lactantes .
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1.1.3.3CBD

O CBD é o segundo fitocanabinoide mais comum e de grande interesse
na area da saude. Cepas da Cannabis rica em canabidiol fornecem potentes
beneficios terapéuticos sem a euforia ou a letargia de muitas variedades com
alto teor de THC. Esse canabinoide possui inumeras agdes farmacologicas,
incluindo ansiolitica, antipsicética, antiemética e anti-inflamatoria, e ¢é
considerado seguro e toleravel, ndo possuindo efeitos adversos sérios ou
significantes além de sedacao leve e nauseas ¥.

Assim como o THC, € um composto praticamente insoluvel em agua,
porém soluvel em solventes organicos. Sua farmacocinética também é
dependente da via de administracdo, sendo que, quando administrada por via
oral, a biodisponibilidade é relativamente baixa (cerca de 6%). Ele é
metabolizado especialmente pelas isoenzimas CYP2C19 e CYP3A4 presentes
no figado. Seus dois principais metabdlitos sdo o 7-hidroxi-CBD e o 7-carboxi-
CBD. A atividade farmacolégica desses metabdlitos ainda nao foi totalmente
elucidada, porém, em camundongos, o 7-hidroxi-CBD possui agéo
anticonvulsivante e o 7-carboxi-CBD é considerado um metabdlito inativo 35.

O CBD funciona como um modulador alostérico negativo do receptor CB1,
ou seja, ele é capaz de afetar a interagao de outros canabinoides com esse
receptor. Porém, a afinidade entre eles € considerada baixa e a atuagdo em
outros receptores parece apresentar relevancia mais significante no tratamento
de patologias °.

Grande parte dessas substancias é excretada nas fezes e, em menor
quantidade, na urina. Apos doses unicas em seres humanos, o tempo de meia-
vida do CBD, quando administrado por via oral, & cerca de 1 a 2 dias. Algumas
evidéncias mostram que, com o uso cronico, o CBD e outros canabinoides
podem se acumular no tecido adiposo e, quando ha perda desse tecido (como
no emagrecimento) € possivel que ocorra persisténcia da atividade dessas
substancias mesmo apds semanas da administragéo 3.

O CBD e o THC possuem uma agao sinérgica, o que significa que, quando
ambos estdo presentes em niveis terapéuticos, sdo mais efetivos juntos do que

separados. Esse efeito € conhecido como efeito enfourage ou comitiva e,
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segundo alguns autores, a presenca de outros fitocanabinoides, como
canabigerol (CBG), o canabicromene (CBC) e a tetrahidrocanabivarina (THCV),

terpenos e flavonoides também contribui para esse resultado 8.

1.1.4 Sistema endocanabinoide (SEC)

O SEC possui uma fisiologia complexa, executando fungdes reguladoras,
especialmente no SNC e no sistema imunolégico. Sua descoberta, no fim dos
anos 80, proporcionou novas perspectivas sobre um esquema neuro e
imunomodulador, tornando-o um alvo terapéutico importante para varios
disturbios, como nauseas, vomito, dor, inflamacéo, doencas cardiovasculares,
glaucoma, cancer, espasticidade e epilepsia 3% 4%- Esse sistema € composto por
um conjunto de receptores canabinoides do tipo CB1 e do tipo CB2 e por
endocanabinoides (eCBs): anandamida, 2-AG, noladina, virodamina e N-
aracdonildopamina #1.

Os eCBs nao sao sintetizados nas terminacdes pré-sinapticas ou
armazenados em vesiculas, como acontece com o0s neurotransmissores
classicos. Sua produgao ocorre no corpo e dendritos dos neurdnios em resposta
ao influxo de calcio induzido por glutamato ou acido gama-aminobutirico (GABA),
promovendo a ativacado de fosfolipases, as quais convertem os fosfolipidios em
eCBs. Essas substancias sdo produzidas sob demanda, conforme atividade
sinaptica excitatoria, e liberadas na fenda sinaptica, atuando de maneira
retrégrada e ativando os receptores eCBs dos neurdnios pré-sinapticos .

Os receptores CB1 (receptores centrais) sdo amplamente distribuidos no
organismo, principalmente em células endoteliais e adipécitos. Porém séao
encontrados em maior quantidade no SNC, em areas como o tronco encefalico,
cortex cerebral, hipocampo, cerebelo e nucleos da base, mediando a maioria das
respostas dos canabinoides nesse sistema (figura 3). Esse receptor € acoplado
a proteina G inibitéria e, quando ativado, promove a inibicdo da enzima adenilato
ciclase, provocando a redugao de AMP ciclico e de proteinas quinases, inibicao
dos canais de calcio voltagem dependentes e, por conseguinte, queda e/ou

inibicdo da liberagcdo de neurotransmissores nas terminagdes pré-sinapticas 9.
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Figura 5 - Regides cerebrais onde os cannabinoides atuam. Fonte: Joy,
Watson e Benson (1999).

Ja os receptores CB2 encontram-se, preferencialmente, em células do
sistema imunologico, fora do SNC, denominados, entdo, receptores
canabinoides periféricos, importantes para a imunomodulagdo. Assim como os
receptores CB1, eles sao acoplados a proteina G inibitéria que, quando ativada,
promove a inibicdo da enzima adenilato ciclase, provocando a redugao dos
niveis de AMP ciclico, a inibicdo de canais de calcio e a queda e/ou inibicdo da
liberacao de citocinas 42.

Além disso, o CBD é capaz de antagonizar o receptor 55 acoplado a
proteina G (GPR55), inibindo, assim, a liberagdo de calcio intracelular e a
hiperexcitabilidade de neurdnios epilépticos. Ele também pode dessensibilizar o
receptor transitorio dos canais vaniloides tipo 1 (TRPV1), diminuindo o influxo de
calcio extracelular. Por fim, o CBD ainda faz um bloqueio do transportador de
nucleosideo equilibrado (ENT1), reduzindo a captagao de adenosina e, com isso,
aumentando a concentracdo extracelular dessa molécula, o que deprime a
excitabilidade neuronal. Por tais motivos, é possivel que o CBD também tenha
acao anticonvulsivante através do bloqueio de canais de sodio voltagem
dependentes e de canais de calcio tipo T, da interagdao com canais de potassio
voltagem dependentes, com receptores 5-HT1a e com receptores a3 e a1 glicina
e modulagao da proteina do canal seletivo do &nion dependente de voltagem

(VDACH1) e da liberagao de fator de necrose tumoral alfa .
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1.1.5 Composic¢ao dos Extratos

Os extratos medicinais de Cannabis sdo produzidos com as flores das
espécimes pistiladas (fémeas) 43.Basicamente, a extragédo é classificada com
extracdo solido-liquido, pois as flores sdo a parte solida e o extrato sera
constituido do solvente extrator. Antes da extracdo, as amostras passam pelo
processo de secagem, que pode ocorrer em estufas de circulagdo natural ou a
vacuo e em liofizadores, que realizam o processo sem aquecimento. As
amostras secas s&o entdo moidas e precede-se a extragéo’".

Com relagao a extragdo, existem diversos métodos, uns classicos, como
hidrodestilacao, extracdo por arraste de vapor, maceragdo, extragdo com
gordura fria (enfleurage) e extragao por Soxhlet, e outros mais modernos, como
extracdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido supercritico, extracao
liquido pressurizada, extracdo assistida por micro-ondas. A sofisticacdo dos
meétodos, acarreta maiores aparatos, o que ocasiona também a elevagao dos
custos e, como vantagem, a maior eficiéncia de extragao 44.

