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RESUMO

A Cannabis medicinal é utilizada desde a época medieval em diferentes regides do
mundo, como China, Egito e Grécia. Pedanio Dioscorides, médico greco-romano,
considerado o fundador da farmacologia, descreveu na sua obra “De Matéria Médica”
gue a Cannabis se mostrava como um tratamento eficaz para dores articulares e
inflamacdes. Atualmente, mesmo com o aumento crescente do uso de medicamentos
prescritos a base de Cannabis, em especial da Cannabis sativa, para o tratamento de
vérias condicdes médicas, ainda ndo estdo bem estabelecidos os métodos mais
adequados de plantio, que influenciam a composi¢cdo dos fitocanabinoides, de
armazenamento, de obtencéo dos fitocanabionoides e terpenos e da quantificacao
dos mesmos. Diante desta situacdo, o objetivo deste trabalho foi o de selecionar a
partir de uma revisao bibliografica, quais métodos sdo mais adequados para obtengéo
de preservacao de fitocanabinoides e terpenos presentes na Cannabis sativa, além
de trazer questdes relacionadas ao controle de qualidade necessario e viabilidade
econdmica do mercado de produtos a base de Cannabis. A partir dessa revisdo
observou-se que a extracao por fluido supercritico € uma estratégia promissora para
melhorar a qualidade final de produtos farmacéuticos contendo a Cannabis sativa,
além de ser uma tecnologia que pode ser utilizada em larga escala. A maceracao
dindmica também demonstra ser uma técnica adequada para a extracdo de
fitocanabinoides, isto porque, quando realizada em temperatura ambiente € um
excelente método para extrair fitocanabinoides &acidos pela nao ocorréncia da
descarboxilagdo. Para a quantificacdo dos fitocanabinoides a cromatografia de alta
eficiéncia, HPLC, é a melhor opcdo para quantificar de forma confiavel os
fitocanabinoides. Contaminacdo e rotulagem incorreta da composicdo dos
fitocanabinoides mostram a necessidade de que sejam estabelecidos os padrbes de
controle de qualidade dos produtos de forma rigorosa e que contemple atributos de
qualidade que assegurem seguranca e eficacia constatada pela autoridade sanitaria

competente, no caso do Brasil, a ANVISA.

Palavras - chave: Cannabis sativa; canabidiol; efeito comitiva; sistema

endocanabindide; fitocanabinoides; extracdo de fitocanabinoides.



ABSTRACT

The medicinal Cannabis has been used since the medieval times in different regions,
such as China, Egypt and Greece. Pedanio Dioscorides, greek-roman doctor,
considered the founder of pharmacology, described in his book “Of medical supplies"
that Cannabis appears to be an effective treatment for join pain and inflammation. At
the moment, even with the increase the use of prescription Cannabis based medicines,
for the treatment of many medical conditions, they are still not well established the
methods more suitable planting, that influence the composition of phytocannabinoids
that influence the composition of phytocannabinoids and terpenes and their
guantifications. In light of this situation, the objective of this dissertation was to select
from based on a bibliographical review which methods are most suitable to obtain the
preservation of phytocannabinoids and terpenes present in Cannabis sativa. In
addition to raising issues related to the necessary quality control and economic viability
of the Cannabis-based products market. From this review it was observed that the
extraction by supercritical fluid is a promising strategy improve to the products based
on Cannabis sativa, besides being a suitable technique for the extraction of
phytocannabinoids, this is because, when made at ambient temperature is an excellent
method to extract acid phytocannabinoids due to the non-occurrence of
decarboxylation. For the quantification of phytocannabinoids the high-performance
chromatography, HLPC, is the best option to quantify in a reliable way the
phytocannabinoids. Contamination and incorrect labeling of the composition of
phytocannabinoids show the need for rigorous product quality control standards to be
established and to include quality attributes that ensure safety and efficacy as verified

by the competent health authority, in the case of Brazil, ANVISA.

Keywords: Cannabis sativa; cannabidiol; entourage effect; endocannabinoide

system; phytocannabinoids; phytocannabinoid extraction.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a literatura, o uso medicinal da Cannabis ocorria ja na época
medieval em regiées que englobam a China, Egito e Grécia. Porém, a China € o pais
com a maior quantidade de registros sobre a Cannabis, bem como os mais antigos,
presentes na Farmacopeia “Shen Nung Pen Ts'ao Ching”, escrita no periodo neolitico.
No Antigo Egito, o papiro de Ebers, escrito e datado aproximadamente em 1550 a.C.,
a Cannabis era considerada uma planta sagrada, utilizada em varios rituais religiosos,
por muitas religides, como o da seita hindu, ao longo dos séculos34,

Em 50 d.C., o médico Pedanio Dioscérides, greco-romano, considerado o
fundador da farmacologia, publicou em sua obra “De Matéria Médica” as principais
informacdes sobre drogas medicinais, sendo estas utilizadas desde o inicio do século
| até o século XVIII. Dentre as mais de mil substancias vegetais descritas nesta obra
e distribuidas em grupos terapéuticos, a maconha medicinal, a Cannabis, se mostrava
como um tratamento eficaz para dores articulares e inflamacdes?.

Os ingleses iniciaram a producdo da cultura em solo norte-americano no
comeco do século XV e os norte-americanos mantiveram o cultivo de forma legal e
com o apoio do Estado até o final da segunda guerra mundial, em 1945. Assim como
a Inglaterra, Portugal introduziu a cultura em suas colbénias, em especial para atender
as necessidades da marinha3. A espécie Cannabis sativa, chegou no Brasil nas
caravelas portuguesas em 1500, e anos depois, as sementes foram trazidas pelos
escravos africanos no periodo colonial>%®,

A Cannabis pertence a familia Cannabaceae e possui 3 subespécies principais:
Cannabis sativa - nomenclatura proposta pelo botanico sueco Carolus Linnaeus em
1753, Cannabis indica — identificada pelo naturalista francés Jean-Baptiste Lamarck
em 1785 — e Cannabis ruderalis — classificada em 1924 pelo botanico russo Dmitri
Erastovich Janischevsky. No Brasil, a Cannabis sativa, de origem asiatica, é
popularmente conhecida como maconha (termo que € um anagrama da palavra
canhamo)’.

Em 1930, as propriedades farmacoldgicas da Cannabis sativa foram descritas
nos compéndios médicos e catalogos farmacéuticos brasileiro, sendo utilizada

legalmente até sua proibicdo®®. A primeira mencao histérica sobre a proibicdo da
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Cannabis ocorreu em 1764 quando o imperador francés Napoledo Bonaparte invadiu
o Egito. Como citado acima, essa civilizacao ja fazia uso da Cannabis para varios fins
e 0s soldados de Napoleédo tiveram contato com a planta. Mas, observando que o
consumo de Cannabis diminuia a agressividade de seus homens, Napoleao proibiu o
seu uso alegando efeito exatamente oposto ao observado, ou seja, afirmou que a
planta aumentava a agressividade e transformava o usuario em um selvagem?.

Também, por meio de jornais e revistas, uma forte propaganda associando a
Cannabis a crimes, desemprego e preconceito racial ocorreu entre os anos de 1916 a
1937. Em 1936, nos EUA, o filme Reefer Madness, de propaganda estadunidense e
contra o uso da Cannabis, foi montado para exibicdo nas escolas, relacionando esta
planta com loucura e violéncia. Como resultado, por meio de convencdes
internacionais, a Cannabis foi criminalizada e proibida nos EUA, e todo legado
histérico da planta foi apagado. Assim, na década de 30 ficou estabelecida a politica
de marginalizagcado do uso da Cannabis e a “guerra contra esta droga”. Esta politica foi
implementada com facilidade em muitos paises, se adequando inclusive ao modelo
repressivo brasileiro®.

Com tantas leis dificultando ou proibindo, até mesmo o uso medicinal, sob pena
de prisao, inclusive para médicos, a utilizacdo desta planta foi diminuindo na Europa
e nas Américas e, em 1942, a Cannabis foi excluida da farmacopeia norte-americana.
Com o passar dos anos o uso medicinal da planta decaiu devido escassez de
resultados robustos e associado ao resultado da Convencéo Unica de Entorpecentes
realizada pela ONU em 1961, em que a Cannabis foi comparada a heroina e foi
considerada uma droga perigosa, com potencial de gerar riscos a saude da populacéo.
Além disso, a Cannabis foi classificada pela FDA (Food and Drug Administration) e
Drug Enforcement Administration como uma planta sem utilidade terapéutica e com
potencial de causar dependéncia. Outro fator complementar para um olhar
preconceituoso sobre a Cannabis foi a implementacdo no Brasil da Lei n° 6.368 de
1976 que passou a prever pena de prisdo para usuarios com posse de pequenas
quantidades da planta®’.

Apbs varios desdobramentos da legislacéo referente & Cannabis, atualmente
0s produtos a base desta planta podem ser prescritos quando as opcdes de
tratamento ja foram utilizadas, mas o plantio para uso proprio continua sendo proibido,
passivel de pena de prisdo, salvo por decisdo favoravel da justica ao paciente que

iniciou processo judicial?.
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Com o aumento crescente na frequéncia de medicamentos prescritos a base
de Cannabis para o tratamento de varias condicbes médicas, aumentou a
necessidade por estudos etnofarmacoldgicos desta planta que evidenciem todos os
processos relacionados a producado desses medicamentos, além da definicdo das vias
de administracdo, a identificacdo de sua composicao, seus efeitos terapéuticos, as
possiveis interacbes medicamentosas, os efeitos colaterais, contraindicacdes de uso
ou exposicdo ndo intencional em populagcées como idosos e jovens®.

Na literatura estd descrito que a Cannabis possui em sua composi¢ao
fitoquimica mais de 80 fitocanabinoides. Os efeitos farmacoldgicos e terapéuticos da
Cannabis tém sido atribuidos ao fitocanabinoide Canabidiol (CBD). Ja, o efeito
psicoativo ao fitocanabinoide A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC)?®.

Mas, atualmente, a importancia dos terpenos, também presente na composicao
fitoquimica da Cannabis, e em associacdo aos fitocanabionoides, tem sido
evidenciada. O efeito dessa interacdo tem sido denominado de comitiva ou entourage.
Koltai e Namdarum, 2020, relataram que a associagao de fitocanabinoides com o0s
terpenos, em concentracbes definidas, promovem maior atividade farmacolégica.
Desta forma, essa complexa interacdo entre os fitocanabinoides e terpenos parece
estar respondendo pela diversidade dos efeitos terapéuticos e adversos promovidos

pela Cannabis®.
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2 OBJETIVOS

Com o proposito de potencializar os efeitos farmacoldgicos e reduzir os efeitos
adversos do Oleo da Cannabis sativa, forma farmacéutica mais usual para o uso
terapéutico desta planta, este projeto, por meio de uma revisao bibliografica, teve por
objetivo estabelecer os métodos mais adequados de plantio, armazenamento,

extracao e quantificacao dos fitocanabinoides e terpenos desta planta.

Objetivos especificos

Por meio de uma revisao bibliografica definir:

1- Condi¢gbes adequadas de plantio da Cannabis sativa para obtencdo de
maiores concentracdes de metabdlitos secundarios;

2- Condicdes adequadas de armazenamento da Cannabis sativa para
obtencéo de maiores concentracfes de metabdlitos secundarios;

3- O método mais adequado de extracdo dos fitocanabionoides e terpenos da
Cannabis sativa;

4- O método mais adequado para quantificacdo dos fitocanabionoides e

terpenos da Cannabis sativa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da Cannabis

7

A Cannabis & uma planta dioica (sexo feminino e masculino ndo estao
presentes na mesma planta), assim a fecundacao acontece por polinizagéo pelo ar ou
por vetores vivos, como 0s insetos. O seu cultivo pode ser realizado em ambiente
aberto ou interno, sob condi¢des controladas, podendo gerar até quatro colheitas por
ano. A Cannabis € uma planta de ocorréncia anual com porte médio a alto e
dependendo das influéncias ambientais que sofre, cresce a uma altura de até 5 metros
em uma estacéo de crescimento de 4 a 6 meses?!*.

Como ja citado anteriormente, a Cannabis sativa pertence a familia
Cannabaceae. Possui mais de cem variedades ja descritas na literatura, sendo estas
divididas em trés subespécies: Cannabis sativa Lineu, Cannabis indica Lamarck e
Cannabis ruderalis. Essa classificacao € decorrente de sua localizacao geografica de
origem, mas alguns estudiosos a utilizam para associar com um maior ou menor teor
de substancias psicoativas. A subespécie Cannabis sativa Lineu € composta por
folhas mais finas e menores do que as folhas da Cannabis indica Lamarck, que possui
coloracao verde escuro podendo ter tonalidades na cor roxa. A distribuicdo natural da
variedade indica é Afeganistdo, Paquistdo, india e paises ao redor, enquanto a sativa
€ encontrada em diversos paises com climas diversificados. Na Figura 1 é possivel

visualizar a diferenga entre as folhas em relagdo a altura e formato das
folhas!5:16:17:18;19.
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Figura 1. Taxonomia vernacular da Cannabis.

“Sativa"

“Indica”

"Ruderalis”

%1.

Fonte: MCPARTLAND, 2018.

De acordo com essa diferenciacdo a espécie sativa produz uma quantidade
maior de A9-THC e possui um perfil de terpenos herbal, enquanto a indica tem uma
propor¢gao maior de CBD, chegando a 1:1 (A9-THC:CBD). Porém, devido a alta
adaptabilidade da planta, plasticidade genética, variagdes morfoldgicas e manipulacao
humana, as geracdes de Cannabis, com o passar do tempo podem apresentar um
padréo inicial modificado!%16:17:18:19,

A planta macho da Cannabis produz os “estames”, 6rgaos sexuais masculinos,
repletos de podlen. A planta fémea apresenta floragao robusta rica em “pistilos”, érgéaos
sexuais femininos e as inflorescéncias ficam cobertas por glandulas chamadas de
tricomas com elevada concentracdo de fitocanabinoides. Conforme as flores
amadurecem, a quantidade de tricomas aumenta e tornam-se translicidas,
armazenando grande quantidade desses compostos. Assim, a preferéncia para a
producao de fitocanabinoides € pelo cultivo da planta feminina pois ela produz grandes
guantidades dessas moléculas e geram sementes. Desta forma, durante o processo
de plantio as de sexo masculino séo retiradas para que ndo ocorra polinizacao
cruzada, que afeta a qualidade dos fitocanabinoides?2%:21.

A resina é formada desde o surgimento das primeiras flores até a maturidade
das sementes, e a producdo pode estar relacionada a uma reacao adaptativa da
planta para proteger a semente durante a maturacao do calor e da baixa umidade do

arls,
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Os fitocanabinoides séo encontrados em baixa quantidade em outras partes da
planta, como por exemplo nas sementes, raizes e polen. A semente apresenta apenas
vestigios de A9-THC e CBD, porém concentra¢cdes mais elevadas de A9-THC podem
ser detectadas na superficie externa do tegumento da semente, provavelmente devido
a contaminacgédo com folhas ou flores de plantas??.

Os fitocanabinoides nas folhas diminuem com a idade e ao longo da extensao
do eixo do caule, com a maior quantidade nas folhas dos nés superiores. Estudos
sobre o real contetdo no caule é escasso. Analises realizadas com o p6 da parte
superior do caule do canhamo tipo fibra demonstraram baixo teor de A9-THC e CBD,

0,04 e 1,3%, respectivamente??,

3.2 Perfil fitoquimico da Cannabis

A complexidade da composicdo fitoquimica da Cannabis é evidente. Por
exemplo, na subespécie Cannabis Sativa foram identificados mais de 750
componentes quimicos, tais como: monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides,
esteroides, compostos nitrogenados e em destaque, os fitocanabinoides?°.

Os fitocanabinoides sdo moléculas que possuem uma estrutura carbociclica
com 21 ou 22 carbonos quando na forma descarboxilada. Geralmente sao formados
por trés anéis, ciclohexeno, tetrahidropirano e benzeno®??. Assim, de modo geral, a
estrutura quimica dos fitocanabinoides é semelhante, mas alguns diferem com
grupamentos quimicos na cadeia lateral como o A9-tetrahidrocanabivarol (A9-THCV),
o canabidivarol (CBDV) e o cannabivarol (CBNV), que possuem o grupamento propil
no lugar do pentil, grupamento presente nos fitocanabinoides A9-THC, CBD e
canabinol (CBN). Uma alteracdo quimica importante que ocorre nos fitocanabinoides
€ a descarboxilacéo devido a instabilidade do grupo carboxila na posicdo 3 ou 5 do
anel benzénico, transformando os fitocanabinoides &cidos em neutros'®. Essa
alteracdo quimica € um passo importante e essencial para a producéo de 6leo, pois
os fitocanabinoides neutros sé@o sintetizados e sdo na maioria 0s responsaveis pelos
efeitos farmacoldgicos da Cannabis. A perda do grupo carboxila na forma de di6xido
de carbono pode ocorrer através da temperatura ou de forma natural pelo
envelhecimento da planta e armazenamento prolongado. A descarboxilacdo em forno

a 145 °C por 30 minutos € suficiente para descarboxilar completamente as moléculas
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A9-THCA, CBGA e CBCA e diminuir consideravelmente as concentracdes dos
monoterpenos mirceno, terpineol e terpinoleno?®. A Figura 2 apresenta a estrutura dos

fitocanabinoides e a reagao de descarboxilagéo.