A extracdo da Cannabis € um processo muito antigo, utilizado para
conseguir retirar da planta substancias que podem ser utilizadas para diversas
circunstancias. Canabinoides, terpenos e flavonoides, por exemplo, sdo os
responsaveis pelo sabor, odor e por inumeras agdes medicinais no corpo
humano. Como resultado, o produto € muito mais potente que a planta da
Cannabis em sua forma natural. E possivel utilizar apenas os compostos
desejados para objetivos especificos e de forma concentrada. Os métodos
utilizados para extracdo também podem variar de acordo com seus objetivos.
Geralmente, os canabinoides sao sensiveis a acao da temperatura. Com isso,
as analises sdo efetuadas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), que néo utiliza de temperaturas altas para trabalho, ou cromatografia
gasosa (GC), para estabilizar termicamente essas substancias apos a etapa de
derivatizacdo 4°. No fim, obtém-se um extrato rico em canabinoides, apenas

removendo o solvente organico 46:47:48.71,

Existem inumeros métodos para utilizados para extracdo da Cannabis,
como: método de Rosin — o método da resina ndo precisa de solvente. O

processo € parecido com o da extragao do azeite, em que a matéria prima é
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prensada. Dela escorre uma resina, espécie de 6leo concentrado. Método de
Oleo — é o mais usado e antigo dos métodos. As flores sdo colocadas em um
6leo. A matéria-prima aos poucos solta seus componentes soluveis como em
uma infusdo tipica da gastronomia. O método de Butano — O butano € um
meétodo popular para extrair as substancias da Cannabis, mas um dos métodos
mais perigosos também por ser um material altamente inflamavel e explosivo.
Ele é um solvente eficaz quando colocado na matéria-prima seca e moida. Pela
alta volatilidade, basta um pouco de calor, que ele evapora da resina resultante.
CO2- o processo parece com a extragcao a base de alcool. O diéxido de carbono
(CO2), por ser considerado mais seguro, se tornou o solvente muito defendido
entre os extratores da comunidade de Cannabis. No entanto, o método possui
alto custo. O método que utiliza o Alcool é uma das formas mais antigas e mais
utilizadas de extragao envolve o uso de etanol. Feito com alcool isopropilico,
substéncia usada na industria de alimentos, as flores sado colocadas dentro dele
em um processo de saturagéo e o extrato é filtrado. Para a retirada do alcool, ele

ainda passa por uma destilagéo 4°.

A sofisticacdo dos métodos acarreta maiores aparatos, o que ocasiona
também a elevagcdo dos custos e, como vantagem, a maior eficiéncia de
extragdo. Desta forma, a escolha de um meétodo de extracdo deve ser uma
decisdo que leve em conta diversos fatores, como: quantidade do extrato a ser
produzido, nivel de pureza do extrato, estabilidade dos canabinoides durante a
extracdo, custo e impacto ambiental. Dentre estes parametros de escolha,
algumas variaveis sao de grande relevancia, pois influenciam mais de um desses
fatores. Por exemplo, a temperatura de extragdo influencia tanto no custo da
extracdo quanto na estabilidade das canabinoides, pois sabe-se que existem

algumas interconversdes causadas pela temperatura *°.

Pode-se perceber a dificuldade de pequenos e médios produtores, como
as Associacdes de pacientes, para obter uma analise que certifique o controle
de qualidade de seus produtos, e dos laboratérios para serem credenciados.
Devido as recentes regulamentagdes, datadas de 2019 (RDC 12 327) e 2020
(RDC 11), ainda sao escassos os laboratérios credenciados que realizam analise

de canabinoides em territorio brasileiro 5 52
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1.1.6 Controle de qualidade de matéria-prima vegetal

Qualquer controle de qualidade de extratos medicamentosos é realizado
através de analises quimicas dos seus constituintes e do veiculo utilizado para
o preparo. As analises englobam tanto a dosagem dos principios ativos quanto
a pureza do medicamento. Muitas das preparagdes que utilizam plantas
medicinais ainda necessitam de estudos cientificos mais detalhados, incluindo
padronizagao quimica, testes bioldgicos in vitro e in vivo e avaliagéo clinica. Para
a etapa de avaliacio clinica, o controle de qualidade passa a ser uma pratica
totalmente indispensavel. Métodos de controle de qualidade de algumas plantas
medicinais ja validados estdo presentes, por exemplo, nas Farmacopeias dos
Estados Unidos, Chinesa, Japonesa em monografias da OMS, e na Farmacopeia
Brasileira, que, por sua vez, inclui aproximadamente 44 monografias de plantas
medicinais na sua maioria n&o nativas do Brasil %3.

No Brasil, em 2004, foi aprovada a Resolugao n° 48, que dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos e, entre outros pontos, abrange as etapas
de controle de qualidade da droga vegetal, do produto acabado e da importagéo
de produtos fitoterapicos 3. Em 1998, a Organizagdo Mundial da Saude reuniu
procedimentos no documento Quality control methods for medicinal plant
materials, que podem ser tomados como base para que auxiliem as nacoes, a
partir de sua legislacéo, para formarem padrbes de controle de qualidade de
drogas vegetais e produtos %*.

O isolamento das substancias é possivel com a técnica cromatografica,
identificando a composi¢do quimica do extrato vegetal, ainda auxilia na
determinagdo da substancia com o intuito de ajudar no controle qualitativo e
quantitativo da droga vegetal, propiciando a padronizagdo do material e dos
produtos relacionados. Um exemplo é a cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) que consiste em um método eficiente no controle de qualidade %°.

Existe uma necessidade urgente de padronizagao desses extratos. Desta
forma, o controle de qualidade € importante para o conhecimento da
concentragdo de THC e CBD. Concentracbes diferentes podem implicar em
efeitos adversos que podem comprometer a seguranga e a eficacia do

tratamento. N&o realizado o controle de qualidade do produto de extrato natural
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e sem os cuidados das boas praticas de producdo de medicamentos pode
produzir efeitos indesejados .

Existe uma grande preocupagéo quanto ao extrato artesanal, pois n&o ha
padronizagcao ou, quando existente, ela é precaria. O uso medicinal atual da
Cannabis sp., seja ele autorizado, tolerado, discutido ou estritamente proibido,
esta associado a duvidas sobre o uso seguro. O controle de qualidade é uma
pratica necessaria para garantir a eficacia e seguranga de uso, porém nao existe
até o momento, legislagdo vigente adequada para este proposito 7.

Através da RDC n° 10/2010 que a ANVISA passou a regular a
producdo, o comércio e o uso de drogas vegetais, liberando-as para utilizagéo
pela populacdo na forma de produtos industrializados, para os quais s&o
estabelecidos e controlados requisitos de qualidade, seguranga e forma de uso.
Segundo esta resolugdo, drogas vegetais sdo produtos de venda isenta de
prescricdo médica, sdo utilizadas para tratamento sintomatico de doencgas de
baixa gravidade, padronizadas para cada uma das espécies selecionadas,
sendo assim n&o sdo enquadradas como medicamentos %8.

Segundo a resolugdo RDC N° 48, de 16 de margo de 2004 emitido pela
ANVISA que dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, este
medicamento ¢é definido como: medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e consténcia de sua qualidade. Sua eficacia e segurancga é
validada através de levantamentos etnofarmacologicos de utilizagao,
documentagdes tecno cientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao
se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao, inclua
substéncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas
com extratos vegetais 5°.

Além disso, os produtos tradicionais fitoterapicos nao podem ser
destinados ao manejo de doengas, disturbios, condi¢des ou agdes consideradas
graves, nao podem conter matérias primas em concentragado de risco toxico
conhecido e ndo devem ser administrados pelas vias injetavel e oftalmica. A
Cannabis esta presente na lista de espécies que ndo podem ser utilizadas na
composicao de produtos tradicionais fitoterapicos, de acordo com a RDC n° 26,

de 13 de maio de 2014, que difere medicamentos fitoterapicos de produtos
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tradicionais fitoterapicos. Deste modo, a auséncia de legislacao vigente referente
a padronizando dos extratos da Cannabis torna os pacientes mais vulneraveis a

eficacia dos extratos produzidos no Brasil 0.