Figura 2. Estrutura carbociclica dos fitocanabionoides com 21 ou 22 carbonos e anéis

ciclohexeno (verde), tetrahidropirano (preto) e benzeno (vermelho)?; instabilidade da carboxila do anel

benzénico (descarboxilagéo)?.

Fonte: GARCIA, 2000; BORILL, 2016.

Assim, diferentes tipos de formas de fitocanabinoides sdo encontrados na
planta in natura ou apds o processo de descarboxilagdo. Em 1984, Turner e Mahlberg
demonstraram essa ocorréncia através de experimentos por Cromatografia Gas-
Liquido e Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), com amostras que
foram secas durante 24 horas em uma temperatura de 37 °C ou 60 °C. As amostras
secas a 60 °C apresentaram concentragdes de fitocanabinoides neutros, enquanto as
formas acidas foram identificadas nas amostras secas a 37 °C2..

Os precursores dos fitocanabinoides originam-se através de duas vias
biossintéticas (Figura 3), a via que da origem ao acido olivetélico (OLA) e a via que da
origem ao geranil difosfato (GPP). O acido olivetdlico é formado a partir de hexanoil-
CoA com trés moléculas de malonil-CoA. Esta reacéo é catalisada por uma enzima
policetideo sintase (PKS) e uma ciclase do acido olivetélico (OAC). A via do geranil
difosfato ocorre devido a molécula olivetolato geraniltransferase catalisar a alquilagao
de OLA com GPP levando a formacgéo de acido canabigerdélico (CBGA), o precursor
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de varios fitocanabinoides. A partir da formagédo do CBGA, A9-THCA sintase converte
CBGA em A9-THCA, CBDA sintase converte CBGA em CBD, CBCA sintase converte
CBGA em CBCAZ2,

Figura 3. Via biossintética de origem dos fitocanabinoides.
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De acordo com a estrutura quimica os fitocanabinoides se dividem em 10
subclasses, sendo a 112 considerada um grupo variado. Os fitocanabinoides CBG,
A9-THC, CBD e canabicromeno (CBC) sao considerados os principais de origem
natural ja que os demais sédo o resultado da decomposicdo da planta ou como
resultado da exposicdo a luz, temperatura ou oxigénio durante o armazenamento?*.
As 10 subclasses citadas sé&o: (-) A9-trans-tetrahidrocanabinol (A9-THC), (-) A8-trans-
tetrahidrocanabinol (A8-THC), canabigerol (CBG), canabicromeno (CBC), canabidiol
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(CBD), canabinodiol (CBND), canabielsoina (CBE), canabiciclol (CBL), canabinol
(CBN), canabitriol (CBT)?.

A Figura 4 apresenta a estrutura quimica do canabinol, o primeiro
fitocanabinoide ndo psicoativo isolado da Cannabis no final do século XIX. Em 1964,
0 pesquisador israelense Raphael Mechoulam isolou e purificou a molécula psicoativa
A9-THC, cuja estrutura tridimensional estd apresentada na Figura 5'°. Gaoni e
Mechoulam (2008) relataram pela primeira vez a estrutura de A9-THC e determinaram
sua configuracao absoluta como trans, o que foi confirmado por outras pesquisas e
gerou uma série de revisdes sobre as moléculas existentes na Cannabis. Ahmed et
al. 2008 isolou oito novos compostos do tipo tetrahidrocanabinol. Esses compostos
guando submetidos a altas temperaturas se fragmentam formando dois componentes,

0 A9-THC e 0 mono ou sesquiterpeno?-.

Figura 4. Estrutura quimica do canabinol.

OH

Fonte: DE LIMA, 2009.
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Figura 5. Estrutura tridimensional do A9-THC.

Fonte: DE LIMA, 2009.

O A9-THC é o fitocanabinoide com maior poténcia psicoativa e a sua alta
lipossolubilidade é responsavel por aspectos relacionados a distribuicéo e eliminacéo
no organismo. E uma molécula instavel na presenca de calor, luz, acidos e oxigénio
atmosférico. O canabigerol foi o primeiro fitocanabinoide isolado na forma pura da
resina da Cannabis. Até hoje 17 compostos tipo CBG ja foram identificados?®.

Existe uma relacdo estrutura-atividade dos fitocanabinoides que pode
provocar alteracfes na atividade bioldgica, tanto em relacéo a disposicdo dos atomos
no espaco como na existéncia de enantiomeros. Conforme consta na Figura 6, em
1992, Mechoulam, Devane e Glaser estabeleceram regras relacionadas a estrutura
das moléculas para que fosse considerada um fitocanabinoide psicoativol’:

a) deve conter em sua molécula a estrutura do dihidrobenzofurano;

b) a hidroxila fendlica deve estar livre. Nesta regra a substituicdo da hidroxila
por um amino diminui consideravelmente essa atividade, enquanto a substituicao por
um tiol elimina a psicoatividade;

c) a hidroxilacdo em C-11 mantém a atividade, mas sua posterior oxidacao a
carboxila a elimina;

d) a posicéo da ligacdo dupla no anel ciclohexano parece variar a atividade;

e) o grupo metil em C-9 ndo é um requisito absoluto para a manutengéo da

atividade;
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f) a cadeia lateral é de grande importancia para a atividade canabinomimética,

nesta regra quando a porcao n-pentil alquil se alonga e se ramifica, a poténcia

aumenta.
Figura 6. Relacao estrutura-atividade da molécula A9-TH.
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Fonte: GARCIA, 2000.

Algumas variaveis também influenciam a regulacdo dos fitocanabinoides
presentes em determinado quimiotipo de Cannabis. Por exemplo, o controle genético
da expressdo de uma variedade de enzimas sintéticas afeta o tipo de Cannabis.
Assim, o tipo selvagem pode variar em relagédo ao conteudo total de fitocanabinoides
quando comparado a clones, com diferencas de até 2530% (p/p) entre as
inflorescéncias secas e aparadas®®. Também, as composicdes e concentracdes dos
fitocanabinoides que estardo presentes em uma determinada planta dependem do tipo
de tecido, idade, variedade, condi¢cdes de crescimento e época de colheita, assim
como podem ocorrer mudancas estruturais apos a colheita em diferentes rotas de
degradacdo?*. Como resultado da interferéncia dessas variaveis as espécies de
Cannabis se diferenciam pela propor¢do de A9-THC e CBD e podem ser
categorizadas de acordo com os perfis quimicos de fitocanabinoides e terpenos
presentes nas flores?®. Assim, em 1971 a Cannabis foi caracterizada em dois
fendtipos, droga e fibra (Tabela 1). Proporgdes de A9-THC/CBD > 1 s&o do tipo droga,
ja proporcdes menores sdo do tipo fibra. Outra caracterizacéo foi atribuida em 1973
por Small e Beckstead as subespécies de Cannabis (Tabela 1). De acordo com essa

classificagdo, para uma razao de A9-THC/CBD > 1 seria droga, um valor proximo de
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1 seria intermediario, e para um valor < que 1 seria tipo fibra. Em 1987, Fournier et al.
caracterizou um tipo raro de Cannabis com um teor muito baixo de A9-THC como de

CBD, mas com CBG predominante?®.

Tabela 1. Caracterizagao por fenoétipos, anos 1971 e 1973

Caracterizagdo por fendtipos

Ano: 1971
Tipo Fibra A9-THC /CBD =1
Tipo Droga AS-THC /CBD < 1
Ano:1973
Tipo Fibra A9-THC /CBD =1
Tipo Droga AS-THC /CBD < 1

Intermedidrio droga/fibra A9-THC /CBD préximo a 1
Fonte: BAUTISTA, YU, TIAN, 2021; THOMAS, MAHMOUD, 2016.

Outra classificacdo encontrada na literatura (Tabela 2), relaciona o tipo de
planta, a concentracdo dos fitocanabinoides e a localidade de crescimento. A partir
dessa relacdo a Cannabis € classificada em tipos diferentes: 1) tipo droga pura, com
alto teor de A9-THC (2-6%) e sem CBD, estas plantas crescem em climas quentes
como México e Africa do Sul; 2) tipo droga intermediaria, com concentragées de A9-
THC menores e pequena concentracdo de CBD, estas plantas se desenvolvem em
climas quentes como ao redor do Mediterraneo, por exemplo, em Marrocos ou Libano;
3) fibra, com teor de A9-THC muito baixo (<0,25%) e teor de CBD superior a 0,5%,
sendo encontradas em climas temperados como Franca ou Hungria, e cultivadas com

fins industriais?®e.

Tabela 2. Caracterizagéo por tipo de planta, concentracéo de fitocanabinoides

e localidade de crescimento.

Caracterizacdo por tipo de planta, concentragdo de fitocanabinoides, e localidade de crescimento

Tipo droga pura Alto teor de THC (2-6%), sem CBD Climas quentes: México e Africa do Sul
Tipo droga intermediaria Menor teor de THC e CBD Climas quentes: Mediterraneo, Marrocos e Libano
Tipo fibra Teor de THC muito baixo (<0,25%) Climas temperados: Franca e Hungria

Teor de CBD superior a 0,5%

Fonte: GARCIA, 2000.

Como ja citado, além dos fitocanabioides, varias classes de metabdlitos

secundarios ja foram identificadas na Cannabis, tais como os flavonoides, terpenos
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(monoterpenoides, triterpenoides e sesquiterpenoides) e esteroides?’. A concentragdo
desses metabdlitos na Cannabis pode variar em diferentes partes da planta como
caule, flor, folhas, raizes e casca, e sofre interferéncia de fatores relacionados ao
cultivo, como alteraces no tempo do ciclo de crescimento?®. Outro fator que interfere
nessa concentracao esta relacionado com a interferéncia enzimatica. Por exemplo, as
enzimas terpeno sintase, que participam do processo de biossintese dos terpenos na
Cannabis, geram uma grande diversidade de compostos. Alguns monoterpenos e
sesquiterpenos estao presentes em praticamente todas as cepas de Cannabis, como
0 mirceno, a-pineno, limoneno, linalol, B-cariofileno, a-humuleno, bisabolol e (E)-B-
farnesene?®. Em adicdo, Booth, Page e Bohlmann (2017) determinaram o perfil e a
concentracdo dos terpenos de uma cepa de Cannabis, conhecida como “Finola”,
confirmando a presenca desses terpenos com concentragcdes de até 46% de [B-
cariofileno, 27% de mirceno e 23% de (+) -a-Pineno?°.

Em relacdo a identificacdo dos terpenos existem muitos desafios pois néo é
encontrado na literatura os padrdes auténticos das moléculas, assim como ha uma
inconsisténcia na estereoquimica, dificultando a avaliacdo da diversidade de terpenos
presentes na Cannabis?®. Sabe-se que os terpenos e terpenoides quando sdo
destilados para fins de producédo industrial podem néo ter a sua estrutura idéntica a
da planta in natura devido alteracfes que podem ocorrer no processo ou mesmo antes
como localizacdo geogréfica, condicdes climaticas, tipo de solo, fertilizantes, idade,
hora e clima do dia ou ano em que foi colhida. O oxigénio também é capaz de alterar
a composicao quimica dos terpenos, os raios UV e a oxidacdo podem fazer com que
essas moléculas se transformem em alérgenos. Sdo altamente volateis, sendo os
monoterpenoides mais volateis do que sesquiterpenoides, o que resulta em grande
perda de concentragdo durante o processo de secagem30:31,

O primeiro terpeno isolado da Cannabis foi o 3-cariofileno ap6s um pesquisador
notar que os trabalhadores de campos de canhamo ficavam alegres e tontos durante
a colheita. Assim, realizou destilacéo a vapor nas folhas frescas do canhamo cultivado
para fabricacdo de fibras e obteve um sesquiterpeno, que algum tempo depois foi
identificado como B-cariofileno, o mais comum encontrado na Cannabis®.

Cada terpeno presente na Cannabis proporciona diversos efeitos
farmacoldgicos devido a ampla atividade biolégica. O mirceno € 0 menor monoterpeno
presente e € considerado o0 mais importante pois possui atividades antipsicoticas,

antioxidantes, analgésicas, anti-inflamatorias, sedativas, relaxantes musculares e
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anticancerigenas. O sesquiterpeno mais importante é o B-cariofileno por ser o Unico
qgue interage com o sistema endocanabinoide através da ligacdo seletiva com o
receptor CB2. Os efeitos farmacoldgicos abrangem efeitos gastroprotetores,
analgésicos, anticancerigenos, antifingicos, antibacterianos, antidepressivos, anti-
inflamatorios, antioxidantes, ansioliticos, analgésicos, neuroprotetores, e possui um
alto indice de seletividade contra o virus herpes simples tipo em estudos in vitro¥.

Hanus et al (2020), identificaram diferentes concentracées de terpenos em
duas variedades da Cannabis sativa, 0 canhamo, que apresenta baixa concentracao
de CBD e A9-THC, sendo mais utilizada para fabricacdo de fibras e na Cannabis
medicinal, que apresenta alta concentragcao de CBD e A9-THC. No 6leo essencial de
canhamo, predominaram os monoterpenos, enquanto na Cannabis medicinal a maior
concentracdo encontrada foi de sesquiterpenos/sesquiterpenoides. Em todas as
amostras utilizadas na pesquisa os principais terpenos encontrados foram: (-
cariofileno, B-mirceno, a-pineno, a-humuleno, limoneno e B-pineno, Figura 7. Um
resultado importante que foi observado é que o principal terpeno em cada quimiotipo
ndo ultrapassa 20% do total da amostra analisada®.

Figura 7. Estrutura quimica dos principais terpenos encontrados na Cannabis sativa.
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Fonte: SOMMANO, et al; 2020.

3.3 Fitocanabinoides e seus receptores

A compreensdo sobre a composicao fitoquimica da Cannabis promoveu um
aumento significativo de estudos relacionados ao perfil farmacolégico da Cannabis,
gerando conhecimento sobre os seus mecanismos de acao e seus receptores. Assim,

sabe-se que os fitocanabionoides, produzidos pelas plantas, e os endocanabinoides,
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produzidos pelo organismo humano, exercem seus efeitos por atuarem nos receptores
canabinoides CB1 e CB23%2. Receptores canabinoides receberam esse nome, pois séo
os receptores que respondem as moléculas fitocanabinoides, como o A9-THC e seus
analogos sintéticos ativos biologicamente33,

Os receptores CB1 e CB2 apresentam um sistema primario de transducao de
sinal bastante semelhante. Ambos os receptores sdo acoplados a proteina G e atuam
inibindo a adenilciclase (que leva a diminuicdo dos niveis de adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (AMP ciclico) e reduz a atividade da fosfoquinase A (PKA),
inibindo canais de Ca+2 dependentes de tensdo e ativando canais de K+. Os
receptores canabinoides também estimulam a via de quinases ativadas por mitégeno
(MAP) e da inositol-3-fosfato (IP3) quinase, entre outras vias intracelulares, que estao
acoplados a proteina G, veja representacdo na Figura’10,

Figura 8. Representacao sistema primario de transducéo de sinal através da proteina G.
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O receptor CB1 esta amplamente distribuido no sistema nervoso central, em
regides como bulbo olfatério, hipocampo, ganglios da base e cerebelo. Uma
expressdo moderada € encontrada no cortex cerebral, septo, amigdala, hipotalamo,
partes do tronco cerebral e no corno dorsal da medula espinhal. O CB1 também tem
expressado no sistema nervoso periférico em terminais nervosos simpaticos, ganglio

trigémeo, ganglio da raiz dorsal e terminacdes nervosas dérmicas de neurbnios
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sensoriais primarios, regulando a nocicepcéo de fibras nervosas aferentes. Estédo
presentes nos terminais pré-sinapticos dos neurbénios para reduzir a liberacdo de
neurotransmissores, principalmente em neurdnios GABAérgicos e em menor
quantidade em neurbnios glutamatérgicos. No geral estdo presentes em toda
membrana plasmatica dos endossomos e das mitocondrias. Também sdo expressos
em astrécitos, oligodendrdécitos e seus precursores e alguns subtipos gliais3*4.