1.1.7 Legislacao Brasileira e Cannabis sativa

Em 2014, ha quase uma década, o Conselho Federal de Medicina (CFM)
publicou a Resolugao n°® 2.113/2014, referente ao uso compassivo do CBD para
o tratamento de epilepsias em criangas e adolescentes refratarias aos
tratamentos convencionais. Também, essa resolugédo restringiu a prescrigao aos
profissionais especializados em neurocirurgia, neurologia e psiquiatria, com
previsdo de rever tal normativa em dois anos, a partir de sua publicacdo, fato

que, em 2022, ainda nao ocorreu %,

Depois, em 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
publicou duas RDCs (RDC n° 03/2015 e 17/2015) que incluiam o CBD na lista
de substancias controladas e informavam os procedimentos para importacéo de
produtos a base desse canabinoide mediante a prescricdo de profissional
médico legalmente habilitado. No ano seguinte, a ANVISA atualizou a Portaria
SVS n? 344/1998, a qual dispde sobre as substancias controladas, e permitiu o
registro de medicamentos derivados da Cannabis na posologia maxima de 30
mg/ml de THC e 30 mg/ml de CBD (%2), Fato este que culminou com a RDC n°
156/2017, reconhecendo a Cannabis sativa como planta medicinal na

farmacopeia brasileira 3.

Ja em 2019, a ANVISA publicou uma importante resolucéo, atualmente,
em vigéncia, a RDC n° 327/2019. Tal resolugdo aborda o acordo autorizado
sanitariamente para a comercializagdo, desincumbéncia, monitoramento e
fiscalizagdo de produtos de Cannabis sativa para fins medicinais em seres
humanos. Esta resolugéo, no artigo n° 13, identifica os profissionais médicos,
independente da especialidade, desde que legalmente habilitados, como aptos
a prescrever os produtos a base de Cannabis. Ademais, nos artigos n° 48 e 49

sao deliberados que o médico assistente responsavel pelo paciente podera
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prescrever, desde que apoiado em dados técnicos capazes de sugerir que essa

alternativa seja eficaz e segura®’.

Nesta linha, a RDC n° 660/2022, em vigéncia desde o inicio de maio de
2022, que substituiu a RDC n° 335/2020, definiu os critérios e os procedimentos
para a importacdo de produtos derivados de Cannabis, por pessoa fisica, para
uso proprio, mediante prescricdo de profissional legalmente habilitado, para
tratamento de saude, otimizando o processo de analise para a importagcdo do
produto 4.

Ademais, conforme Resolucdo n° 680/2020, emitida pelo Conselho
Federal de Farmacia, o farmacéutico esta autorizado a dispensagao de
medicamentos e produtos a base de Cannabis sativa. Dessa forma, atualmente,
no Brasil, existem diversos medicamentos a base de CBD e THC disponiveis nas
drogarias, como, por exemplo: Canabidiol Prati Donaduzzi 200mg/ml e o Mevatyl
(THC 27mg/ml e CBD 25mg/ml), dentre outros, os quais sdo produtos que
possuem um alto custo, em torno de R$ 2.000 até R$3.000 reais, o que dificulta
0 acesso ao tratamento por parte dos pacientes 52.

Outra forma de acesso, conforme regulamentada pela atual RDC n°
660/2022 (%), ¢ a importagdo de medicamentos a base de Cannabis sp., como,
por exemplo: Canabidiol USA Hemp 100mg/ml Full Spectrum e Canabidiol
Natyva Care 100mg/ml Full Spectrum, dentre outros, os quais, também,
apresentam um valor elevado, em torno de R$ R$1.000 reais, pois além do
produto ter um alto custo, o processo de importagao e aquisicao do medicamento
deve ser subsidiado pelo proprio paciente. Assim, como estratégia para evitar os
precos elevados desses medicamentos, os pacientes recorrem as associacdes
e/ou a justica brasileira a fim de ter seu tratamento garantido de forma menos

onerosa %,

1.1.8 Associagcoes Canabicas e Autocultivo

Diante do alto custo das medicacdes canabinoides disponibilizadas nas
farmacias nacionais e das medicag¢des disponiveis para a importagdo, duas
opcgodes de acesso ao medicamento podem ser obtidas pelos pacientes: através

das associacdes canabicas e por meio do autocultivo °.
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Atualmente, existem trés associacdes que podem produzir, de forma
legal, o medicamento a base de Cannabis sativa no Brasil, a saber: ABRACE,
Associagao Brasileira de Apoio a Cannabis Esperanga, a qual possui sua sede
em Joao Pessoa (PB); a APEPI, Apoio e Pesquisa a Pacientes de Cannabis, na
cidade do Rio de Janeiro (RJ); e a Cultive, na cidade de Sao Paulo (SP). Ambas
as associagdes possuem autorizagdo judicial para fins de cultivo coletivo e
fornecimento de dleo aos seus associados. A ABRACE, sozinha, atende, ao
menos, 30.000 pacientes que precisam do tratamento a base da Cannabis
medicinal. Outras diversas associagdes pleiteiam, na justica, a autorizagao para
poder produzir e fornecer o extrato de Cannabis sp. aos seus associados, dentre
elas a Santa Cannabis, Associacao Brasileira de Cannabis Medicinal, com sede
em Floriandpolis (SC), a qual atende diversas familias, especialmente no sul do
Brasil 67:68,

Além da producédo e fornecimento do medicamento, as associagbes
representam a maior plataforma de apoio aos pacientes e seus familiares. Elas
desempenham um papel fundamental na articulagdo das demandas pelo acesso
legal a Cannabis, proporcionando o contato entre pacientes, médicos e
advogados, e servindo como grupo de acolhimento e de informagao segura para
as pessoas. Prestam um servigco essencial, portanto, a todos que estdo
envolvidos e interessados nas potencialidades medicinais da planta 9. Dessa
forma, atualmente, tramita na justica brasileira o Projeto de Lei n° 399/2015, o
qual pretende autorizar as associagcbes sem fins lucrativos para cultivar,
processar e elaborar produtos magistrais a base de Cannabis sativa, o que, de
certa forma, facilitaria o acesso do paciente ao medicamento 7°.

Outra forma de acesso aos produtos a base de Cannabis sp. de forma
viavel e com menores custos € através do autocultivo. Para tanto, o paciente
pode impetrar um Habeas Corpus para obter a autorizagao legal para o cultivo e
produgdo de seu medicamento, 0 que garante a sua protecdo contra o
enquadramento a Lei n°® 11.343/2006, denominada lei antidrogas. Entretanto,
muitos pacientes ndo possuem condigcdo financeira e social para entrar
judicialmente para garantir o seu direito ao medicamento e a saude, outros
possuem seus Habeas Corpus negados pelo Poder Judiciario e, assim,
permanecem cultivando a Cannabis sp. de forma ilegal, estando expostos a
tipificagdo penal e sujeitos as penas de direito °.
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Ademais, diante de toda essa discussdo acerca do acesso ao
medicamento a base de Cannabis sativa, € importante promover a qualidade do
processo de cultivo e produgcdo do medicamento, inclusive com a padronizagao
de técnicas, titulagdo das substancias presentes na planta e a garantia de um
produto livre de contaminacédo, a fim de atender as necessidades dos pacientes

e promover um maior cuidado a sua saude 7',
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a seguranga microbioldgica e quantificar o indice de THC e CBD
a partir do extrato de Cannabis produzidos artesanalmente em varias regides do
Brasil e obtidos a partir de associacdes de pacientes e pacientes que fazem uso

medicinal desta espécie.