No sistema nervoso entérico o CB1 pode participar da regulacao da mobilidade
do trato gastrointestinal, da secrecao de acidos gastricos, fluidos, neurotransmissores
e hormdnios e permeabilidade do epitélio intestinal. Existe uma expressao baixa no
figado, porém em condi¢des patoldgicas essa expressdo aumenta contribuindo para
a ocorréncia de resisténcia hepatica a insulina, fibrose e lipogénese. O CB1 também
€ encontrado no tecido adiposo, musculo esquelético, osso, pele, olhos, sistema
reprodutivo, varios tipos de células cancerigenas, coracao, pulmao, préstata, figado,
utero, ovario, testiculos, ducto deferente e 0sso344.

O CB2 foi descoberto em macréfagos presentes no baco e sdo expressos em
maior quantidade em células imunes e tecidos periféricos, como os do sistema
cardiovascular, trato gastrointestinal, figado, tecido adiposo, 0sseo e sistema
reprodutivo. Apesar da maior concentracdo ser expressa nesses locais, ha estudos
demonstrando a expressdo no cérebro, porém em baixa quantidade, mas
desempenhando atividades neurolégicas como nocicepc¢ao, dependéncia de drogas,
neuro inflamacéo e modulagéo da excitabilidade neuronal por meio da regulacéo do
canal Ca2+/Cl- ativado®*.

Devido a essa ampla distribuicdo do CB1 e CB2 em diversos sistemas hd um
envolvimento desses receptores em diversos disturbios e patologias. O receptor CB1
inibe a liberacdo de GABA (Acido y-aminobutirico) e glutamato dos terminais pré-
sinapticos, modulando a neurotransmissdo e gerando uma neuro protecdo contra a
citotoxicidade que ocorre em disturbios neurolégicos como epilepsia e doengas
neurodegenerativas. A regulacdo positiva da atividade do CB1 e do sistema
endocanabinoide foi observada nos ganglios da base, podendo ser um mecanismo
para compensar 0s neurénios dopaminérgicos degenerados da substancia negra ou
no processo patoldgico que contribui para o agravamento da doenca de Parkinson.
Assim, a diminuicao da atividade do sistema endocanabinoide foi relatada em modelos
de experimentos para a doenca de Parkinson. Experimentos com modelos animais

relataram que a ativacdo do CB1 em pacientes com doenca de Alzheimer previne a
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neurotoxicidade induzida por p-amiléide, além de ser benéfica no déficit de memoria

e nos distlrbios cognitivos3+.

3.4 Aspectos farmacoldgicos dos fitocanabinoides

A descoberta dos receptores canabinoides permitiu a identificacdo de
moléculas enddgenas semelhantes aos fitocanabinoides, os endocanabinoides, e
revelou a existéncia do sistema endocanabinoide®®. De modo que os efeitos dos
fitocanabinoides e endocanabinoides resultam dos mesmos mecanismos bioldgicos®®.
Para o receptor CB1 inicialmente foi possivel identificar o primeiro agonista enddgeno,
a anandamida (AEA). Em seguida, em razdo da AEA ndo apresentar os efeitos
psicoativos semelhantes ao A9-THC, novas pesquisas promoveram a identificagdo do
segundo endocanabinoide, o 2-araquidonoilglicerol (2-AG)34.

A AEA e 0 2-AG atuam nos receptores CB1 e CB2 e interagem com o receptor
TRPV1 (receptor de capsaicina e receptor vanildide 1), canal catidbnico de potencial
transiente subfamilia V membro 1, essencial na transmissao sinaptica e regulagéo da
dor. Estes dois endocanabinoides séo produzidos apenas sob demanda em resposta
ao aumento da concentracédo de Ca+2 intracelular. Existem varias vias para a sintese
e degradacdo da AEA e do 2-AG. A AEA origina-se a partir de um precursor
fosfolipidico, o N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina (NArPE). O NArPE é transformado
em AEA através de quatro vias distintas, sendo que a mais estudada e direta (aquela
gque nao produz intermediarios) € a via catalisada pela enzima N-
acilfosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD). As outras trés vias séo
catalisadas pelas seguintes enzimas: 1) fosfolipase C e tirosina fosfatase; 2)
fosfolipase A1/2 e fosfolipase D; 3) aB-hidrolase e glicerolfosfodiester-fosfodiesterase.
Ao contrario da AEA, o 2-AG € sintetizado predominantemente a partir do diacilglicerol
(DAG) atraveés da acado da enzima DAG-lipase. A inativacdo dos endocanabinoides é
dependente da recaptacéo desses para o interior da célula. Apesar das caracteristicas
lipidicas, as evidéncias sugerem que a recaptacao ocorre atraves da difuséo facilitada
por transportador de membrana. Apds a recaptacdo, a AEA é metabolizada pela
enzima amida hidrolase de &acidos graxos, enquanto o 2-AG € metabolizado

preferencialmente pela monoacilglicerol lipase3“.
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A concentracdo de 2-AG no cérebro é maior que a da AEA, ele exerce efeitos
na sinalizacdo retrégrada mediada por endocanabinoides, sugerindo ser o principal
ligante enddégeno no sistema nervoso central. Porém, a AEA ativa o TRPV1, inibe
canais de Ca2+ de forma independente, regula negativamente a biossintese de 2-AG
e os efeitos fisioldgicos no corpo estriado, demonstrando papel na regulacdo da
transmissédo sinaptica3.

O sistema endocanabinoide possui diversas caracteristicas que o diferenciam
de um sistema neurotransmissor classico. Entre elas estd a direcdo da comunicacao
endocanabinoide célula a célula, a biossintese Unica de lipidios endocanabinoides na
localizacdo e regulacdo temporal, e a maneira de alcancar a seletividade de
sinalizagdo endocanabinoide®.

Também, a direcdo da comunicacdo endocanabinoide célula a célula,
denominada neurotransmisséo retrograda, diferencia os endocanabinoides dos
neurotransmissores classicos pelo local de liberacdo e acéo, e principalmente pela
direcdo de comunicacdo célula-a-célula, liberados do neurdnio pdés-sinaptico,
percorrendo de forma retrograda através da fenda sindptica para atuar no receptor
pré-sinaptico. Essa ativacdo dos receptores canabinoides pré-sinapticos modula a
liberacdo dos neurotransmissores classicos, caracterizando o0 sistema
endocanabinoide como um sistema neuro modulador. Na Figura 9 é possivel
visualizar a representacdo da sinalizacdo sinaptica retrograda mediada por

endocanabinoides?.
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Figura 9. Representacdo da sinalizacdo sinaptica retrégrada mediada por endocanabinéides.
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Fonte: ZOU, KUMAR, 2018.

Diferente de outros neurotransmissores que sao sintetizados no corpo celular
e embalados em vesiculas secretoras, transportados para terminais de axénios e
armazenados para liberacdo apds a propagacdo de um potencial de acdo, os
endocanabinoides ocorrem sob demanda em resposta ao aumento de Ca2+
intracelular ou ativacéo da via da fosfolipase C ao nivel da membrana plasmatica a
partir de fosfolipidios presentes na membrana celular. Outro ponto de diferenciacao
em relacdo aos neurotransmissores classicos estd relacionado a seletividade
funcional para a ligagdo com os receptores CB1 e CB2%.

Um momento importante na historia da Cannabis foi o isolamento do CBD que
aconteceu em 1940. Porém, a estrutura quimica do CBD somente foi definida por
Mechoulam e Shvo em 1963, conforme representado na Figura 10. Até o inicio da
década de 1970 acreditava-se que o CBD era uma molécula sem atividade propria.
Mas, neste mesmo periodo, pesquisas demonstraram que o CBD n&o possuia 0s

efeitos psicotrépicos experimentados pelo consumo de Cannabis®’.
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Figura 10. Estrutura quimica do CBD.
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De acordo com a literatura, o CBD age em disturbios que afetam o sistema
nervoso central como epilepsia, esquizofrenia, autismo, vicio, lesdo cerebral
traumatica e isquémica, esclerose mudltipla, ansiedade, depressao, estresse poés-
traumatico, transtorno obsessivo-compulsivo e doencas neurodegenerativas. Nas
crises convulsivas o CBD sendo utilizado como um agente adjuvante demonstrou
reduzir significativamente a frequéncia de convulsées em comparacdo com o placebo.
Em relacdo aos transtornos de ansiedade foi observado que a administracao crénica
de CBD durante 14 ou 21 dias produz efeito do tipo ansiolitico em roedores
previamente expostos ao estresse crbnico, assim como baixas doses também
produzem comportamentos do tipo ansiolitico, enquanto a administracdo de altas
doses promoveram uma acao do tipo ansiogénico®’.

Por possuir propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-apoptoticas e
neuro protetoras, 0 CBD demonstrou possuir atividade em modelos in vivo e in vitro
de isquemia, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose muditipla e
doenca de Parkinson. CBD reduz a hiper fosforilagdo da proteina tau, reduz a
producdo de interleucinas e o6xido nitrico no cérebro, recupera a deplecdo de
dopamina nos neurbnios nigroestriatais, reduz os sintomas psicéticos sem influenciar
0S sinais cognitivos e motores da doenca de Parkinson quando associado a
medicamentos usados na clinica, diminui a encefalomielite autoimune experimental
aumentando as citocinas anti-inflamatorias e reduzindo as pro-inflamatorias em

modelos de esclerose multipla. No geral, os principais mecanismos de neuro protecao
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sdo mediados pela reducdo do estresse oxidativo e acdo anti-inflamatéria induzida
CBD¥,

O CBD sofre intenso metabolismo de primeira passagem, sendo metabolizado
pelo complexo CYP450, e apresenta baixa solubilidade em solu¢des aquosas, por isso
normalmente as formulagées sdo desenvolvidas em 6leo3.

Desde 1964, ano em que A9-THC foi isolado na forma pura, diversas evidéncias
surgiram para demonstrar os seus efeitos nos processos fisioldgicos. O A9-THC tem
uma potente acdo anti-inflamatéria, demonstrada atraves de um modelo edema de
pata induzido por carragenina de inflamacdo aguda em ratos, sendo 80 vezes mais
potente que a aspirina e duas vezes mais potente que a hidrocortisona. Células de
camundongos tratadas com A9-THC produziram niveis reduzidos de interferons,
fornecendo em 1980 a primeira evidéncia de que os fitocanabinoides podem modular
a producéo de citocinas®®.

Um grupo de pesquisadores demonstrou através de um modelo de dor aguda
em roedores que o A9-THC aumenta sinergicamente os efeitos antinociceptivos de
varios opioides, demonstrando ser uma estratégia para reduzir as doses analgésicas
eficazes dos opioides, diminuindo a probabilidade de abuso e efeitos colaterais
indesejados dependentes da dose, como constipacao e depressao respiratoria. Além
desta resposta, com o uso do A9-THC, inibidores das enzimas catabdlicas
endocanabinoides também aumentam os efeitos antinociceptivos dos opioides®.

Porém, € possivel constatar que em razdo das dificuldades impostas pelas
politicas de controle internacionais vigentes, o conhecimento cientifico sobre as
propriedades terapéuticas da Cannabis sativa, em especial da CBD e do A9-THC, bem
como do numero de condi¢des patoldgicas para as quais ha evidéncias cientificas
sélidas quanto a eficacia de produtos medicinais obtidos a partir dessa espécie, ainda

é limitado, como demonstrado na Figura 114°.
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Figura 11. Principais alegac®es terapéuticas de C. sativa e seus derivados relatadas em

literatura.
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Quanto aos canabinoides sintéticos, estes ja foram desenvolvidos com base da
estrutura quimica dos fitocanabinoides e um exemplo é a Nabilona, estruturalmente
semelhante ao A9-THC. A Nabilona é comercializada com o nome comercial de
Cesamet® e esta disponivel em capsulas orais de 1 e 2 mg, tanto nos Estados Unidos
como na Europa®.

Na terapéutica este medicamento é utilizado para o tratamento de nausea e
vomito decorrente de tratamento de quimioterapia. Porém, ha diversos estudos sobre
0 uso no tratamento da dor neuropatica e outras sindromes dolorosas. Um estudo
controlado em que a Nabilona foi administrada trés vezes ao dia em pacientes com
dor pés-operatdria demonstrou aumento nos valores da escala analédgica visual para
avaliagdo da analgesia. Além disso, em pacientes com sindrome espastica mista, a
Nabilona melhorou os escores de dor quando comparada ao placebo, porém sem
melhora de espasticidade, funcdo motora ou atividades do dia a dia. Pacientes
portadores de fibromialgia tiveram reducdo significativa na escala analdgica visual e

efeito ansiolitico quando comparado com placebo. Em anélise do uso de Nabilona
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versus gabapentina, os efeitos foram comparativos na reducéo da dor neuropatica
periférica e em outros sintomas*?.

Infelizmente os canabinoides sintéticos tiveram os seus fins desviados e
comecaram a ser usados como drogas de abuso. O efeito intoxicante, psicotropico
ocorre de forma exacerbada e ndo séo detectados em testes comuns de rastreio de
drogas. A primeira geracdo de canabinoides sintéticos como o JWHO018 foi adicionado
a matéria vegetal e vendido como “Spice” ou “K-2”. Os canabinoides sintéticos ilicitos
representam uma ameaca maior a seguranca publica do que a Cannabis pelas

consequéncias fatais®.

3.5 InteragBes farmacoldgicas dos fitocanabinoides

Como j4 citado, a Cannabis também possui além dos fitocanabinoides diversas
outras moléculas com propriedades biolégicas. A soma desses efeitos na Cannabis &
conhecida como “efeito entourage”, onde os efeitos da totalidade da planta sao
maiores do que a soma dos seus componentes individuais. Muitos estudos
demonstram através de evidéncias que os extratos da Cannabis tém efeitos que néo
podem ser atribuidos a moléculas individuais. Estas interacdes podem ocorrer atraves
de varios mecanismos que podem interferir na biodisponibilidade, nos processos de
transporte celular, na ativacado ou desativacdo de compostos ativos, e em diferentes
pontos da mesma cascata de sinalizacdo ou inibicdo da ligacédo a proteinas alvo*?42,

O inicio das pesquisas sobre o efeito entourage iniciou com o relato que a
atividade biologica de 2-AG pode ser aumentada por dois 2-acil-glicer6is enddégenos
relacionados, 2-linoleoil-glicerol e 2-palmitoil-glicerol, que sozinhos ndo demonstraram
atividade significativa. Aléem de potencializar a ligacdo da anandamida e a inibicdo da
adenilil ciclase, também potencializam a inibicdo do comportamento motor por 2-AG,
imobilidade em anel, analgesia em placa quente e hipotermia em camundongos e o
2-linoleoil-glicerol inibe a inativagdo de 2-AG por células neuronais e basofilicas.
Outras pesquisas demonstraram a atividade do efeito entourage através da regulacéo
negativa da expressdo de FAAH, enzima responsavel pela degradacdo da
anandamida, através do éster 2-palmitoil-glicerol no cancer de mama. Esta regulacéo
negativa aumento os efeitos citostaticos induzidos por anandamida, mediadas pelo

receptor CB1%,
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Estudos demonstraram interacdo entre os fitocanabinoides CBD e A9-THC,
com o CBD aumentando ou inibindo sinergicamente os efeitos do A9-THC,
dependendo da dosagem e frequéncia da dosagem??. J4, a interacdo entre terpenos
e fitocanabinoides foi analisada no desenvolvimento e depdsito da patente de um
adesivo transdérmico, que transfere fitocanabinoides na corrente sanguinea utilizando
um terpeno como agente de permeacdo. Também foi verificado que os terpenos
modulam a afinidade do A9-THC com o receptor CB1 e interage com 0s receptores
de neurotransmissores, apoiando o efeito dos terpenos no processo de analgesia e
em efeitos psicéticos mediados por fitocanabinoides*3.

O medicamento registrado Sativex® € produzido a partir do extrato bruto da
planta, administrado como um spray bucal. Além de A9-THC e canabidiol, o Sativex®
possui em sua composicdo outros canabinoides menores e terpenoides que
combinam os efeitos farmacoldgicos através do efeito entourage. Sativex® é prescrito
para o tratamento da dor do cancer refrataria ao uso de opioides e para o alivio de
sintomas relacionados a esclerose multipla, como dor neuropética de origem central
e espasticidade. Através de estudos foi demonstrado a acdo desta formulagdo em
individuos portadores de artrite reumatoide resultando na melhora significativa da dor
tanto em repouso como em movimento. Também foi utilizado em pacientes com
quadro clinico de dor neuropatica periférica associada com alodinia e houve reducao

dos niveis tanto de dor como de alodinia*!.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a elaboracdo do presente trabalho, foram utilizadas as seguintes bases
de dados: Elsevier, Pubmed, Google Scholar, Scielo, Periédicos Capes e outros
bancos de dados cientificamente relevantes. As principais palavras-chave utilizadas
foram: Cannabis sativa, canabidiol, metabolitos secundarios da Cannabis, efeito
comitiva/entourage, sistema endocanabinoide, fitocanabinoides, extragdo de

fitocanabinoides. Nao houve limitacao de data de publicagéo para os trabalhos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Condicoes de plantio da Cannabis sativa para obtencédo de  maiores
concentracdes de metabdlitos secundéarios

A partir dos dados obtidos na literatura importantes condicbes foram
constatadas:

1) A Cannabis € uma planta de dia curto, ou seja, a floracdo esta relacionada

a diminuicdo da luz diurna, quando os dias ficam mais curtos. Desta forma,
artificialmente € possivel induzir a floracdo controlando a iluminacéo que as
plantas recebem.

Estudos tém mostrado que em ambiente natural a floracdo inicia no outono,
quando as proteinas fotorreceptoras induzem uma resposta ao aumento sazonal da
duracdo da noite. No cultivo interno o crescimento € induzido a um dia artificial de
outono, ndo permitindo a entrada de luz natural por mais de 12 horas por dia. A
floracdo é induzida alterando para um regime de 12 horas/dia e 12 horas/noitel”1%44,
O crescimento da Cannabis é dependente da duracdo do dia. Nos trés primeiros
meses a planta se desenvolve conforme aumento da duracdo do dia com um
crescimento vegetativo mais vigoroso, depois € necessario dias de outono mais curtos
para florescer e completar o ciclo de vida4.

2) As sementes de Cannabis podem crescer nos mais diversos tipos de solos

e climas e necessitam de pouco cuidado depois que conseguem fixar suas
raizes no solo. O crescimento da Cannabis passa por 4 fases e alguns
fatores, tais como a latitude influencia na ocorréncia das variedades de
Cannabis.

Diferentes estudos demonstram que em ambientes temperados, as sementes
sdo semeadas ao ar livre na primavera e germinam em trés a sete dias!%17441814 Sey
ciclo de crescimento é dividido em quatro fases: germinacao, fase vegetativa, floracao
e formacéo de sementes, e senescéncia. A fase vegetativa possui mais 3 fases de
desenvolvimento: fase juvenil; fase fotossensivel e fase de desenvolvimento da flor.
Apés a producdo de pdlen as plantas masculinas cessam o desenvolvimento e

morrem*>.
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A semente comeca a brotar ap6s o quarto dia do plantio e a germinacao inicia
no 15° dia. A germinacao é dependente de diversos fatores como variedade, idade da
semente, condi¢cbes de armazenamento e temperatura do solo e da dgua. Apds duas
semanas inicia a floragdo, sendo que as flores masculinas florescem uma semana
antes das flores femininas?®.

Uma semana apds a reducdo da duracdo do dia inicia a floracdo, o
desenvolvimento do caule e do foliar diminuem e cessam ap6s 3 semanas, porém a
floracdo continua em crescimento com desaceleracdo apés 8 semanas?4.

Em 1973, Small e Beckstead coletaram amostras de 50 paises que foram
cultivados ao ar livre durante o verdo de 1971. Essas amostras foram classificadas de
acordo com a concentragdo de CBD e/ou A9-THC, a latitude de plantio e
posteriormente consideradas variedades tipo droga ou tipo fibra. A origem de acordo
com a latitude em que foram plantadas e colhidas demonstrou influéncia quando
relacionado a diferenca nas variedades. Clarke confirmou essa correlacdo entre 0s
anos de 1977 e 1981, demonstrando que os tipos de fibra e semente ocorrem 30 graus
de latitude ao norte e os tipos de drogas ocorrem, 30 graus de latitude ao sul'4.

Fatores climaticos como nebulosidade média anual e temperatura média
também sao capazes de influenciar as concentracdes dos fitocanabinoides. Quando
o crescimento da Cannabis ocorre em regides ensolaradas e quentes ha um
favorecimento da biossintese de alto teor de A9-THC, enquanto regiées nubladas e
frias favorecem a alta biossintese de CBD, assim como um veréo fresco pode reduzir
os teores de fitocanabinoides; condi¢cdes secas e ventosas podem aumentar o teor de
fitocanabinoides e o teor de A9-THC das folhas diminui ap6és a fertilizag@o consistente
com nitrogénio?®.

3. Além de interferéncias nas variedades de Cannabis relacionadas a latitude

do plantio, a temperatura, luz e ar também influenciam na estabilidade e

concentracdo dos fitocanabinoides Lazarjani, et al. (2021) identificaram

alteracdo na descarboxilacdo do A9-THCA e A9-THC na resina da Cannabis
pela exposicdo a luz. Essa visualizagdo foi possivel através do aumento da
meia-vida dessas moléculas em 40% quando alocadas no escuro. Apesar
dessa evidéncia de degradacao, acredita-se que a exposi¢cdo a luz na resina
atinja apenas os fitocanabinoides presentes na superficie dos tricomas.
Quando a resina é comparada com o extrato, a degradacao pela exposi¢cao ao

ar € maior. No mesmo estudo, o0 extrato teve uma meia-vida 10 vezes menor
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em relacéo a resina (35 dias - extrato/330 dias - resina), e a concentracao de

A9-THCA diminuiu para niveis ndo detectaveis apds 140 dias*’.

Fischedick, et al. (2010, demonstraram que o corte dos ramos inferiores de
uma variedade de Cannabis resultou em concentragbes mais baixas. Esses
compostos sdo mirceno, cisocimeno, b-cariofileno, CBG e A9-THC. Com esse
resultado é possivel sugerir que o corte dos galhos inferiores permite o fluxo de mais
agua e nutrientes para a parte superior da planta, mais préxima da luz, alterando o
perfil quimico?e.

O periodo das fases de crescimento da planta apresenta concentracfes
variadas de fitocanabinoides. As duas primeiras semanas da fase vegetativa tem
concentragbes menores enquanto nas duas Ultimas, entre os dias 84 e 94 as
concentragdes de A9-THCA e CBDA aumentam mesmo sem que ocorra o0 crescimento
das plantas, gerando acumulo de fitocanabinoides e entdo conforme a planta cresce

e os tricomas se desenvolvem, a concentracdo de fitocanabinoides aumenta®®.

5. 2 Condi¢bes de armazenamento da Cannabis sativa para obtencédo de maiores
concentracfes de metabdlitos secundarios

A partir dos dados obtidos na literatura importantes condicbes foram
constatadas:

1. Os perfis de metabdlitos secundarios da Cannabis também sofrem
alteracbes apoOs a colheita, nos processos de secagem, extracao e
armazenamento, sendo um desafio para produtores*°.

Apbs o processo de separacdo e moagem a biomassa gerada também pode
ser armazenada em tambores aprovados pela FDA, feitos de fibra, selados, com sacos
de polietilieno, em temperaturas entre 18 °C a 20 °C por curto prazo de
armazenamento. Quando h& necessidade de armazenamento a longo prazo,
recomenda-se o armazenamento em freezer a -10 °C*°,

Addo, et al. (2021), estabeleceram que os fatores que podem causar
instabilidade no perfil de fitocanabinoides no armazenamento pos-colheita estao
relacionados a atividade microbiana, o teor de umidade, temperatura ambiente, a
duracdo do contato com a luz. A Cannabis pode ser armazenada em um saco

hermético, no escuro, em sala fria (3 °C) sem ocorrer a degradacao de metabdlitos
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secundarios. Essa forma de armazenamento é conhecida como cura e é realizada
com o objetivo de preservar compostos volateis como terpenos e promover a
descarboxilaggdo do A9-THCA em A9-THC sob condicdes de armazenamento
controladas. A atividade microbiana de organismos patogénicos também é inibida
durante a cura“.

Por meio de um estudo de estabilidade realizado na Universidade Federal da
Integracdo Latino-Americana, foi possivel surgir uma recomendagdo sobre o
armazenamento ideal de 6leos de extratos de Cannabis. Extratos ricos em A9-THC
devem ser armazenados em baixas temperaturas ao abrigo de luz, e quando ricos em
CBD armazenados a baixas temperaturas com luz. Porém, mesmo com esse
armazenamento, o estudo de estabilidade demonstrou que apds 150 dias os teores
de fitocanabinoides diminuem para menos de 50% da concentracdo, sendo
necessario o ajuste de dosagem da posologia. Além disso, esse mesmo autor relatou
gue os fitocanabinoides, além de sofrerem alteracdes nas estruturas quimicas por
fatores climaticos e manipulagdo arquitetdbnica da planta, ap6s o processo de
fabricacao do 6leo, o armazenamento desses produtos pode alterar a estabilidade dos
fitocanabinoides. A temperatura é um fator critico durante o armazenamento, ja que
os fitocanabinoides sofrem alteracbes estruturais por descarboxilacdo em
determinadas temperaturas. Um estudo que tinha como objetivo avaliar variaveis
como temperatura e luz ao longo de 4 anos em blocos de resinas apreendidas pela
policia foi realizado e as amostras foram armazenadas em sacos plasticos, selados e
armazenados em freezer a -20 °C, no escuro e com luz artificial. No primeiro ano, nédo
apresentaram sinais significativos de degradacgao nos niveis de A9-THC, CBD e CBN,
atingindo valores meédios de 5,1% para os trés fitocanabinoides. Enquanto as
amostras expostas a luz artificial demonstraram niveis de degradacdo superiores a
11,8% para 0 A9-THC e de 8,3% para o CBD. Em complemento, também foi realizado
um estudo pelo periodo de 4 anos e obteve resultados semelhantes, sendo que as
amostras neste caso foram expostas a luz ambiente, com temperatura de 22 °C ou no
escuro a 4 °C. A perda de A9-THC no primeiro ano para 0 armazenamento no escuro
a 4 °C foi de 21,6% e 83,8% ap0s 4 anos; e o0 armazenamento a luz ambiente em 22
°C apresentou perda de concentracdo do A9-THC de 23,2% e 89,90% no final do
estudo. Os resultados para o CBD apresentaram uma média de 2,76% de perda a

cada trés meses e 3,35% a luz ambiente em 22 °C*0,
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5.3 O método mais adequado de extracdo dos fitocanabionoides e terpenos da
Cannabis sativa

A partir dos dados obtidos na literatura foi possivel constatar:

1. Os diferentes métodos de extracdo estdo diretamente relacionados a
composicdo do Oleo medicinal, sendo de extrema importancia a
avaliacdo do método a ser usado, levando em consideracao a relacéo
custo-beneficio, seguranca, qualidade, aspectos quimicos e botanicos
do vegetal. Os pardmetros mais relevantes no processo de extragao dos
fitocanabinoides sdo a temperatura, a pressdo, o0 pré-tratamento e a
natureza do solvente.

Nos diversos estudos realizados, mais de 750 componentes quimicos foram
identificados na Cannabis sativa, por exemplo: monoterpenos, sesquiterpenos,
flavonoides, esteroides, compostos nitrogenados e fitocanabinoides e devido a essa
grande quantidade de compostos existe a necessidade de padronizacdo em relacéo
a composicdo e dosagem do produto que sera utilizado?%:52,

Essa alta complexidade gera um desafio para a padronizagdo pois cada
molécula possui diferentes quimioafinidades e diferentes sensibilidades a varios
parametros dos processos, resultando em diferentes composi¢cGes finais com
guantidades variadas de fitocanabinoides e terpenoides, dependendo do método de
extracdo escolhido®%52,

O processo de extracdo € utilizado para obter compostos bioativos de uma
matéria vegetal complexa, aumentar a seletividade e sensibilidade de bioensaios
aumentando a concentracdo de uma molécula alvo?’.

As técnicas de extracdo mais utilizadas em plantas séo: maceracao, infuséo,
percolacao, digestdo, decocgao, Soxhlet, hidrodestilagdo e arraste a vapor d’agua,
extragdo assistida por micro-ondas, extragcao por ultrassom e extragao por fluido
supercritico. O resultado da extracdo sdo misturas complexas de metabdlitos, no
estado liquido, semissélido ou pé seco que pode ser utilizado como fitoterapico, na
forma de tinturas ou extratos fluidos ou ser processado para incorporacdo em
formulagces como comprimidos, capsulas, 6leos e cremes®3.

Dependendo do objetivo final da extracdo, misturas de solventes podem ser
utilizadas e essas misturas podem ser altamente toxicas, por isso € preconizado seguir

os limites estabelecidos pela Conferéncia Internacional de Harmonizacéao (ICH). AICH
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tem relatado o uso de solventes “verdes” para a extragdo de fitocanabinoides com
grau farmacéutico, chamados de solvente eutético profundo, com patentes sendo
apresentadas ao mercado, porém com poucas informacdes®*.

As caracteristicas do produto que seré desenvolvido devem ser consideradas
ja que dependendo da aplicacéo, os fitocanabinoides podem ser extraidos na forma
acida ou neutra. Para que ocorra a preservacdo dos fitocanabinoides acidos a
extracdo precisa ocorrer em temperatura ambiente. Como no processo de
descarboxilacdo dos fitocanabinoides acidos temperaturas altas sdo necessérias,
ocorre a perda de alguns terpenos que atuam no efeito entourage da Cannabis
sativa®’.

2. O ciclo de processamento da Cannabis envolve as etapas de colheita,
secagem, moagem, extracédo e desenvolvimento do produto?. Diversos
métodos podem ser empregados durante o processo de secagem, e as
vantagens e desvantagens, como crescimento de fungos, efeito da
gravidade e alteracédo do perfil de fitocanabinoides, devem ser bem
estabelecidas para que o produto final mantenha a qualidade adequada.

Apos a colheita e antes do processo de extracdo a Cannabis precisa ser
submetida ao processo de secagem, diretamente no ar, em estufa ou por
liofilizac&o*"°5. A secagem da planta evita o crescimento de microrganismos e permite
0 armazenamento a longo prazo, mantendo a poténcia, sabor, propriedades
medicinais e eficacia®’.

A secagem ao ar é antiga e ndo requer equipamentos especificos. As plantas
sao colocadas inteiras em uma sala escura com temperatura entre 18 °C e 25 °C com
umidade entre 45 e 55%, penduradas em barbante ou dispostas em telas de secagem.
Esse processo que também é conhecido como cura oxida determinada concentragao
de A9-THC em CBN e converte o terpeno mirceno em 5,5- dimetil-1-vinilbiciclol [2.1.1]
hexano (hashishene), conhecido por ser um terpeno raro e distinto*’:,

A secagem ao ar também é conhecida como secagem “em gaiola” e necessita
de um tempo médio de 5 a 6 dias. O tempo e a temperatura propiciam crescimento de
fungos, sendo um problema frequente para quem utiliza esta técnica de secagem.
Para minimizar o crescimento de fungos foi desenvolvida uma técnica patenteada que
envolve a secagem intermitente em trés etapa. As temperaturas iniciais da primeira
etapa, entre 50 °C e 60 °C com umidade < 80% UR por até 5 horas, resultara na

inativacao de esporos de mofo e evitara a rapida evaporacdo das moléculas volateis.
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Na segunda etapa a temperatura e a umidade devem ser reduzidas para evitar
desnaturacdo térmica, porém com secagem constante. Uma maior reducdo da
umidade € necesséria durante a terceira etapa, mantendo a temperatura para atingir
a umidade de equilibrio com um teor de aproximadamente 8% a 9%?2..

Outra desvantagem encontrada neste processo € a gravidade pois a agua da
parte superior da planta sera absorvida pelas partes inferiores, gerando um processo
de secagem mais lento e desigual. Para acelerar a secagem podem ser utilizados
aquecedores, ventiladores e desumidificadores, porém a secagem rapida pode
produzir um sabor mais aspero, ao contrario da secagem lenta, que produz produtos
com sabor mais suave?’.

A secagem por estufa com ou sem circulagdo de ar, camara de vacuo ou
dessecador a vacuo também altera o rendimento dos fitocanabinoides, como
demonstrado por Cofman e Gentner 1(974). O rendimento de CBD e A9-THC diminuiu
com o0 aumento da temperatura e do tempo de secagem. Na temperatura de 105°C
houve degradacao de A9-THC em CBN, analgésico psicoativo menos potente,
podendo ocorrer diminuicdo do potencial terapéutico esperado?’.