2.2 Objetivos Especificos

- Quantificar CBD e THC nos extratos artesanais por CLAE;
- Identificar os micro-organismos presentes nos extratos;
- Estabelecer controle de qualidade dos extratos de Cannabis obtidos de

associacoes brasileiras e/ou pacientes.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa é caracterizada como um estudo de natureza quantitativa,
caracterizada como um estudo analitico.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados serao listados a seguir, com seus
respectivos fabricantes e locais de origem.

Reservatdrioc da fase madvel
anector Hardware software CBM-ZO_A

Desgaseificador DGU-20A

Bomba de solventes LC-20AT - Detector UV-VIS SPD-20A

. : -; : | Detector de fluorescéncia RF-20A
‘Amostrador automatico SIL20A HT I ;|

[T _ Termostato CTO-20A

Figura 6: Modelo de HPLC Prominence da marca Shimadzu.

Fonte: Elaboragao propria.
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Forno  (colna  de
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estacionaria)

Figura 7: parte interna do analisador HPLC. Fonte: Elaboragao prépria.

3.3 AMOSTRAS

Os extratos oleosos de Cannabis sp. (n=41) foram fornecidos por
familiares de pacientes e associacdes que prepararam seu proprio extrato com
flores de Cannabis cultivadas em casa, no qual as preparagdes nado foram
assistidas pela UNESC/UNISUL. Apés a coleta, serdo encaminhadas as
amostras para o laboratério MULTILAB para verificagdo da qualidade

microbioldgica e quantificagdo quimica.

Figura 8: Amostras das associagdes e/ou pacientes. Fonte: Elaboragao

prépria.



38

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Nao foram dosadas amostras que estiverem com aspecto viscoso, isto é,
outros tipos de excipientes nao foram analisados a fim de n&o ter mudancga nas

caracteristicas fisico-quimica e microbioldgica das amostras.

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

As amostras foram aliquotadas 100 mg para amostras em veiculo oleoso
e foram transferidas para tubos de polipropileno e adicionados 10 mL do solvente
metanol:n-hexano (9:1 v/v) contendo padré&o interno na concentragéo de 0,005
mg mL-1. As amostras foram homogeneizadas a 2000 rpm por 1 min e
submetidas ao banho de ultrassom (US) por 30 min. As amostras em veiculo
oleoso foram refrigeradas a -20°C por 30 min e centrifugadas a 4000 rpm por 20
min. As amostras de resinas diluidas e homogeneizadas por US e os
sobrenadantes das amostras centrifugadas seréo filtrados em membrana PTFE
de 0,22 um e transferidos para vials de HPLC e adotada a diluicdo apropriada
de acordo com o perfil cromatografico, por exemplo, para os extratos em torno
de 50 mg mL-1, o fator de diluigéo final foi de 200 vezes

transferidas para
tubos de polipropleno e
adicionados [0 mL do
Aliquotado 100 mg solvente metanclin-
PArd amostras em hexano (9:1 wiv)
veiculo oleoso

homegeneizadas 3 2000

PP po¥ il Submenidas 4o banho de

ultrassom (LIS} por 30 min
¥
Amostras centrifugadas
filerades em
B membrans PTFE de 0,22
2 pm e transferidos para
vials de HFLC

As amostras em veiculo
slecso refrigerades a
-20°C por 30 min e
centrifugadas a 4000 rpm

-
—

Figura 9: Desenho experimental. Fonte: Elaboragéo prépria.

3.6ENSAIOS/TESTES/TECNICA
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3.6.1 Quantificagdo dos Canabinoides

A andlise realizada neste trabalho foi adaptada de De Backer 7'.

Foi utilizado o equipamento sistema HPLC Prominence da marca Shimadzu,
detector UV-VIS SPD-20A, coluna analitica Ascentis® C18 (250 mm x 2,1 mm 5
pm; Supelco®, USA) figura 8. Fase movel agua ultrapurificada Milli-Q (A);
metanol grau CLAE (B). O ajuste inicial sera de 68% de metanol (v/v), que sera
aumentado de forma linear até atingir 90,5% de metanol ao longo de 35 minutos,
depois aumentado para 95% em 1 minuto. Apds trés minutos, a coluna sera
ajustada para a condigao inicial e reequilibrada sob essa condi¢do durante
dezeseis minutos. O tempo total de execugédo sera de 56 minutos. A taxa de fluxo
sera ajustada para 0,3 mL/min, o volume de injecao utilizado sera de 30 pL.
Todas as analises foram realizadas a temperatura de 30 °C.
A linearidade do método foi avaliada por meio da construgdo de curva
padréao da substancia CBD e THC 98%. Os padrbes foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich, CAS 546141-08-6 CBD e 362044-74-4 THC de volumes injetados
de 20 uL, 16 pL, 12 uL, 8 yL e 4 pL, com a obtencdo de um coeficiente de
correlagdo linear (r?) igual a 0,999. Segundo a ANVISA (69), o coeficiente de
correlagdo linear deve ser igual ou superior a 0,99. Sendo assim, o valor de r?
obtido na validacdo da construgdo da curva padrdo obedece aos limites

estabelecidos’!.

O intervalo de trabalho (concentragédo na aliquota de analise de 4 pL

a 20uL) possibilitara detectar THC e o CBD em todas essas concentracoes,

sendo identificas através do tempo de retencéo (tr), com a resposta do detector
UVv.

CH,
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Tetrahydrocannabinol (THC) CBD (Cannabidiol)
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Figura 10: Padrées adquiridos pela Sigma-Aldrich THC e CBD (férmula
estrutural, respectivamente, C21H3002 PM= 314,45g/mol, C21H202 PM

310,42gg/mol).
==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====
<Calibration Curve> Cannabidiol-D3
1D# 1
Mame : AT26.950
Quantitative Method : External Standard
Function :H{x)=2.06132e+007"x-1.20047e+006
Rr1=0.9999348 Rr2=0.9998687
MeanRF:1.97518e+007 RFSD:544971 RFRSD:2.75909
FitType - Linear
ZeraThrough : Not Through
WelghtedRegression : None
Detactor Name : Detector A
Area
[*10%7]
7.0 % Mass {(ng) Area hj. Volume (ul)
6.0 2 0.600] 11210440 3
3 0.900| 17287465 &
50 4 1.200] 23156253 g
4.0 5 1.500] 30040398 12
3 1.800[ 36048076 15
3.0 7 2.100] 42147263 18
20 a 2400  4B26BBT4 21
] 2.700 S44 70647 24
1.0 10 3.000 60493870 27
0.0 30
00 05 1.0 15 20 25 30 35

Mass (ug) [*10%0]

Cerilliznt - Sigma-Aldrich
Céd.: C-084-1ML

LoL: FE12121902

100 wg'mL in 1 mL methanaol

Figura 11: Calibragcdo do CBD. Fonte: elaboracao propria



==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====

<Callbration Curve deltad-THC-D3

ID# |

Name 'AT39.290

Quantitative Method  Extenal Standard

Function ixi=1.07722e+007"x-148534

Rr1=0.9999878 Rr2<0.9994756
MeanRF:1.06233¢+007 RFSD:148401 RFRSD:1.39694

FitType : Linear
ZeraThrough : Not Through
WelghledRegression : None
Detactor Name : Detector A
Area
[10°7]
33 £ |Mass(ug) [ Avea | Volume (ul)
10 i 0.300] 3080139 3
2 0600] 6280121 B
25 3| 0800 859791| g
20 i 1200] 12782542 i2
5 1500) 16064407 15
15 § 1.800] 19242590 18
i0 7 2100] 22467708 2
i 2400 256RA484 2
05 ] 270029029720 2
00 10| 3000] 32079004 0
00 05 10 15 20 25 30 35
Mass (ug) 100}
Supelco, Codigo T-003- 1ML
100 ug/mL in 1 mL methanol
Lot: FE05272003

Figura 12: Curva de calibragdo THC. Fonte: elaboragao prépria
3.6.2 Analise Microbioldgica
Protocolo de Preparo dos AGAR
Mueller Hinton AGAR \
» Marca: Kasvi — CAT: K25-1085

* Lote: 112091
* Validade: 2024/12
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Para o preparo do Mueller Hinton Agar (MH) foi pesado 38 gramas do meio MH
e diluido em 1 litro de agua destilada. Deve-se agitar e aquecer a solugéo para
dissolver completamente, para isso ferver a solugao por 1 minuto ou até dissolver
por completo. E necessario esterilizar a solucdo de agar em autoclave a 121 °C
por 15 minutos. ApOs esse processo deve-se resfriar o agar entra 45 °C a 50 °C
e entdo despejar o agar nas Placas de Petri descartaveis. Armazena-las entre 2
°Ca8°C.