Observando os fatores de interferéncia ocasionados pelo método de secagem
ao ar e por estufa, um método foi desenvolvido para suprir a necessidade de produtos
de alta qualidade, a liofilizacdo. Esse método mantém a planta em temperaturas muito
abaixo do ar ou do forno e remove o conteddo de agua na forma de vapor via
sublimacdo em uma camara de vacuo, preservando os compostos volateis e a forma
acida dos fitocanabinoides. Os produtos derivados da secagem por liofilizacdo sao
considerados de alta qualidade devido a rigidez estrutural encontrada na superficie
dos materiais congelados onde ocorre a sublimacgéo, impedindo a desintegracao da
matriz solida e resultando em uma estrutura porosa e inalterada. A principal
desvantagem da liofiizagdo é o custo da operacdo que necessita de grande
quantidade de energia®’.

As condi¢bes de secagem da Cannabis é um fator essencial para o perfil de
fitocanabinoides no produto final, como demonstrado por Coffman e Gentner (1974),
por meio da avaliacdo do efeito das condicbes de secagem em relacdo ao perfil
fitocanabinoide. No estudo realizado foi armazenado folhas secas de Cannabis a 65,
85 e 105 °C por 1, 4, 16 e 64 horas para comparar a porcentagem média do contetudo
total de fitocanabinoides. A porcentagem de fitocanabinoides totais diminuiu com o

aumento do tempo e da temperatura e a porcentagem média de concentracdo dos
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fitocanabinoides totais aumentou de 7,5% a 65°C apods 1 hora para 11% a 105 °C apés
64 horas*’.

A temperatura pode apresentar efeitos na qualidade do produto em relacao a
concentracédo de fitocanabinoides e terpenos. Challa, (2020) realizou experimentos
com inflorescéncias frescas de canhamo colhidos no Canada e avaliou diversos
aspectos de qualidade em relacéo a dois tipos de processos de secagem, isotérmica
e nado isotérmica e por liofilizagdo. Verificou que quando a secagem ocorre pelo
processo com temperatura ndo ha um efeito negativo no contetdo total de CBD (CBD
+ CBDA), sendo que o teor de CBD € maximo a 70 °C e minimo a 50 °C em isotérmico
convectivo (utilizacdo de equipamento desidratador). Porém a analise da
concentracdo do CBD isolado mostrou que a descarboxilagdo ocorreu durante o
aumento da temperatura e teve o pico maximo em 70 °C. A secagem n&o isotérmica
apresentou a concentracdo maxima de CBD + CBDA entre 40 °C e 70 °C tendo
alteracdes quando o teor de umidade era alterado para 25%. Em contrapartida, a
liofiizacdo demonstrou ser um processo de secagem que proporciona pouca
concentracéo final de CBD + CBDA e CBD isolado?'.

3. Diversas técnicas de extracdo para fitoterapicos podem ser aplicadas

com a biomassa da Cannabis sativa e cada processo possui vantagens
e desvantagens que precisam ser analisadas conforme o objetivo
farmacolégico e comercial dos produtos desenvolvidos.

A técnica mais conhecida que pode ser empregada é a extra¢do por maceracao
com imersédo em solvente. As inflorescéncias sdo moidas e emergidas em solventes
organicos, por longo periodo e em temperatura ambiente. Para aumentar a eficiéncia
da extracdo pode ser adicionada temperatura e troca de solventes, conhecido como
remaceracgdo. Especificamente para a Cannabis a temperatura utilizada é de 40°C a
80 °C, por um tempo de imersdo de 30 a 90 min. A maceragado dindmica com etanol
por 45 min em temperatura ambiente é o melhor processo para extrair fitocanabinoides
nao psicoativos, especialmente as formas acidas ja que nao ha temperatura no
processo e ndo ocorre a descarboxilacdo. O solvente mais seguro e eficaz para essa
técnica é o etanol, quando comparado com n-hexano, acetona, metanol, devido a
polaridade dos fitocanabinoides®3°6,

Um ponto importante nesse processo € a proporcdo de Cannabis e solvente.

De acordo com a Farmacopeia Alema a proporcéo é de 1g de amostra de Cannabis
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para 100 ml de solvente. Caso seja utilizado quantidade menor de solvente o
rendimento da extracéo pode diminuir, impactando no volume final esperado®®.

Extragdo por Soxhlet também pode ser utilizada para extrair fitocanabinoides.
Normalmente esse tipo de extracdo é empregado apenas para pequenas e médias
escalas de producéo®’.

Neste processo a amostra sélida € colocada em um filtro de papel na parte
superior do Soxhlet e o solvente, que estd no baldo, € continuamente aquecido,
condensando e preenchendo a parte superior, Figura 12. ApGs alcancar determinado
volume, a solu¢cdo com os componentes dissolvidos retorna para o baldo para que o
processo seja repetido até o principio ativo ser totalmente extraido da amostra solida,
restando um concentrado no bal&do. As principais vantagens de utilizar a extragéo por
Soxhlet é devido, principalmente, ao constante contato da amostra com o solvente,

além de ser uma técnica simples®’°8,

Figura 12. Extrator Soxhlet convencional.
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Fonte: DE CASTRO, CAPOTE, 2010.

Quando a extragdo por Soxhlet é feita com heptano como solvente e associado

a uma posterior extracdo com dioxido de carbono supercritico, pode resultar em um
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rendimento de quantidades significativas de moléculas lipofilicas de alto valor como
acidos graxos, alcoois graxos, aldeidos graxos, hidrocarbonetos, esterois,
triterpenoides e fitocanabindides. Attarda et al. (2018) relataram que neste processo
aproximadamente 5832,5 ug de CBD/g de p6 de canhamo s&o gerados®+%°,

A extracdo de longa duracdo em Soxhlet aumenta de forma significativa a
concentragcado de A9-THC e diminui a de A9-THCA. Essa variacao de concentracdo é
natural devido a descarboxilagdo do A9-THCA em A9-THC, ou seja, quanto maior o
aquecimento do extrator no equipamento Soxhlet, maior a quantidade de A9-THCA
transformado em A9-THC?®°,

Algumas técnicas utilizadas para a secagem por separacdo do solvente de
fitoquimicos demonstraram extensa perda de compostos ativos quando aplicados na
Cannabis. Namdar et al.,, (2018), demonstraram que a secagem por speedvac,
aparelho que utiliza a centrifugacdo, vacuo e calor para remover solventes e
concentrar amostras, e evaporador rotativo degradam monoterpenos a niveis quase
indetectaveis e alteram em pelo menos metade a concentracao de sesquiterpenos. Ja
o0 método de secagem da amostra sob uma corrente muito suave de nitrogénio causa
menos danos aos fitocanabinoides e terpenoides, mantendo as concentracfes de
monoterpenos e sesquiterpenos intactas. Outro ponto importante notado no processo
de secagem pelo processo speedvac foi a redugcao de A9-THC e canabigerol (CBG)
para apenas dois ter¢os da quantidade inicial®®.

A extracdo a seco também pode ser utilizada, e como ndo tem o uso de
solventes a extracdo acontece através de atrito fisico dos tricomas até que se
desprendam da planta. E um dos métodos mais antigos e apresenta extratos com a
mesma ou maior qualidade que 0s processos de extracdo mais atuais. A técnica
conhecida como “kief’ consiste em peneirar os tricomas ja soltos em malha de
micragem de 55 e 110 ym (os tricomas possuem tamanho entre 50 e 140 um, podendo
variar dependendo da variedade e do nivel de maturacédo da planta). O p6 produzido,
conforme demonstrado na Figura 13, pode ser prensado em haxixe ou misturado com
flores secas e tem uma poténcia de aproximadamente 35-50% de A9-THC, porém
devido ao tempo necessario para realizacdo ndo € uma opc¢éo a nivel industrial*’. O
objetivo da extracdo a seco é oxidar a clorofila em diterpeno fitol e reduzir as chances
de formacdo de mofo. Durante o0 processo, as moléculas volateis como
monoterpendides de menor peso molecular, sdo evaporados, variando de 31 a 55,2%

guando secos a temperatura ambiente®°,
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Figura 13. Amostras do po resultante da extragéo “kief”.
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Fonte: RUSSO, PLUMB, WHITELEY, 2021.

O atrito fisico com uso de gelo seco também é utilizado na extracdo conhecida
como “bubble hash”. O contato dos tricomas com o gelo seco os fragiliza e através da
agitacdo mecanica sado separados. Apos a filtragem da mistura, a massa umida e fria
€ o extrato concentrado. Quando comparado com a extracéo por solvente, a “bubble
hash” tem um rendimento maior em relacdo ao tempo, cerca de 8 minutos quando
comparado com 100 minutos para extracéo alcodlica®’.

Técnicas mais consideradas rapidas, simples e inovadoras sdo uma op¢ao para
a extracdo dos compostos presentes na Cannabis e 0 ultrassom e a micro-ondas
(MAE) possuem essas caracteristicas®?.

Extracdo assistida por micro-ondas (MAE) € uma técnica inovadora utilizada na
extracdo dos fitocanabinoides e envolve o uso de radiacdo de micro-ondas para
aguecer o0 solvente que esta em contato com a amostra, dissolvendo o0s
fitocanabinoides que estdo na matriz vegetal®?. O aguecimento da agua presente nas
células vegetais causa a ruptura da célula e evaporacdo dos componentes volateis. O
conteudo extraido entrara em contato com o condensador, retornara ao estado liquido
ficando sob a agua ja condensada, entdo a agua sera refluxada novamente para o
material vegetal auxiliando o continuo aquecimento da amostra aumentando a taxa

de extracéo®’.
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A MAE é mais rapida do que as extracdes tradicionais, como Soxhlet ou
destilacdo a vapor, e fornece alta eficiéncia com consumo razoavel de solvente e
aumenta o nivel de pureza do componente extraido pela reducdo de reacfes
indesejaveis quando comparado com métodos de aquecimento convencionais®2®.

A extracdo por micro-ondas pode ser usada em conjunto com extracao por
solvente, extracdo Soxhlet e destilacdo conforme demonstrado na Figura 14. Os
custos do processo sdo mais baixos do que a maioria das técnicas de extracédo
convencionais e a extracao assistida por micro-ondas é a Unica técnica que pode ser
usada sem qualquer solvente. Os 0Oleos essenciais extraidos por extracdo assistida
por micro-ondas sem solvente ndo apresentam diferencas significativas na
concentracdo ou perfil aromatico quando comparado com a extragéo por destilacao,
e 0 tempo de extracdo por micro-ondas sem solvente é mais curto (30 minutos) do

que a destilacdo convencional (4,5 horas)*°.

Figura 14. Destilacdo por micro-ondas em conjunto com destilagdo a pressdo atmosférica.
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Fonte: LEMES, 2018.

Utilizando metanol a 109 °C com poténcia de micro-ondas de 375 W foram
alcancados os maiores rendimentos de extracdo de fitocanabinoides totais no
canhamo em comparacdo com os métodos de extracdo tradicionais, porém as formas

descarboxiladas foram elevadas devido aumento da temperatura gerado“®.
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Alguns estudos estéo avaliando a extracédo de ultrassom focalizada, conhecida
como FUSE, que fornece poténcia de irradiacdo na ponta da sonda de titanio ou de
vidro que esté imersa na solucdo da amostra, Figura 15. O estudo realizado por Omar,
et al, 2013, compararam os métodos FUSE e fluido supercritico em relagéo a eficiéncia
de extracdo e com base nos resultados obtidos observou que FUSE extrai 80% dos
fitocanabinoides na primeira extracédo, sendo que através da SFE, entre 60 e 70% dos
fitocanabinoides sado encontrados na primeira extracdo e menos de 40% na quarta
extracao; porém essa baixa extracédo observada no SFE pode ser corrigida através da
adicdo de um cossolvente, o etanol. Apesar da elevada extracao que o método FUSE
proporciona, ele ndo permite a separacéo dos fitocanabinoides e terpenos, sendo um
ponto de observacdo que deve ser analisado dependendo do objetivo final da

extracao®,

Figura 15. Representacéo da extragdo de ultrassom focalizada.

Fonte: LEMES, 2018.

Esmaeilzadeh e Dehghan (2020), realizaram um estudo para avaliar a
estabilidade oxidativa do 6leo de semente de cAnhamo para aumentar a eficiéncia da
extracdo do 6leo através do uso de ultrassom, demonstrando ser eficaz e confiavel. O
aumento da temperatura durante o processo levou a um aumento da eficiéncia de

extracdo de 6leo, teores fendlicos e eliminacado de radicais®?.
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Quando o objetivo € uma extracdo conjunta de terpenos, o método mais
apropriado € a extracdo por fluido supercritico (SFE) jA que garante condi¢des
estaveis de temperatura e preserva tanto fitocanabinoides como terpenos®2,

A maior limitagdo para o uso da extracdo por fluido supercritico é o alto custo
da instalagdo do equipamento®.

Durante a extracdo por SFE um extrator é alimentado com a amostra que sera
aquecida até determinada temperatura e entdo o CO? pressurizado flui através da
amostra dissolvendo o extrato sollvel que segue até uma valvula que ird liberar a

pressdo gerada, conforme apresentado na Figura 16%4.

Figura 16. Representacdo da extracéo por fluido supercritico.
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Fonte: RAMIREZ, FANOVICH, CHURIO, 2019.

Em relacdo aos parametros solubilidade, pressdo e temperatura, através de
métodos analiticos e diversos testes foi possivel verificar que existe uma ordem
crescente de solubilidade na temperatura de 326K com pressao entre 13,2 e 25,1
MPa: A9-THC < CBG < CBD < CBN, sendo que a solubilidade aumenta para as
moléculas A9-THC e CBD conforme aumento da presséao, permitindo o fracionamento
durante o processo. Além de verificar essa relacdo entre estes parametros e 0s
fitocanabinoides, também foi relatado que os terpenos atingem a solubilidade maxima
em pressdes mais baixas que os fitocanabinoides, favorecendo também o

fracionamento dos mesmos®*.
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Os fitocanabinoides neutros sdo de natureza apolar de alto peso molecular,
portanto soltveis em CO2 supercritico, porém os fitocanabinoides acidos, de maior
interesse farmacol6gico, possuem natureza polar necessitando que seja adicionado
um cossolvente ao processo para que a extragao ocorra. Como essa adi¢cao acontece
em pequenas quantidades a vantagem de ser um processo livre de solventes
organicos permanece ja que o cossolvente sera evaporado na saida do extrator. Os
cossolventes mais utilizados séo etanol, acetato de etila e diclorometano®®.

Patentes relacionadas a extracdo de fitocanabinoides por fluido supercritico
foram registradas e demonstram o processo com variacdes de temperatura e pressao.
Em 2008 uma patente foi registrada descrevendo o método de extracdo, Esquema 1,
através de uma sequéncia de processos®>:

1) aquecimento para descarboxilar as formas acidas dos fitocanabinoides até
gue espécies neutras sejam obtidas em 100-150 °C;

2) extracdo com CO2 de um p6 grosso compactado a 600 bar e 35 °C durante
4h (outras combinacdes de temperatura e presséo, entre 10° e 35 °C e 60 - 600bar,
podem ser usados);

3) finalizacdo com precipitacdo etandlica a -20 °C por 24h e remocédo do
material ceroso por filtracao.

Diversos estudos descrevem resultados positivos em relacdo ao uso do CO2
supercritico para a extracdo do 6leo das sementes da Cannabis com finalidade
nutricional. Um desses estudos realizados foi comparativo entre duas condi¢cdes de
extracdo: pressao a 300 bar e 40 °C e pressao a 400 bar e 80 °C com uma razao de
solvente de 40 kg CO2 por kg de semente. A extracao a 300 bar demonstrou ser mais
eficaz no rendimento de 6leo, enquanto a 400 bar, 80 °C, e uma razao de solvente de
30kg CO2 por kg de semente, observou-se maior estabilidade a oxidagéo
(representacdo do processo no Esquema 2). Nessas condi¢cdes de operacdo, o 6leo
extraido por CO2 supercritico extraido apresentou estar menos propenso aos efeitos

da oxidacdo do que a outra amostra extraido com hexano®®.
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Esquema 1. Representacao do processo de patente do método de extracao por fluido

supercritico.

600 bar /35 °C
100-150 °C /4h -20 °C/ 24h
5 x I REMOGAO DO
EXTRAGAO PRECIPITACAO Filtragdo
AQUECIMENTO - ¥ . MATERIAL
ETANOLICA
COM CO2 erren

Fonte: DA PORTO, 2012.

Esquema 2. Representacao do processo de extragdo por fluido supercritico

do 6leo das sementes da Cannabis com finalidade nutricional.