Agar Sangue

* Marca: Kasvi — CAT: K25-1085
* Lote: 112091

* Validade: 2024/12

Para o preparo do Agar Sangue, foi pesado 38 gramas do meio Mueller Hinton
Agar (MH) e diluido em 1 litro de agua destilada. Deve-se agitar e aquecer a
solucao para dissolver completamente, para isso ferver a solugéo por 1 minuto
ou até dissolver por completo. E necessario esterilizar a solugdo de agar em
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Apos esse processo deve-se resfriar o agar
entra 45 °C a 50 °C. Em seguida, adiciona 5% de eritrocitos sanguineos O
negativo e agita até ficar homogéneo e entdo despeja o agar nas Placas de Petri

descartaveis. Armazena-las entre 2 °C a 8 °C.

Técnica de Semeadura

As amostras foram semeadas em Agar Sangue e em Agar Muller Hinton com o
auxilio de swab estéril. As amostras foram semeadas diretamente dos fracos,
sem a necessidade de diluicbes. Foi realizado uma estria central, seguido de

estrias de esgotamento, como representado na imagem.
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Figura 13: técnica de semeadura. Fonte: Elaboragao prépria.

As amostras semeadas foram incubadas por 24 horas em estufa
bacteriologica a 37 °C. Apss esse periodo foi analisado a presenga ou auséncia
de crescimento bacteriano nos agar. Nas amostras que apresentaram

crescimento bacteriano, foi realizado a identificagao através da técnica de gram.

Coloracédo de Gram

* Marca: LaborClin

* Lote: 20097

* Validade: 18/04/2023

Em uma lamina limpa e desengordurada foi colocado uma gota de
agua estéril, em seguida foi pego, com o auxilio de uma alga bacterioldgica, uma
coldnia bacteriana. A col6nia bacteriana foi emulsionada na agua estéril, e entdo
foi deixado secar ao ar e o material foi fixado na lamina na chama de um bico de
Bunsen. Apds o preparo da lamina, foi realizado a coloragdo pelo método de
Gram: 1) Cobrir o material com a solugéo de violeta genciana e deixar atuar por
um minuto; 2) Lavar em agua corrente; 3) Cobrir a ldamina com o lugol fraco e
deixar atuar um minuto; 4) Remover o lugol da lamina gotejando a solugéo
descolorante até que o liquido se torne incolor (em torno de 15 segundos); 5)
Lavar em agua corrente; 6) Cobrir a lamina com a solugao de Fucsina, deixando
atuar por 30 segundos; 7) Lavar com agua corrente, deixar secar na posig¢ao
vertical e observar ao microscopio usando a objetiva de imersdo (100x de

aumento total).
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Figura 14: técnica da coloragao de Gram. Fonte: Elaboracao prépria.

3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizagao
Extratos artesanais | Independente Qualitativa Sim, ndo
contendo extrato de nominal
Cannabis dicotbmica
Quantificacdo  por | Dependente Quantitativa mg/mL
CLAE de THC continua
Quantificacdo  por | Dependente Quantitativa mg/mL
CLAE de CBD continua
Analise de deteccao | Dependente Quantitativa Presenca e auséncia
de bactérias nominal
Dicotébmica
Analise de | Dependente Qualitativa Gram-positiva
qualificacao de nominal Gram-negativa
bactérias Gram- dicotdmica
positivas e Gram-
negativas.

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados de HPLC sao apresentados conforme a analise de cada
uma das amostras e também por média e desvio padrdo. Para as analises
microbioldgicas os resultados sdo apresentados em presencga e auséncia de

microrganismos.
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3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto ndo foi enviado para a Comiss&o de Etica, pois envolve apenas

procedimentos analiticos.
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4 ARTIGO

A seguir esta inserido o artigo cientifico fruto dessa dissertagdo de
Mestrado, que sera submetido para a revista cientifica Pan American Journal of
Public Health, com fator de impacto 2.8. As normas da revista cientifica estdo
disponiveis para a consulta on-line por meio do endereco -eletrénico:
https://www.paho.org/journal/sites/default/files/2021-
09/Instrucoes%20aos%20autores PT_210915.pdf?ua=1
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RESUMO

Objetivos: A Cannabis sativa € uma espécie vegetal utilizada ha milénios,
especialmente na forma medicinal, devido ao seu grande potencial terapéutico.
O tetraidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) sao as principais substancias
farmacologicamente ativas encontradas na planta. Métodos eficientes de
extracdo, purificacédo e, por vezes, a separagao desses canabinoides sao
necessarios para a obtencgao de extratos e compostos que possam ser utilizados
na busca de respostas terapéuticas seguras e eficazes. Métodos: Neste trabalho
foi possivel realizar a analise da composi¢cado de canabinoides em 41 extratos de
Cannabis sp. (32 produzidos por associagdes e 9 produzidos pelos préprios
pacientes), determinando a quantidade de THC e CBD nas amostras, através da
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC), bem como a
presenca de bactérias, pelo método Gram. Resultados: As medianas das
concentracdes de THC e CBD dosados nas amostras foram de 51% e 58%,
menores em relacdo a concentracdo esperada, respectivamente. Ademais,
observou-se a presengca de microrganismo Gram positivo em apenas uma
amostra, sugestivo de Staphylococcus Aureus. Conclusdao: Embora as
associagdes apresentem uma nobre funcao social, € importante o controle de
qualidade na producdo dos medicamentos, com a devida titulacdo de
canabinoides e a analise microbioldgica das amostras, o que pode ser efetivado

através da regulamentagéo, por parte do Poder Publico.

Palavras-chave: Canabidiol; Cannabis sativa; Canabinoides; HPLC; THC.
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INTRODUGAO

No Brasil, a Cannabis sp. tem sido utilizada de forma medicinal para
diversos fins, como dores cronicas e enfermidades neuroldgicas. Segundo
estudos, o controle de crises convulsivas em pacientes que apresentam epilepsia
refrataria € o uso terapéutico de maior prevaléncia e eficacia desta planta. Os
efeitos farmacologicos dependem da dose e da interagcéo entre os componentes
da planta (canabinoides, terpenos e flavonoides), o que é chamado de efeito
entourage, ou efeito comitiva. Para a epilepsia refrataria, o uso extratos oleosos
com teores de canabidiol (CBD) maiores que tetrahidrocanabidiol (THC), dois
dos principais fitocanabinoides encontrados nesta planta, é o mais indicado G4,

Achados arqueologicos demonstram que a Cannabis sp ja existe ha
milénios. Registros do pdlen da planta foram encontrados no noroeste da China
e datam de 19,6 milhdes de anos atras. O fossil mais antigo, encontrado no
Japéo, data de, aproximadamente, 10 mil anos antes de Cristo (a.C) (. A
Cannabis se espalhou pela Eurasia e, gragcas ao processo de domesticagao,
atingiu diversas regides do mundo. O seu uso sempre esteve associado a
alimentagéo, a religido e a saude .

O CBD e o THC sé&o duas das diversas substancias quimicas que ja foram
isoladas da Cannabis sp. e sdo as principais moléculas responsaveis pelas
propriedades terapéuticas, devido a interacdo com o0s receptores
endocanabinoides CB1, distribuidos no Sistema Nervoso Central, e CB2,
presentes em maior quantidade no Sistema Nervoso Periférico ¢7). Os
receptores endocanabinoides reconhecem os canabinoides encontrados na
planta, interagem com eles e, assim, proporcionam beneficios terapéuticos, com
poder anticonvulsivante, analgésico, antiemético e outros ©),

A via de administragdo mais comum do extrato oleoso de Cannabis sp. é
a via sublingual ©). Tais 6leos sdo produzidos por empresas farmacéuticas,
associacdes de pacientes e pelos proprios pacientes. Atualmente, ndo ha, no
Brasil, regulamentagcdo para a devida padronizacédo desses extratos. Desta
forma, € importante investigar a qualidade do processo de cultivo e produgao do
medicamento, visando averiguar a utilizagdo de técnicas apropriadas, a titulagéo
das substancias presentes na planta e a garantia de um produto livre de

contaminagao, atendendo, assim, as necessidades dos pacientes. Diante do
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presente contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a seguranca
microbiolégica e quantificar o indice de THC e CBD a partir de extratos de
Cannabis sp. produzidos artesanalmente por pacientes e associacdes de varias

regides do Brasil.

METODOS

Materiais e reagentes

As amostras foram obtidas pelo LabNeC (Laboratério de Neurociéncia
Comportamental) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) e as
analises foram realizadas em parceria com o MULTILAB (Laboratério
Multiusuario do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).

Materiais de referéncia certificados foram usados como padrédo para o
meétodo de quantificacdo quimica de THC e CBD. Os padrdes utilizados foram
obtidos nas concentragdes de 1 mg mL-1 (Sigma-Aldrich®). O equipamento
utilizado foi CLAE/HPLC, sendo a coluna utilizada a Ascentis® C18 (25 cm x 2.1
mm 5 uym; Supelco®, USA). A temperatura na unidade CTO-20A foi de 30°C e a
composicdo da fase movel utilizada foi: (i) metanol grau HPLC; (ii) agua
ultrapurificada Milli-Q. Para as analises bacteriolégicas foram preparadas as
placas de Mueller Hinton e Agar Sangue. As amostras positivas no
plagueamento com Agar Sangue e Mullher foram analisadas através da
coloragédo de gram.

Amostragem e preparacdo das amostras

Extratos medicinais de Cannabis sp. (n=41) foram doados de forma
voluntaria por associagdes de pacientes ou pacientes com cultivo proprio no
periodo de fevereiro de 2020 a dezembro de 2020. Todos os extratos foram
produzidos no Brasil através da extragao etandlica de flores e/ou folhas e talos
de plantas de Cannabis sp., com posterior evaporagao do solvente. A amostra
se apresenta na forma de uma pasta escura de alta viscosidade, podendo conter
particulas insoluveis, assumindo coloragcdes que variam entre o amarelo claro a
um verde intenso. Devido a imprecisao quanto a forma de preparo e material

vegetal de origem de cada amostra ndo foi possivel definir a causa, mas
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associando os relatos fornecidos pelos doadores de amostras, fatores como
presenca de folhas e tempo de exposicéao ao solvente podem colaborar para que
o extrato final assuma coloragdes diferentes.

Aliquotas de 100 mg para amostras em veiculo oleoso e 20 mg para
amostras de resinas (IFAVs) foram transferidas para tubos de polipropileno e
adicionados 10 mL do solvente metanol:n-hexano (9:1 v/v) contendo padréo
interno na concentragéo de 0,005 mg mL-1. As amostras foram homogeneizadas
a 2000 rpm por 1 min e submetidas ao banho de ultrassom (US) por 30 min. As
amostras em veiculo oleoso foram refrigeradas a -20°C por 30 min e
centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. As amostras de resinas diluidas e
homogeneizadas por US e os sobrenadantes das amostras centrifugadas foram
fitrados em membrana PTFE de 0,22 ym e transferidos para vials de
CLAE/HPLC e adotada a diluicao apropriada de acordo com o perfil
cromatografico. Por exemplo, para os extratos em torno de 50 mg mL-1, o fator
de dilui¢ao final foi de 200 vezes.

Para uma avaliacdo e determinacdo dos canabinoides, a CLAE/HPLC
atende perfeitamente por nao requerer aquecimento para sua operacao. As
analises séo realizadas a temperaturas proximas a do ambiente, sem alterar a

estrutura molecular das substancias (19).

Condigcbes cromatograficas

O Equipamento de CLAE/HPLC foi acoplado ao detector de arranjo de
diodos (Thermo®), dotado de bomba quaternaria Rheos 5600, automostrador
Accela e detector PDA Accela de 20 Hz. O método foi desenvolvido em coluna
cromatografica, marca ACE, dimensdes 250 x 4,6 mm e particulas de 5 ym em
temperatura constante de 30°C. Os analitos foram eluidos no modo gradiente,
conforme tabela 1, empregando como solvente A o tampao formiato de aménio,
50 mM, pH 5,19, e solvente B metanol nas seguintes condigdes: 0-10 min de 32
a15% de A; 10 a 20 min de 15 a 8% de A; 20 a 22 min de 8 a 5% de A, 22 a 25
min 5% de A; 25 a 30 min retornou-se a condicao inicial de 32% de A. O fluxo foi
de 1,0 mL/min e a injecdo de 10 pL. A deteccgao foi realizada em comprimento
de onda de 240 nm. Os canabinoides foram identificados por seus espectros em

comparagao com os padrdes de referéncia e pelos tempos de retencdo. Os
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ensaios foram realizados empregando solug¢des padrao de CBD e THC puras

(Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Merck, Germany).

Anélises estatisticas

As variaveis sdo apresentadas em média, + desvio padrao (DP), numero
e frequéncia. A analise estatistica foi realizada através do programa estatistico
SPSS 21.0. Os dados foram avaliados pela ANOVA de uma via, seguido
pelo post hoc de Dunnet e/ou Tukey (dados paramétricos) e teste de Kruskal-

Walllis, seguidos de pés-testes de Dunns (dados nao-paramétricos).
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RESULTADOS

Foram analisados 41 extratos oleosos de Cannabis sp., 32 provenientes
de associagoes brasileiras de Cannabis medicinal e nove extratos produzidos
pelos proprios pacientes. A tabela 1 apresenta a especificacdo quanto a
posologia esperada dos produtos (%, mg/ml), conforme informado pela
associacao/paciente, e os teores de CBD e THC reais presentes nas amostras,
quantificados através do método CLAE/HPLC. E possivel observar que ha um
maior numero de extratos ricos em THC, 24 amostras, sete amostras de extratos

ricos em THC/CBD e 10 amostras de extratos ricos em CBD.