PRESSAOA 40 kg CO2 por MAIOR
——  300barE _kg de semente, RENDIMENTO
40°C DE OLEO
Extrac&o do dleo das sementes da Cannabis
com finalidade nutricional
PRESSAOA  30kg CO2 por kg MAIOR
—— 400 barE de semente ESTABILIDADE
80 °C A OXIDAGAQ

Fonte: DA PORTO, 2012.

Rovetto e Aieta, (2017) investigaram a concentragdo de fitocanabinoides de
extratos de Cannabis sativa L., o rendimento do processo sob diferentes condi¢des
de extracdo supercritica com diéxido de carbono e o efeito do etanol como
cossolvente. As extracdes foram realizadas com aumento de pressdo em varios
estagios com pressao constante de 17, 24 e 34 MPa a 328K, com uma taxa de fluxo
de 200g/min de CO2. Nessas condi¢des a taxa de extragdo aumenta com a pressao
e os melhores resultados séo obtidos a 34 MPa e 328K se nenhum cossolvente for
utilizado. As concentragdes dos fitocanabinoides A9-THC e A9-THCA nos vasos de
coleta e variagdes ao longo do processo de extracdo com sc-CO2 foram observadas
indicando que mais de 60% da massa total acumulada foi recuperada do primeiro
separador e que 0s extratos resultantes apresentaram distribuicdes de perfis de
fitocanabinoides semelhantes. O etanol como cossolvente teve o objetivo de modificar
a polaridade do solvente e melhorar o processo de extracdo para obter bons

rendimentos®’.
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Brighenti, et al. (2017) analisaram quantitativamente através de HPLC, extratos
de canhamo extraidos através de quatro técnicas de extracdo, maceracao dinamica,
extracao assistida por ultrassom, extracéo assistida por micro-ondas e extracdo com
fluido supercritico, técnicas citadas neste trabalho®®.

Extracdo por ultrassom e fluido supercritico obtiveram alta concentracdo de
CBDA, enquanto maceracao extraiu maior concentracdo de CBD e micro-ondas foi
responsavel pela maior concentragdo de CBD. Sendo assim a macerac¢do dindmica
por 45 minutos, utilizando etanol a temperatura ambiente como solvente demonstrou
ser a técnica mais adequada para a extracdo de fitocanabinoides em amostras de
canhamo. A diferenca de concentracdo para a extracdo de CBDA e CBD entre a
maceracao dindmica e a micro-ondas pode ser explicada pois a extragdo por micro-
ondas necessita de maior tempo de extracdo, sendo essa afirmativa visualizada
devido igualdade de proporcdo de aumento e diminui¢do das concentracdes de CBD
e CBDA que ocorreu pela descarboxilacdo do fitocanabinoide neutro na molécula
descarboxilada, CBD®S.

4. A producédo artesanal através do auto cultivo que alguns pacientes sao
autorizados a realizar fornece autonomia, diminui custos, porém
proporciona variacfes de qualidade dos produtos, sendo necessario,
também, a padronizacdo dos métodos de extracdo por parte de quem
os realiza®®.

Costa (2022) analisou 41 extratos oleosos de Cannabis sativa sendo 32
produzidos por associacdes brasileiras de Cannabis medicinal e nove extratos
produzidos pelos proprios pacientes através de métodos de extracdo que ndo foram
relatados. Os extratos ricos em A9-THC apresentaram mediana de 51% de
concentragédo de A9-THC menor em relacdo aos valores esperados e 0s extratos ricos
em CBD, apresentaram mediana de 58% de concentracdo de CBD menor do que o
esperado. Os resultados obtidos em relagao a proporgao de A9-THC e CBD dosado e
esperado estdo na Figura 174°.
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Figura 17. Concentragédo de A9-THC e CBD dosado e esperado em extratos oleosos de

Cannabis sativa produzidos por associac6es brasileiras e por pacientes.
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Fonte: DA COSTA, 2022.

Outros estudos avaliaram a concentracdo de fitocanabinoides em extratos
artesanais e relataram concentracfes menores do que o esperado, principalmente de
CBD e até mesmo sem fitocanabinoides. Quando amostras de extratos artesanais e
produzidos por associacdes sédo avaliados de forma comparativa observa-se maiores
concentragcdes de A9-THC nos extratos produzidos por associacfes em relacdo aos
produzidos pelos proprios pacientes. A justificativa para esse fato pode estar
relacionada a qualidade da matéria prima, planta Cannabis sativa, e a técnica de
extracao utilizada*.

A extracdo por maceragdo com imersdo em solvente é a técnica mais
conhecida para fitocanabinoides e passivel de uso para extracdes caseiras. Quando
combinada com Oleos vegetais (azeite ou 6leo de coco) como solventes extratores, 0s
riscos de inflamabilidade ou intoxicacdo ndo existem e a extracdo ocorre de forma
mais limpa e facil em relagdo aos outros métodos. O resultado é um 6leo saturado
com fitocanabinoides, que pode ser usado diretamente na sua forma concentrada ou
para preparo de formulacfes topicas. O uso de 6leos vegetais, como azeite de oliva e
0leo de coco preserva 0s terpenos pois ndo ocorre evaporacdo sob aquecimento
prolongado. Porém devido a ndo evaporacdo ha dificuldade em purificar os extratos
jA que a separacéo do 6leo e dos metabdlitos secundarios fica prejudicada®®.

Romano e Hazekamp, (2013) realizaram 5 protocolos de extracdo de
fitocanabinoides e em um destes utilizou azeite como solvente. Para 10 g de matéria
vegetal e 100 ml de azeite de oliva, sob aquecimento em banho maria a 98°C por 120

min, a concentragdo final de fitocanabinoides no extrato foi de 2,5 mg/ml
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(representacdo do processo no Esquema 3). Também, foi realizada extragdo com
etanol que demonstrou ter 6timo desempenho por extrair todos os terpenos e
fitocanabinoides. Um ponto de aten¢do é que o etanol puro extrai facilmente a clorofila,

tornando o extrato final com coloragéo verde e sabor desagradavel?.

Esquema 3. Representacao da extracdo de fitocanabinoides em extracéo caseira.

banho maria a 98 °C

PROTOCOLO /120 min.
COM AZEITE
COMO
SOLVENTE

Fonte: ROMANO, HAZEKAMP, 2013.

Para a extracdo por maceracdo com solvente o uso do azeite € considerado
uma opcao principalmente para o auto cultivo, principalmente por ter seu custo
reduzido em relacdo aos demais solventes, ndo é inflamavel, ndo é téxico e o
aguecimento precisa ocorrer somente até o ponto de ebulicdo da 4gua. Porém como
ndo ha concentracdo dos fitocanabinoides através da evaporacdo 0s pacientes
precisam consumir um volume maior do 6leo para obter os mesmos efeitos
terapéuticos®®.

O uso do hexano como solvente também € uma opcéo para a extracao de
fitocanabinoides. O produto desta extracdo tera menos subprodutos como
flavonoides, alcaloides e clorofila e a maior lipossolubilidade possibilita a extracdo do
material ceroso dos tricomas que pode causar o entupimento da coluna
cromatografica. Em contraponto a esses beneficios, o hexano é usado na industria
para a cristalizacdo do CBD, diminuindo a solubilidade e causando precipitacdes que
podem diminuir a concentracgéao final, permitindo a importacao/exportacao de produtos

com niveis de fitocanabinoides fora do limite permitido®®.
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5.4 Métodos de quantificacdo dos fitocanabinoides e terpenos da Cannabis sativa

1. ApOs todos os processos citados acima, é necessario identificar
e quantificar as moléculas extraidas. Diversos métodos podem
ser aplicados para realizar a identificagdo do perfil de
fitocanabinoides presentes em uma amostra e a escolha deve ser
feita levando em consideracdo as caracteristicas quimicas das
moléculas da amostra.

A cromatografia em camada delgada (CCD) € um método muito utilizado na
identificacdo de fitocanabinoides de amostras com a finalidade de controle de
entorpecentes e as técnicas mais modernas de CCD por serem automatizadas sao
mais confidveis e baratas, podendo substituir métodos mais custosos para 0s
laboratérios®® 70, Porém, esse método esta sujeito a interferéncias relacionadas a
resolucdo dos analitos que sdo estruturalmente semelhantes, podendo ndo ser
alcancada devido as limitacdes de modo de elui¢do (isocratico) e as caracteristicas da
fase estacionaria®®. Essas limitacGes podem ser resolvidas com a utilizacdo da
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC), que consiste em utilizar
fases estacionarias com menor espessura (<150um) e tamanho de particula reduzido
(<10um), além do uso de instrumentos que permitem a automatizacdo de etapas
analiticas como aplicacdo de amostra, eluicdo e deteccdo®®.

A Secao de Laboratério e Assuntos Cientificos do Escritorio das Nac¢des Unidas
sobre Drogas e Crime padronizou uma metodologia em relacdo ao sistema de
solventes para a identificacdo dos fitocanabinoides neutros, fitocanabinoides acidos e
A9-THC encontrados em entorpecentes que pode ser replicado para a identificacéo
em amostras de 6leos de extratos de Cannabis. E importante ressaltar que solventes
apolares, como n-hexano e éter de petrdleo, resultardo em um extrato mais puro, mas
extraira apenas os fitocanabinoides neutros e 0s outros menos apolares, com algumas
combinagdes, irdo extrair os fitocanabinoides &cidos. O Manual da Secao de
Laboratério e Assuntos Cientificos do Escritério das Nac¢des Unidas sobre Drogas e
Crime, sugere 3 sistemas de solventes que favorecem a extracao de fitocanabinoides
neutros e acidos: (1) éter de petréleo 60/90 - 80% v/v + éter dietilico - 20% vl/v, (2)
ciclohexano - 52% v/v + éter - 40% v/v + diisopropilico dietilamina - 8% vl/v, (3) n-

hexano - 70% v/v + dioxano - 20% v/v + metanol - 10% v/v’O.
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Outros estudos utilizaram diversas misturas de eluentes e técnicas adicionais
a cromatografia em camada delgada com o objetivo de analisar os resultados obtidos
ja que as semelhancas estruturais dos fitocanabinoides e 0 os pesos moleculares
semelhantes dificultam a identificacao, além da CCD tradicional ndo separar de forma
“limpa” as moléculas mais polares®*.

Galand, N. et al. (2004) realizou uma comparacao de desempenho entre as
técnicas cromatografia classica em camada fina (TLC), OPLC (optimum performance
laminar chromatography) e sistema de alta performance em camada delgada (AMD).
A técnica OPLC permite a analise de grande quantidade de amostras em um tempo
muito curto, podendo ser utilizado no modo semi-preparativo para purificar produtos
por eluicdo direta devido ao fato de que a migracdo € uma correlagdo linear com o
tempo. Os valores de Rf sdo reproduziveis e cada composto € eluido em um tempo
definido. Ja o sistema de alta resolucédo (AMD) possui melhor resolucdo sem qualquer
difusdo pontual e sem oxidacdo porque a microcamera esta saturada com, por
exemplo, metanol sob atmosfera de nitrogénio®®.

O melhor resultado de separacdo na cromatografia em camada delgada do
estudo citado acima ocorreu com a técnica TLC com os eluentes hexano—éter dietilico
(80:20, v/v), proporcionando separagao mais “limpa” entre A9-THC e CBN, conforme
demonstrado na Figura 18. Esta separacdo ndo é facil de ser realizada devido a
semelhancga das estruturas quimicas, além de os pesos moleculares de A9-A9-THC e
CBD serem iguais (314,47), e o do CBN muito préximo (310,44)6°.
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Figura 18. Eluicdo em cromatografia classica em camada fina (TLC) com hexano-éter
dietilico (80:20, v/v).
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Figura 1.TLC-MAT de canabindides: (1)1 pl de CBD, (2) 7 pl de extrate de cannabis, (3] 2

plia-THC, [4) 1 pL de CBN, (5) 2 plL de reding de cannabig, [6) 3 pLas-THC, &

(¥ 7 pL de extrato de carmabis.

Fonte: GALAND, et al., 2004.

O sistema de alta performance em camada delgada (AMD) obteve a melhor
separagao das moléculas A9-THC, CBN e CBD com o gradiente de eluicdo acetona
(100), éter diisopropilico (100), hexano (100), hexano (100) e hexano (100) com
visualizacao através da pulverizacdo do reagente Fast Blue Salt Reagent (Figura 19).
A identificacdo ocorreu através tanto do fator de retencdo como da coloracao aparente
na placa, roxo para A9-THC, vermelho-alaranjado para CBD e violeta para CBN. A
OLPC precisou de ajustes devido a viscosidade dos eluentes, e o hexano foi
substituido pelo isoctano que forneceu a melhor separacdo na propor¢do isoctano-
éter dietilico (90:10, v/v), conforme demonstrado na Figura 20%°. E importante ressaltar
gue o reagente Fast Blue Salt, especifico para fitocanabinoides requer cuidados

adicionais devido a sua toxicidade e potencial carcinogénico®8.
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Figura 19. Eluicdo no sistema de alta performance em camada delgada (AMD) com o
gradiente de eluicdo acetona (100), éter diisopropilico (100), hexano (100), hexano (100) e hexano

(100) e pulverizacdo do reagente Fast Blue Salt Reagent.

1 2 3 4 5 6

Figura 2.AMD de canabindides: (1) 7 pL de extrato de cannabis, (2) 1 pL de CBD, (3) 1 pL
de CBN, (4) 2 pL de resina de cannabis, (5) 3 pLASTHC e (6) 5 pL de extrato de cannabis.

Fonte: GALAND, et al., 2004.

Figura 20. Eluicdo em OPLC (optimum performance laminar chromatography) com os

efluentes isoctano e isoctano-éter dietilico (90:10, v/v).

Gl
1 2 3 4

Figura 3.0PLC de canabindides: (1) 1 pL de CBN, (2) 2 pL de resina de cannabis,
(3) 3 pLAs-THC e (4) 1 pL de CBD.

Fonte: GALAND, et al., 2004.

A Farmacopeia Alema recomenda o uso da cromatografia em camada delgada
com fase reversa (C-18) com revelacdo por Vanilina sulfdrica SR, sendo que para a

droga vegetal € necessario a utilizacdo apenas o uso de padrées de referéncia de
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CBD e A9-THCA. Quando a identificacdo for realizada com extratos de Cannabis
sativa é preconizada a utilizacdo de solugdes de referéncia de CBN, CBD e A9-THC®2,

Abaixo é apresentado na Tabela 3 os métodos analiticos para quantificacdo de
fitocanabinoides pelo método cromatografia em camada delgada®®.

Tabela 3. Métodos analiticos para quantificacdo de fitocanabinoides pelo método

cromatografia em camada delgada.

Fase mavel Fase estacionaria Revelador Analitos/padroes’

Metanol:dgua:acido acético 99%
(70:15:15) C-18 Vanilina sulfirica SR Canabinoides/CBDIAS-THC

Metanol:dgua:acido acético 99%

(B0:10:10) c-18 Vanilina sulfirica SR Canabinoides/CBDIAS-THC
Vanilina sulfirica SR CBCIAS-THCICBN/!
Metanol:acido acético 0,1%(75:15) C-18 FastBlue B CBGICBDITHCVITHCA! CBDA

Eter de petrdlen 60/90;
éter etilico (80:20) Silica gel 60 Fast blue B CBMNIAS-THCICBODITHCAICBDA

Ciclohexano:éter
isopropilico:dietilamina

(52:40:8) Silica gel 60 Fast blue B' CBMNIA9-THCICBDITHCA
Hexano:dioxana:metanol
(70:20:10) Silica gel 60 Fast blue B' CBNIAS-THCICBDITHCA
Hexano:éter etilico (30:20); Canabinoidesfimol
Hexano:dioxana (90:10) Silica gel 60 Fastblue B (1mag/miy AS-THC (200 pgimL)
Silica gel 60 CBD/A9-THC/AB-THCICBNS
Clorofdrmio (HPTLC) Fastblue B THCVICBGICBC
A)Metanal:acido acético (19:1) A)C-18 Anisaldeido; FastBlue B CBODA/CBGAICBGICED/CBMIAS-
B) Cloroférmio:metanal (19:1) B) Silica gel 60 (F254) +MaOH; UV 254 nm THCIAB-THCITHCA/CBCICBCA
Heptano:éter etilico:Acido Silica gel 60
farmico (75:25:0,3) (HPTLC) Fastblue B CBMNIA9-THCICBDITHCA
Tolueno: acetato de etila (85:5) Silica gel 60 Anisaldeido Terpenoidesflinalol/mircena
Cicloexano:acetona (1:1) Silica gel 60 Yanilina SR Terpenoides

'O valume de aplicacio é dependente das concentracbes das soluces dos padries e amostras, sendo gue a maioria
das referéncias preconiza a aplicacio de volumes da ordem de SplL.
280 mg em 20 ml de NaOH 0.1 N ou em 1 ml de dgua + 20 ml de metanal
(adicionados em seguida)

Adaptado de: DE SOUZA, 2022.