Tabela 1: Concentracdo de CBD e THC por amostra analisada
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THC THC CBD CBD

# Origem Caracteristica Esperado Dosado Esperado Dosado
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

1 Associagao Rico em THC 10 1,2 - 0,61
2 Associagao Rico em THC 10 17,7 - 0,46
3 Associagao Ricoem THC 10 86,5 - 0,55
4 Associagao Ricoem THC 10 4 - 1,47
5 Associagao Rico em THC 10 4,6 - 2,14
6 Associagao Rico em THC 20 7,4 - 0,62
7 Associagao Ricoem THC 20 10,8 - 0,36
8 Associagao Ricoem THC 25 15,7 - 0,83
9 Associagao Rico em THC 40 34,2 - 0,81
10 Associagao Ricoem THC 50 198,8 - 0,39
11 Associagao Ricoem THC 50 14,3 - 1,84
12 Associagao Rico em THC 50 126,8 - 0,46
13 Associagao Rico em THC 70 116,7 - 3,71
14 Associagao Ricoem THC 100 53,3 - 9,98
15 Associagao Rico em THC 100 103,8 - 1,95
16 Associagao Rico em THC 100 140,2 - 0,33
17 Associagéo Rico em CBD - 0,46 10 8,1
18 Associagéo Rico em CBD - 8,65 10 3,9
19 Associagao Rico em CBD - 0,74 20 19,5
20 Associagao Rico em CBD - 1,08 40 21,5
21 Associagéo Rico em CBD - 1,57 50 36,8
22 Associagao Rico em CBD - 1,38 50 66,2
23 Associagao Rico em CBD - 19,88 100 4,6
24 Associagéo Rico em CBD - 17,8 100 NM*
25 Associagéo Rico em CBD - 3,42 100 3,3



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

Associagdo Rico em THC/CBD 5
Associagdo Rico em THC/CBD 10
Associagdo Ricoem THC/CBD 10
Associagdo Rico em THC/CBD 20
Associagdo Ricoem THC/CBD 25
Associagdo Ricoem THC/CBD 50
Associagdo Rico em THC/CBD 50
Paciente Rico em THC 10
Paciente Rico em THC 10
Paciente Rico em THC 10
Paciente Rico em THC 10
Paciente Rico em THC 10
Paciente Rico em THC 15
Paciente Rico em THC 25
Paciente Rico em THC 30
Paciente Rico em CBD -

8,49
4,99
12,67
8,34
35,07
83,9
23,71
3,01
1,43
0,87
6,02
1,68
0,41
0,84
0,35

1,77

10

20

25

50

50

10
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2,15
3,68
4,99
6,62
10,14
20,83
17,01
0,31
0,46
0,21
0,38

0,21

0,21
0,2

16,87

*Nao Mensuravel

Fonte: elaborado pelo autor

Ao analisar os extratos separadamente, conforme o canabinoide

presente, a propor¢cado de THC e CBD dosado e esperado esta presente no

grafico 1.

Dosado

Grafico 1: Concentragdo de THC e CBD dosado e esperado
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Fonte: elaborado pelo autor

Os extratos ricos em THC apresentaram uma mediana de 51% de
concentracdo de THC menor em relagao aos valores esperados. Ja os extratos
ricos em CBD, apresentaram mediana de 58% de concentracdo de CBD menor
do que o esperado.

Na tabela 2, encontra-se a diferenca absoluta e relativa de THC e CBD
dos extratos. Apenas dois extratos ricos em THC apresentaram um valor dosado
maior que o valor esperado, os demais apresentaram uma diferenca absoluta e
relativa de THC abaixo do esperado. Apenas um extrato rico em CBD apresentou
um valor dosado maior que o valor esperado, os demais apresentaram uma
diferenca absoluta e relativa de CBD abaixo do esperado. Ja nos extratos ricos
em THC/CBD, quatro extratos apresentaram um valor dosado de THC maior que
o valor esperado, os demais apresentaram uma diferenca absoluta e relativa de

THC abaixo do esperado.

Tabela 2: Diferenca absoluta e relativa de THC e CBD entre as amostras
analisadas
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Diferenca Diferenca Diferenga Diferenga

# Origem Caracteristica Absoluta Relativa Absoluta Relativa

THC (mg/ml) THC (%) CBD (mg/ml) CBD (%)
1 Associagao Rico em THC -4,67 -46,70 - -
2 Associagao Rico em THC -6,75 -67,50 - -
3 Associagao Rico em THC -1,28 -12,80 - -
4 Associagao Rico em THC 2,68 26,80 - -
5 Associagao Rico em THC 1,67 16,70 - -
6 Associagao Rico em THC -9,62 -48,10 - -
7 Associagao Rico em THC -11,83 -59,15 - -
8 Associagao Rico em THC -10,98 -43,92 - -
9 Associagao Rico em THC -23,19 -57,98 - -
10 Associagao Rico em THC -47,78 -95,56 - -
11 Associacao Rico em THC -1,55 -3,10 - -
12 Associagao Rico em THC -43,56 -87,12 - -
13 Associacao Rico em THC -2,65 -3,79 - -
14 Associagao Rico em THC 30,87 30,87 - -
16 Associacao Rico em THC -38,8 -38,80 - -
16 Associagao Rico em THC -85,66 -85,66 - -
17 Paciente Rico em THC -6,99 -69,90 - -
18 Paciente Rico em THC -8,57 -85,70 - -
19 Paciente Rico em THC -9,13 -91,30 - -
20 Paciente Rico em THC -3,98 -39,80 - -
21 Paciente Rico em THC -8,32 -83,20 - -
22 Paciente Rico em THC -14,59 -97,27 - -
23 Paciente Rico em THC -24,16 -96,64 - -
24 Paciente Rico em THC -29,65 -98,83 - -
25 Associagao Rico em CBD - - -3,00 -30,00
26 Associagao Rico em CBD - - -9,66 -96,60
27 Associagao Rico em CBD - - -9,90 -49,50
28 Associagao Rico em CBD - - -18,45 -46,13
29 Associagao Rico em CBD - - -49,78 -99,56
30 Associagao Rico em CBD - - -24,58 -49,16
31 Associagao Rico em CBD - - -99,30 -99,30
32 Associagao Rico em CBD - - -7,03 -7,03
33 Associagao Rico em CBD - - -61,88 -61,88
34 Paciente Rico em CBD - - 6,87 68,7
35 Associagdo Ricoem THC/CBD 3,49 69,8 -2,85 -57
36 Associagao Ricoem THC/CBD -5,01 -50,1 -6,32 -63,2
37 Associagdo Ricoem THC/CBD 2,67 26,7 -5,01 -50,1
38 Associagao Ricoem THC/CBD -11,66 -58,3 -13,38 -66,9
39 Associagdo Ricoem THC/CBD 10,07 40,28 -14,86 -59,44
40 Associagao Ricoem THC/CBD 33,9 67,8 -29,17 -58,34
41 Associacdo Ricoem THC/CBD -26,29 -52,58 -32,99 -65,98

Fonte:

elaborado pelo autor
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Nos graficos 2 e 3 é possivel observar a diferenga absoluta e relativa de
THC e CBD nas amostras, respectivamente. Ademais, ao realizar o teste de
Mann-Whitney e analisar a distribuigdo da diferenga relativa de THC em relag&o
a forma de producdo do extrato, via associacdo ou paciente, houve diferenca
estatistica significativa (p<0,005), com menores diferengas relativas de THC nos

extratos provenientes das associagdes.

Grafico 2: Diferenca absoluta e relativa do THC nas amostras
Diferenca absoluta THC (mg/ml) Diferenca relativa THC (%)

Fonte: elaborado pelo autor

Grafico 3: Diferenca absoluta e relativa do CBD nas amostras analisadas

Diferenca absoluta CBD (mg,/ml) Diferenca relativa CBD (%)

Fonte: elaborado pelo autor

Em relagao a presencga de micro-organismos, observou-se a presenga de
crescimento bacteriano no Agar Muller Hinton (amarelo) e no Agar Sangue
(vermelho), apds 24 horas de incubagao da amostra 7, rico em THC. A analise
do resultado da coloracdo de Gram da amostra 07 demonstrou a presenca de
uma bactéria Gram positiva, com caracteristicas de colénia compativeis com

Staphylococcus aureus.
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel realizar a analise da composicao de
canabinoides em 41 extratos de Cannabis sp. (32 produzidos por associagoes e
9 produzidos pelos préprios pacientes), determinando a quantidade de THC e
CBD nas amostras, as quais apresentaram mediana de 51% e 58% de
concentracdo menor em relacdo aos valores esperados, respectivamente.
Ademais, observou-se a presenca de microrganismo Gram positivo em apenas
uma amostra, sugestivo de Staphylococcus Aureus.