2. A cromatografia gasosa € uma técnica muito utilizada para
analise de matrizes biolégicas e extratos vegetais pela alta taxa
de confiabilidade para quantificacdes precisas através do uso de
padrées puros para calibracdo e deteccdo de ionizacdo de
chama ou espectrometria de massa. A CG é utilizada desde

1963 em experimentos com colunas apolares de borracha de
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goma de silicone SE-30 que ndo apresentaram boa resolucéo
para separacao de fitocanabinoides®*.

Uma das principais desvantagens associadas a determinacdo de
fitocanabinoides com CG esta relacionada com a temperatura da porta do injetor que
realiza a mistura antes da separacdo cromatografica e entdo ocorre a
descarboxilagdo parcial para a forma &cida, sendo necessario a etapa de
derivatizacdo’*. A CG é um método bem estabelecido, jA que a etapa da
derivatizacéo soluciona este problema®.

A Comisséo Europeia estabeleceu a cromatografia gasosa como um método
oficial para determinar o teor de A9-THC. De acordo com o estabelecido, determinada
quantidade de amostra de planta seca, com teor de umidade entre 8 e 13% € extraida
com hexano e analisada por cromatografia gasosa/detector de ionizagdo de chama
(GC-FID). A porta do injetor deve estar configurada para 300 °C e a coluna,
impregnada com uma fase apolar de fenil-metil-siloxano a 5% é fixada em 260°C. A
tolerancia para os resultados € de 0,03 g por 100 g, equivalente a 0,3% permitidos
em diversos paises (representacdo do processo no Esquema 4.). Através dessa
metodologia ocorre a evaporacao completa do solvente, e evita a perda de amostra

durante a injecéo’?.

Esquema 4. Representacdo do processo oficial de quantificagdo para determinar o teor de

A9-THC por cromatografia gasosa de acordo com a Comisséo Europeia.

teor de umidade:

Be13%
AMOSTRA
DA PLANTA
SECA

Fonte: GARCIA-VALVERDE, et al. 2022.

Como citado anteriormente, ha influéncia da temperatura de entrada do CG na
degradacédo de muitos analitos e avaliar a termolabilidade do composto pode ser
critica no processo. Conforme ocorre aumento da temperatura ha ligeiro declinio na

concentracdo de CBD, portanto a degradacao gradual do CBD com a temperatura
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gera uma reducao de até 20% da concentracao inicial quando a temperatura do
injetor € ajustada para 300 °C. Garcia-Valverde (2022) demonstra que outros
compostos aparecem gradualmente no cromatograma, conforme a temperatura
aumenta. De acordo com espectros de massa e o tempo de retengdo das moléculas,
a conversao sdo produzidos durante a volatilizagdo da amostra na porta do injetor,
tanto para o CBD como para o do A9-THC que degrada em CBN e A8-THC. A Figura
21 apresenta a degradacdo do CBD gradual (%) com o surgimento de compostos
fitocanabinoides considerados de degradacao desta molécula (A9-THC, A8-THC e
CBN)"2.

Figura 21. Efeito da temperatura de entrada no CBD, taxa de degradacdo e concentracao
de CBD, A9-THC, A8-THC e CBN expressa em uM.
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Fonte: GARCIA-VALVERDE, et al. 2022.

A Policia Cientifica de Curitiba em parceria com a Universidade Estadual de
Maringa, realizaram analises da composicdo e do comportamento térmico da
Cannabis sativa através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com solvente polar e apolar. A coluna capilar tinha a dimensédo de 30m x
0,25mm x 0,25m e o gas de arraste utilizado foi o Hélio. O forno permaneceu na
temperatura de 200 °C por 0,5 minuto, e apds depois 40 °C/min até alcancar a
temperatura de 230 °C e 30 °C/min até alcancar a temperatura de 290 °C, totalizando

4,75 minutos e os eluentes utilizados foram metanol e n-hexano. Apés a analise dos
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extratos foi possivel verificar a necessidade da derivatizacao para quantificacéo exata
dos fitocanabinoides acidos e neutros®4.

3. O método mais completo e eficaz para identificacdo é o HPLC.
Assim como todos os produtos de origem vegetal, a
complexidade das moléculas da Cannabis necessita que seja
realizada a otimizacao das condi¢des de separacdo da amostra,
permitindo que o HPLC seja a técnica frequentemente aplicada
para a andlise de compostos fendlicos em extratos vegetais. A
extracdo por HPLC evita a decomposicao da amostra, pois o
processo € realizado a temperatura ambiente permitindo a
andlise direta dos fitocanabinoides acidos na amostra extraida®®.

Brighenti et al. (2017) realizaram uma série de experimentos com variados
tipos de extracdes utilizando esta técnica para a identificacdo dos principais
fitocanabinoides presentes na amostra de Cannabis sativa L. Um ponto importante
dessa série de experimentos foi a padronizacao das condi¢des para a analise. Como
resultado dos experimentos, avaliaram que a cromatografia em coluna C18, com
metanol, acetonitrila ou tamponado usado como eluente de solvente forte e acido
citrico como o fraco, € uma excelente técnica para a andlise de fitocanabinoides e
gque o uso de uma fase movel acida melhora o desempenho da separacao,
melhorando o formato de pico com uma resolucao aprimorada, principalmente para
os fitocanabinoides acidos®®.

As técnicas de extracdo utilizadas nos experimentos foram maceracao
dindmica, extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas e
extracdo com fluido supercritico. A quantificacéo dos fitocanabinoides extraidos por
todas as técnicas foram identificados por meio de HPLC, demonstrando que a melhor
extracdo ocorreu por maceracao dindmica com etanol em temperatura ambiente por

15 minutos, conforme demonstrado na Figura 2256,
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Figura 22. Comparacao do rendimento de extracdo (mg/g) das moléculas do canhamo
através de diferentes técnicas de extracdo. DM (maceracao dinamica), UEA (extracdo assistida por

ultrassom), MAE (extragdo assistida por micro-ondas), SFE (extracdo com fluido supercritico).

EDM WBUAE MAE SFE

30 -

u

CBDA CBGA CBD

Fonte: BRIGHENTI, et al., 2017.

Uma analise de amostra de medicamento a base de extrato de Cannabis com
alta concentracdo de A9-THC extraido através de bubble hash foi realizada em trés
diferentes colunas de modo misto repletas de particulas de carbono/nano
diamante/polimero de amina superficialmente porosas. As fases estacionarias eram
compostas por uma fase reversa de troca aniénica fraca (C18), uma fase reversa de
troca anibnica forte (amina quaternaria) e uma fase de ligacdo HILIC. A coluna de
modo misto de fase reversa (C18) com fases moveis acidas reteve fortemente o A9-
THCA, A9-THC na forma acida. Em condi¢des basicas e polares, o A9-THCA foi
fortemente retido na coluna de modo misto de troca anibnica forte de fase reversa e
a coluna HILIC com fases méveis basicas reteve fitocanabinoides polares mais
fortemente do que 0s neutros®*.

Segundo Rovetto e Aieta, (2017), o rendimento da extracao € altamente
dependente da presséo e da composicéo inicial do material vegetal. A pressdo mais
alta oferece condicé@o cinética mais eficiente para a extragdo dos fitocanabinoides
com alta taxa de extrag&o inicial, solubilidade aparente e rendimento total. No estudo
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realizado os melhores resultados foram observados em 34 MPa e 328 K se nenhum

cossolvente for utilizado®’.

5.5 Controle de qualidade

A partir da certificacdo das Boas Praticas de Fabricacédo da unidade fabril e dos
parametros de qualidade, a RDC 327/2019, ANVISA, estabeleceu a categoria de
“Produtos de Cannabis” e tornou possivel a sua producdo a partir obtencdo da
Autorizacao Sanitaria de forma simplificada. Em complemento, o Guia de Estudo de
Estabilidade n°28/2019, ANVISA, regulamentou a realizacdo de estudos de
estabilidade, que tem por objetivo selecionar formulacées e embalagens adequadas
que proporcionem a estabilidade do produto. Além disso, juntamente com os estudos
de longa duracdo, ajudam a determinar a vida Util e as condi¢bes adequadas de
armazenamento’s.

Se utilizando do estudo de estabilidade acelerada, Rastely (2016, analisou
amostras de extratos de Cannabis sativa armazenadas por 5 meses com
temperaturas entre 5 °C e 25 °C, com e sem luz a LED. Os resultados deste estudo
indicaram uma degradagao gradual dos extratos com perdas de 34% de A9-THC e
82% de CBD apds cinco meses. As formas acidas foram totalmente degradadas apos
trés meses em todas as condicbes de armazenamento. A luz e a temperatura
impactaram na degradacédo dos fitocanabinoides principalmente para o A9-THC
quando exposto a luz e a 25 °C. O CBD se degradou na auséncia de luz e temperatura
de 25 °C. A partir destes resultados houve a recomendacgao de que os extratos ricos
em A9-THC devem ser armazenados a baixas temperaturas e protegidos da luz, e os
ricos em CBD armazenados a baixas temperaturas e com luz. Apos o periodo de 150
dias de armazenamento, todos o0s extratos tiveram uma diminuicdo de 50% da
concentracéo, necessitando de ajustes na dosagem. Outro ponto importante avaliado
foi a estabilidade dos fitocanabinoides em funcéo dos excipientes utilizados, azeite e
triglicerideos de cadeia média (MCT - tipo de 6leo de coco livre de acidos graxos de
cadeia longa). Quando o excipiente utilizado foi o azeite, os extratos com
concentragcdes semelhantes de A9-THC e CBD, apresentaram maior degradagéo do
A9-THC. A maior protecao promovida pelo MCT, foi justificada pelo fato dele ser um
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acido graxo na forma de triacilglicerol, e quando oxidado liberou acidos graxos livres,
e forneceu maior protecdo ao A9-THC*®®,

Devido a complexidade molecular da Cannabis com variadas concentrac¢des de
fitocanabinoides é necessério analisar a identidade da cepa, composi¢do quantitativa
dos fitocanabinoides e se houve exposicdo minima de contaminantes’4. Assim, além
desses testes, o “Guia para a Condugao de Estudos nao Clinicos de Toxicologia e
Seguranga Farmacoldgica necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos”,
aplicavel a medicamentos fitoterdpicos, também preconiza a necessidade de definir
0S parametros a serem seguidos para ensaios nao clinicos e clinicos de seguranca e
eficacia’.

Relatos de recalls devido a contaminacgéao e rotulagem incorreta da composicao
dos fitocanabinoides em paises onde a venda de produtos derivados de Cannabis é
permitida, como Canada e alguns estados dos Estados Unidos da América, mostram
a necessidade de se que sejam estabelecidos os padrdes de controle de qualidade
dos produtos. Diante desse cenario, a FDA refor¢cou publicamente a necessidade de
pesquisas para coletar dados sobre o uso médico seguro e eficaz de produtos a base
de Cannabis na totalidade ou isolados. O controle da qualidade desses produtos
precisa ser rigoroso e abranger atributos de qualidade como identidade, composicéo
e pureza. Além disso, com definicdo das técnicas que serdo utilizadas para prevenir
danos ao paciente exposto a produtos de qualidade inferior, contaminados ou
adulterados’.

No Brasil, a RDC n° 660 de 30 de marco de 2022 permite que pessoas fisicas
obtenham permisséo individual para importacado de produtos derivados de Cannabis
para uso proprio, mediante prescricdo. Os produtos importados além de apresentar
custo elevado, muitos deles néo séo registrados como medicamentos nos paises de
origem. Desta forma, esses produtos ndo possuem garantias de que foram fabricados
em conformidade com as Boas Préticas de Fabricagdo ou que tenham seus
parametros relevantes de qualidade monitorados’®.

A grande disparidade entre as diretrizes adotadas pelos paises proporciona
desafios ao estabelecer especificacées para os atributos de qualidade dos produtos
derivados de Cannabis. Em consequéncia, além de ndo ser possivel assegurar aos
pacientes que deles fazem uso os efeitos terapéuticos esperados, também podem ser
dispensados sem a avaliagcdo da qualidade, seguranca e eficacia pela autoridade

sanitaria competente, no caso do Brasil, a ANVISA%?. De acordo com De Souza,
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2022%3, o uso da Cannabis sativa pode provocar diversos efeitos adversos como
sonoléncia, tontura, desorientacdo, euforia e boca seca. Portanto, o perfil de
seguranca dos produtos desenvolvidos precisa de evidéncias sobre a qualidade e
perfil de seguranca. Aspectos como a definicAo de parametros adequados de
identidade, teor e pureza sdo de extrema importancia para prevenir 0S riscos
associados a exposicao dos pacientes a produtos de baixa qualidade, adulterados ou
contaminados.

Conforme descrito na RDC 26/2014 da ANVISA’’, os extratos artesanais de
Cannabis sativa sao classificados como derivado vegetal, ou seja, produtos obtidos a
partir da extracdo da planta medicinal fresca ou da droga vegetal, que contém as
substancias responsaveis pela acao terapéutica, podendo se apresentar nas formas
de extrato, 6leo fixo e volatil, cera, exsudato ou outras formas farmacéuticas. Quando
o derivado vegetal for utilizado na fabricacdo do medicamento fitoterapico deve ser
apresentado laudo de analise do derivado vegetal, indicando o método utilizado,
especificacao e resultados obtidos dos ensaios realizados para um lote do extrato. Os
ensaios a serem realizados sao:

1) Proporcédo dos solventes e excipientes utilizados na extracdo do
derivado;

2) Definicédo da relacédo aproximada da droga vegetal/derivado vegetal,

3) Testes de pureza e integridade: determinacdo de metais pesados,
determinacao de residuos de agrotoxicos e afins, determinacéo de
residuos de solventes (para extratos que nédo sejam obtidos com etanol
e/ou 4gua), determinacdo de contaminantes microbiolégicos,
determinacao de micotoxinas quando houver relatos da contaminacgao
da espécie por micotoxinas;

4) Método para eliminagdo de contaminantes, quando empregado, e a
pesquisa de eventuais alteracoes;

5) Caracterizacgao fisico-quimica do derivado vegetal, incluindo a
caracterizacao, residuo seco, pH, teor alcodlico e densidade relativa
para extratos fluidos;

6) Determinacdo de 4gua, solubilidade e densidade aparente para

extratos secos;
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7) Determinacdo da densidade, indice de refracdo e rotacéo Optica para
Oleos essenciais e determinacao do indice de acidez, de ésteres e de
iodo para Oleos fixos;

8) Perfil cromatografico, acompanhado da respectiva imagem em arquivo
eletrbnico, com compara¢ao que possa garantir a identidade do
derivado vegetal,

9) Andlise quantitativa dos marcadores ou controle biolégico.

Complementando o monitoramento qualitativo do perfil de constituintes
quimicos para assegurar a autenticidade e pureza do material, outra importante
analise necessaria para o controle de qualidade de produtos de Cannabis trata dos
aspectos morfol6gicos macroscopicos e microscopicos da planta. Para a classificacdo
em taxonomia vegetal a estrutura floral da Cannabis é o principal elemento a ser
analisado, e para a analise microscopica, a morfologia dos tricomas glandulares sao
elementos diagnoésticos da espécie®3.

Na avaliagdo dos aspectos macroscépicos deve ser considerado que a
Cannabis € uma herbacea anual, com uma raiz principal que se ramifica lateralmente
com 30 a 40 cm de profundidade em solo e até 2,5 m de profundidade vertical. Sdo
dioicas (flores masculinas e femininas ocorrem em plantas separadas) e raramente
monoicas (flores masculinas e femininas ocorrem na mesma planta). Outras
caracteristicas importantes que devem ser avaliadas sao: tronco, folhas, folheto,
inflorescéncias estaminadas masculinas, flores masculinas, inflorescéncias pistiladas
femininas, flores femininas e aquénios. As folhas e inflorescéncias sé@o a caracteristica
mais conhecida da Cannabis e de mais facil visualizagdo, com folhas contendo
margens serrilhadas no formato finos a mais grossos, Figura 23. A inflorescéncia
possui coloragéo verde, podendo ser roxo, vermelho e/ou manchado ou listrado. Séo
densamente cobertas por tricomas capitados, com margens serrilhadas ou inteiras,
Figura 2478,



Figura 23. Folha da Cannabis.

Fonte: AMERICAN HERBAL PHARMACOPEIA, 2014.

Figura 24. Inflorescéncia da Cannabis.