Um estudo argentino publicado recentemente, em 2022, analisou a
composicao dos extratos artesanais de Cannabis sp. e revelou que a
concentracdo de canabinoides encontrada era menor do que a esperada,
especialmente de CBD e, inclusive, em alguns extratos, nao foi constatado a
presenga de nenhum canabinoide ('), Outros dois estudos, um brasileiro e um
norte-americano, compararam a quantidade de canabinoides em extratos
artesanais e em extratos importados e observaram a menor concentragao de
canabinoides, especialmente de CBD nas amostras artesanais. Outro ponto
relevante registrado foi a predominancia de THC nos extratos artesanais, o que
possivelmente esta relacionado ao perfil de consumo, a falta de regulamentacéo
e ao dificil acesso as plantas ricas em CBD (12.13),

Na mesma linha, um terceiro estudo, publicado neste ano de 2022, avaliou
a variabilidade da concentragdo sanguinea de canabinoides em pacientes que
faziam uso do extrato artesanal e do extrato importado. A concentragdo de CBD
na corrente sanguinea dos participantes que utilizavam 6leo artesanal foi menor
do que a observada naqueles que utilizavam o medicamento importado (4.
Todavia, segundo pesquisadores, os extratos artesanais apresentam efetividade
e seguranga, especialmente no tratamento de epilepsias refratarias, o que
assegura a importancia do acesso ao extrato artesanal como opg¢édo ao
tratamento (15.16),

No presente estudo, também foi observado maiores concentracdes de
THC (menor diferenga relativa) nos extratos provenientes das associagdes
quando comparados com os extratos produzidos pelos préprios pacientes. Este
fato possivelmente esta associado a qualidade da matéria prima e a técnica de

extracdo utilizada, o que elucida a necessidade da devida regulamentacao e, por
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conseguinte, instrugao acerca dos métodos de producéo de extrato de Cannabis
sp. para pacientes, melhorando assim a qualidade dos medicamentos (17:18),
Ademais, ao relacionar a presencga de bactérias nos extratos pelo método
Gram, a presenga em apenas uma amostra indicou uma baixa taxa de
contaminacao, dado este que vai ao oposto dos resultados encontrados pela
Fundacdo Oswaldo Cruz, o qual avaliou alguns extratos artesanais e concluiu
que 40% dos extratos estavam contaminados com alguma bactéria ou fungo
(como: Candida albicans, Bacillus mycoides, Aspergillus brasiliensis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcu epidermidis, Escherichia coli). E provavel
que a investigacdo apenas da presenga de bactérias pelo método Gram tenha
contribuido para os achados apresentados neste artigo, haja vista a grande
variedade de microrganismos pesquisados no estudo em comparagéo (9.
Atualmente, no Brasil, existem diversos medicamentos a base de CBD e
THC disponiveis nas drogarias, como, por exemplo: Canabidiol Prati Donaduzzi
200mg/ml e Mevatyl (THC 27mg/ml e CBD 25mg/ml), os quais sdo produtos que
possuem um alto custo, em torno de R$ 2.000 até R$3.000 reais, o que dificulta
0 acesso ao tratamento por parte dos pacientes 29, Por isso, a presenca das
associacgoes e a producao artesanal dos 6leos pelos usuarios € crucial para que
o medicamento seja acessivel para a populagdo. Existem trés associagdes que
podem produzir, de forma legal, o medicamento a base de Cannabis sp. no
Brasil, a saber: ABRACE, Associacao Brasileira de Apoio a Cannabis Esperanca,
a qual possui sua sede em Joao Pessoa (PB); a APEPI, Apoio e Pesquisa a
Pacientes de Cannabis, na cidade do Rio de Janeiro (RJ); e a Cultive, na cidade
de Sao Paulo (SP) (12224) Além da producao e fornecimento do medicamento,
as associacdes representam a maior plataforma de apoio aos pacientes e seus
familiares, desempenhando um papel fundamental na articulagdo das demandas
pelo acesso legal a Cannabis, proporcionando o contato entre pacientes,
médicos e advogados. Prestam um servigo essencial, portanto, a todos que
estdo envolvidos e interessados nas potencialidades medicinais da planta (22:23),
Vale destacar que os extratos medicinais de Cannabis sp. sdo produzidos,
especialmente, com as flores das espécimes pistiladas (fémeas) devido a maior
concentragéo de canabinoides (%), A extragdo da Cannabis € um processo muito
antigo, utilizado para retirar da planta substancias (canabinoides, terpenos e

flavonoides) que podem ser utilizadas para diversos tratamentos. Os métodos
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utilizados para extragao podem variar e, € importante, evitar o uso de calor
devido a sensibilidade dos canabinoides as altas temperaturas. Existem
inimeros métodos utilizados para a extracdo da Cannabis, como: método Rosin;
extracdo por Butano; extragdo por CO2 e, a mais utilizada artesanalmente, a
extracdo por meio do alcool isopropilico, no qual as flores, previamente secas,
sao submersas no solvente, em um processo de saturagao, e o extrato € filtrado
e segue para o processo de destilagao. A seguir, é adicionado um veiculo oleoso
(por exemplo, 6leo de milho e triglicerideo de cadeia média), com a devida
titulagdo dos canabinoides (26:27),

Logo, fica evidente que € importante promover a qualidade do processo
de cultivo e producdo de medicamentos derivados da Cannabis sp., inclusive
com a padronizacao de técnicas, titulacdo das substancias presentes na planta
e a garantia de um produto livre de contaminagao, com a devida regulamentagao
implementada, atendendo, assim, as necessidades dos pacientes e promovendo
um maior cuidado a sua satde (1224),

Quanto as limitagdes deste estudo, vale ressaltar o baixo numero de
amostras de extratos artesanais analisadas, a ndo quantificacdo de outros
canabinoides, terpenos e flavonoides e a auséncia da analise do perfil micoldgico
e de outras bactérias nas amostras. Nao possuimos conflitos de interesse para

a elaboracao deste trabalho.

CONCLUSAO

A analise das substancias presentes em produtos a base de extratos de
Cannabis sp. é essencial para que o tratamento de diversas condi¢des clinicas
seja efetivo e seguro. Logo, € indicado que os produtores de tais medicamentos
realizem estudos capazes de quantificar os canabinoides, terpenos e flavonoides
presentes no extrato extraido da planta, visando assim um controle de qualidade
confiavel e eficaz.

No Brasil, ha uma caréncia em relacdo a pesquisas cientificas
relacionadas a dosificacdo de produtos derivados da Cannabis sp. e seus
extratos. Para que tudo isso seja possivel, € necessario que os agentes publicos

responsaveis pela regulamentagéao facilitem o acesso as plantas para a pesquisa
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cientifica, aumentando, entdo, o controle de qualidade de medicamentos

produzidos por associacdes de Cannabis medicinal e pelos proprios pacientes.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que o controle de qualidade dos fitocanabinoides
presentes em produtos a base de extratos de Cannabis sp é essencial para o
desenvolvimento de tais produtos bem como da ciéncia canabinoide como um
todo. Entretanto, para que seja possivel ter uma compreensado mais ampla dos
efeitos desses compostos, principalmente quando utilizados através de extratos
brutos, €& desejavel que sejam realizadas analises mais completas,
quantificando, além dos fitocanabinoides, também os terpenos e flavonoides
presentes na planta.

Com isso, faz-se necessaria a realizacdo de pesquisas para o
desenvolvimento de um produto nacional, possibilitando que um maior nimero
de familias tenha acesso ao tratamento, seja para criangas, jovens, adultos e
idosos. Para que tudo isso seja possivel, € necessario também que os agentes
publicos responsaveis pela regulamentagcdo e controle facilitem o acesso as
plantas de Cannabis sp, para pesquisa cientifica e producdo doméstica e

industrial.
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