Fonte: AMERICAN HERBAL PHARMACOPEIA, 2014.

70



71

Microscopicamente, a morfologia dos tricomas glandulares presentes nas
bracteas e bractéolas € um dos principais elementos diagndsticos da espécie. Trés
tipos principais de tricomas glandulares podem ser observados: tricomas sésseis,
tricomas glandulares bulbosos e tricomas pedunculados, sendo os glandulares e
pedunculados os mais presentes nas inflorescéncias femininas®3.

Na proposta de desenvolvimento de monografia farmacopeica de
inflorescéncias de Cannabis sativa L., De Souza (2022), relatou as descrigées das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas relevantes para identificacdo da droga
vegetal. As amostras utilizadas neste estudo foram disponibilizadas pela Policia
Federal do Rio Grande do Sul. Na analise macroscoépica foi visualizado a forma,
tamanho, cor, aspecto da superficie e textura da amostra como um todo. Para a
analise microscopica, os materiais foram hidratados em dgua morna e apés hidratacéo
e amolecimento, foram realizados os cortes histolégicos ou separacao das estruturas
de interesse. Abaixo segue as principais caracteristicas macroscopicas e
microscoépicas observadas no estudo e que estdo de acordo com as Farmacopeias
existentes. As estruturas estdo representadas na Figura 2553,

A. Andlise macroscopica:

1. Inflorescéncias pistiladas secas: compactas, glomeruliformes, de
coloracdo esverdeada, medindo de 4 a 6 cm de comprimento e largura
semelhante, apresentando bracteas ligeiramente salientes;

2. Bracteas: formato lanceolado semelhante as folhas, bordas lisas a
levemente serrilhadas, podendo ser simples ou recortadas, até
visivelmente tripartidas, medindo de 7 a 12 mm de comprimento,
coloracdo verde, com tonalidades medianas até mais escuras.
Superficie recoberta por tricomas glandulares resinosos, de pedicelos
curtos a longos, e tricomas nao glandulares simples;

3. Bractéolas: ovaladas, apice afilado, bordas inteiras, medindo cerca de 3
a 5 mm. Coloracdo verde clara a verde amarelada. Densamente
recobertas por tricomas glandulares resinosos;

4. Flores femininas: ocorrem em pares, envolta em sua base por uma
bractéola. Cada flor mede cerca de 5 a 10 mm de comprimento total e é
constituida por um ovario unilocular, de coloracdo esbranquicada,

medindo cerca de 1 a 2 mm, continuado por duas ramificacdes
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estigmaticas filiformes, de coloracdo alaranjada a amarronzada,
medindo cerca de 3 a 7 mm de comprimento cada. Superficie
densamente recoberta por papilas estigmaticas.

B. Andlise microscépica:

1. Epiderme adaxial das bracteas: composta por células poligonais,
apresentando estrias epicuticulares; tricomas tectores curtos
unicelulares, de formato conico e curvo, contendo inclusdes cistoliticas
em sua base; e tricomas multicelulares pedunculados;

2. Face abaxial: presenca de tricomas tectores longos unicelulares de
paredes espessadas de formato reto ou levemente curvado, podendo
apresentar uma inclus@o cistolitica na base. Presenca de tricomas
glandulares com cabecas multicelulares, com células secretérias
dispostas radialmente, e pedicelo pluricelular e plurisseriado. Presenca
de tricomas glandulares sésseis com cabecas multicelulares
semelhantes as dos tricomas pedunculados, e pequenos tricomas
glandulares bulbosos.

3. RamificacBes estigmaticas das flores femininas: recobertas por diversas
papilas de paredes finas e formato cilindrico com apice arredondado.

Presenca de papilas estigméticas destacadas.
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Figura 25. Aspectos macroscopicos, microscépicos e microscépicos do poé de Cannabis sativa.
Legenda: A - aspecto geral da inflorescéncia feminina: bractea. B - Aspecto geral de bracteas da
inflorescéncia feminina. C - Aspecto geral de bractéolas da inflorescéncia feminina; D - aspecto geral
de flor feminina: proje¢des estigmaticas; bractéola. E - Extremidade de uma bractéola observada em
microscopia optica: tricomas glandulares. F - Flor feminina observada em microscopia 6ptica: ovario,
projecdes estigmaticas; bractéola; tricomas tectores e tricomas glandulares da bractéola. F1 - detalhe
das papilas estigmaticas. G - Detalhe da face adaxial da epiderme de uma bractea da inflorescéncia,
em vista frontal, mostrando células epidérmicas com estrias epicuticulares e tricoma curto com cistdlito.
H - tricomas e inclusdes soélidas de uma bractea; H1- tricoma simples unicelular, de paredes
espessadas; H2 - tricoma simples unicelular, de paredes mais finas; H3 - tricoma simples, longo, com
um cistélito basal; H4 - tricoma simples, curto, com um cistélito grande; H5- tricoma glandular bulboso
com cabeca unicelular; H6 - tricoma glandular com pedicelo longo, pluricelular e plurisseriado; H7 -
tricoma glandular com pedicelo curto, pluricelular e plurisseriado; H8 - cabeca de tricoma glandular em
vista frontal; H9 - tricoma glandular séssil; H10 - cistélito de carbonato de célcio; H11 - cristais de oxalato

de calcio (drusas).

Fonte: DE SOUZA, 2022.
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5.6 Viabilidade econbmica

Para entender a possibilidade de se gerar lucro e retorno financeiro positivo
com os produtos desenvolvidos a partir da Cannabis, inicialmente, deve ser citado que
0 esteredtipo negativo relacionado ao uso desta planta foi responsével por
regulamentacdes restritivas e barreiras burocraticas que culminaram na limitacao de
recursos dedicados a sua pesquisa cientifica, desenvolvimento e comercializacao.

Entretanto, nos ultimos anos, em razdo da maior compreensao sobre 0s
motivos que levaram a esse estereétipo, bem como do potencial terapéutico da
Cannabis, houve um expressivo aumento de movimentos de conscientiza¢cdo sobre
0s seus beneficios medicinais, e consequentemente avancos e mudancas nas leis e
regulamentacdes’®.

No Brasil, para entender a trajetéria do uso terapéutico da Cannabis é
importante analisar o historico da legislacdo regulatéria, que se inicia com a Portaria
344/98. Por meio desta Portaria a Cannabis foi inserida na lista das plantas e
substancias quimicas sob controle especial e 0 seu uso foi proibido. Em complemento,
em 2006 a Lei de Drogas n°® 11.343 prescreve medidas para prevencédo do uso
indevido de drogas, entre elas a Cannabis. Além disso, foram estabelecidas as
medidas de atencdo e reinsercdo social de usuarios e dependentes de drogas, as
normas para repressao a producao nao autorizada e ao trafico ilicito de drogas, bem
como a definicdo dos crimes80:8?,

Em direcdo contraria, em 2014, buscando a conscientizagdo sobre o uso
terapéutico do canabidiol, o Conselho Federal de Medicina (CFM) publicou a
resolucao n° 2.113 orientando sobre as possibilidades de sua prescricdo. Assim, em
2015, a ANVISA atualizou a RDC n°344/98 incluindo o canabidiol na lista de
substancias sujeitas a controle especial, possibilitando a sua prescrigdo com receita
em duas vias e implementou a RDC n° 17 que autoriza a pessoa fisica a importar, em
carater de excepcionalidade, produtos a base de canabidiol em associagdo com
outros fitocanabinoides para uso proprio, mediante prescricdo de médico legalmente
habilitado. Em 2019 a ANVISA publicou a RDC n° 327 estabelecendo regras para a
concessdo de autorizagdo sanitaria para producdo e comercializagdo no Brasil de
produtos derivados de Cannabis82:83:84,
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Em seguida, de forma mais rapida diversas resolucdes foram estabelecidas
pela ANVISA com o propésito de regulamentar de forma mais efetiva a producéo e
importacédo do canabidiol848586:87,

e Revisdo RDC n°327/19: a Anvisa d& inicio ao processo participativo de revisdo
da norma nos aspectos de incorporacdo de novas vias de administracdo dos
produtos; regularizacdo da situacédo das farmacias de manipulacdo e inclusao
da odontologia como especialidade com possibilidade de prescricdo; a
reconfiguragao dos limites de A9-THC.

e RDC N° 335/20: dispdes sobre a importacdo de produtos a base de Cannabis
tem seus critérios e burocracias simplificados;

e RDC n° 570/21: altera alguns artigos da RDC 335 e automatiza 0s processos
de importacao feito por pessoas fisicas;

e RDC n°659/22: dispde sobre o controle para a importacéo e a exportacdo, com
qualquer finalidade, de substancias, plantas e medicamentos sujeitos a controle
especial, bem como define os critérios para a concessdo de Autorizacao
Especial Simplificada para Instituicdo de Ensino e Pesquisa;

Seguido das resolucdes publicadas pela Anvisa, o CFM publicou uma
atualizacdo da resolucdo n° 2113/14 por meio da resolucdo n°® 2.324/22, gerando
confusdo com as prescricées e condicdes médicas, sendo retificada logo em seguida
devido as criticas de pacientes e profissionais®®.

Em 2023, na Camara e no Senado Federal foram apresentados Projetos de Lei
com o objetivo de regulamentar o fornecimento de derivados da Cannabis pelo SUS™°.
Assim, o Projeto de Lei 481/23 cria a politica nacional de fornecimento gratuito de
medicamentos formulados de derivado vegetal a base de canabidiol, em associacao
com outras substancias canabinoides, incluindo o tetrahidrocanabinol, nas unidades
de saude publicas e privadas conveniadas ao Sistema Unico de Satde — SUS®. Um
exemplo da distribuicdo gratuita de medicamentos a base de canabidiol é a que
acontece no estado de Sao Paulo para pacientes que fazem tratamento para as
sindromes de Dravet, Lennox-Gastaut e Esclerose Tuberosa®.

Para o tratamento das demais patologias o acesso aos medicamentos
contendo canabidiol € possivel por meio de duas formas, importacdo ou compra direta
em drogarias e farmacias. Também, é possivel adquirir produtos nacionais produzidos
por associacdes, que normalmente sdo compostas por pacientes, familiares e

profissionais de saude.
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Em razdo do alto custo dos medicamentos contendo canabidiol, atualmente
existem no Brasil 16 associacdes com autorizacdo judicial para o cultivo da planta e
fornecimento aos associados. Assim, a importacdo e compra em territério nacional €
possivel para uma pequena parcela de pacientes, a maioria dos pacientes tem o
acesso mais facilitado nas associacdes e no auto cultivo, sendo este possivel apés
acao judicial’.

Hoje, no Brasil, 35 produtos a base de Cannabis medicinal estdo disponiveis
em farmécias e drogarias, mais de 1600 importacdes ja foram realizadas e 87 produtos
sdo disponibilizados por associa¢des. Quanto as acdes judiciais que requerem 0O
acesso aos medicamentos por meio dos municipios, dos estados e da unido, de
acordo com o Anuario da Cannabis Medicinal Kaya Mind, no primeiro semestre de
2023 foram fornecidos produtos a base de Cannabis no valor total de R$41 milhdes
de reais. Em relacdo a projecdo neste mercado da Cannabis o crescimento tem
aumentado de forma expressiva ao longo dos anos conforme Figura 26 e projeta que

no ano de 2024 seja de aproximadamente R$1 bilhdo de reais’®.

Figura 26. Tamanho do mercado de Cannabis medicinal no Brasil.
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Fonte: RISCALA, 2024.
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O Anuario da Cannabis Medicinal Kaya Mind também identificou a quantidade
de pessoas que podem ser beneficiadas com o uso de terapias a base de Cannabis e
o resultado foi de 6,9 milhbes de pessoas podem ser tratadas para 23 tipos de
condi¢cdes médicas, sendo que as principais indicacdes sdo ansiedade, transtorno do
espectro autista e epilepsia, além de patologias denominadas transversais como dor
e estresse’®.

Relacionando a oportunidade de uso desta terapia das patologias citadas
acima, verificamos que o efeito entourage tem papel fundamental na combinacéo de
efeitos com os fitocanabinoides presentes na Cannabis. Como citado anteriormente,
0s principais terpenos encontrados na Cannabis possuem atividades antipsicoticas,
antioxidantes, analgésicas, anti-inflamatorias, sedativas, relaxantes musculares e
anticancerigenas  (mirceno) e efeitos  gastroprotetores,  analgésicos,
anticancerigenos, antifingicos, antibacterianos, antidepressivos, anti-inflamatorios,
antioxidantes, ansioliticos, analgésicos, neuro protetores, e possui um alto indice de
seletividade contra o virus herpes simples tipo em estudos in vitro (3-cariofileno).

Em outros paises, a matéria prima resultante da Cannabis tem um alto potencial
para diversos setores da economia, e esse mercado ja € visto por investidores como
um negdcio promissor para médio e longo prazo?®. As diferentes possibilidades de uso
da Cannabis, que ja estédo disponiveis para diversos setores sdo as seguintes:

e Como suplemento alimentar: sementes de canhamo;

e Em bebidas a base de cannabis: a Ambev criou a Fluent Beverage, que
produzira bebidas derivadas da Cannabis. Entre os produtos nos quais serao
incorporados a Cannabis estdo; chas, cafés e bebidas para praticantes de
esportes. O canabidiol também podera ser adicionado em cervejas, vinhos e
coquetéis;

e Na construcao civil: o canhamo pode ser usado como mistura para concreto e
consequentemente na fabricagcéo de blocos, tendo como vantagens o fato de
ser uma mateéria-prima renovavel; possuir elevadas propriedades térmicas, ter
boa sinergia com outros materiais e ser reciclavel/reutilizavel;

e Na fabricacédo de fibras para tecidos: o canhamo possui uma resisténcia oito
vezes maior e uma durabilidade quatro vezes maior em relacdo ao algodéao; e
como possui boa maleabilidade, pode ser beneficiado em diversos niveis, da

lona ao tecido fino.
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e No setor de cosméticos: empresas como Avon e Palmolive ja possuem
patentes de produtos usuais que utilizam a cannabis em sua composicao.

A flexibilizacdo do uso e cultivo, que ja acontece em alguns paises, se mostrou
como um importante impulsionador do mercado da Cannabis. Em 2020, nos EUA, o
cultivo da Cannabis jA se apresentava em quinto lugar. Em valor de mercado
ultrapassou o cultivo de algodao, arroz e amendoim, gerando 6,2 bilh6es de ddlares
em receitas®'.

Diante do que foi apresentado, a viabilidade econdmica do beneficiamento da
Cannabis como matéria prima e o desenvolvimento de produtos obtidos a partir desta
planta se mostra relevante. Também, a partir do maior conhecimento sobre as
propriedades da Cannabis, e todos 0s seus possiveis usos que possam vir a serem

estabelecidos, o0 mercado se mostra promissor®:.
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6 CONCLUSOES

Considerando a importancia do efeito entourage entre os fitocanabinoides e

terpenos na terapéutica com a Cannabis, neste estudo foram avaliados os melhores

processos tanto de plantio, armazenamento, obtencdo e quantificacdo dos

componentes quimicos para preservar e garantir o perfil bioquimico das

inflorescéncias selecionadas. Assim, foi possivel concluir:

1)

2)

Para o cultivo indoor é necessario que a Cannabis seja exposta a um dia
artificial de outono e a floracdo seja induzida em um regime de 12 horas/dia e
12 horas/noite. Se o plantio for feito em climas temperados, as sementes
podem ser semeadas ao ar livre na primavera, com germinagao ocorrendo em
3 a7 dias. Emrelacdo ao clima, plantacbes em regides ensolaradas e quentes
ha maior biossintese de A9-THC, regides com clima nublado e frio favorecem
alto teor de CBD, e verdes frescos causam a reducdo do teor total de
fitocanabinoides. Em contrapartida, condi¢cdes climaticas secas e ventosas
aumentam a concentracao dos fitocanabinoides. Um ponto importante durante
o plantio é que a fertilizagdo abundante com nitrogénio diminui o teor de A9-
THC. Considerando o efeito entourage é importante destacar que corte de
ramos inferiores também altera o perfil quimico dos fitocanabinoides e
terpenos como CBG, A9-THC, mirceno, cisocimeno e b-cariofileno, sendo um
fator importante para o objetivo dos efeitos terapéuticos esperados.

Os perfis de metabdlitos secundarios da Cannabis também sofrem alteracdes
apos a colheita, nos processos de secagem, extragdo e armazenamento, sendo
um desafio para produtores. A recomendacdo segundo a FDA é que a
biomassa de Cannabis gerada seja armazenada em tambores, aprovados pela
FDA, feitos de fibra, selados, com sacos de polietileno, em temperaturas entre
18 °C a 20 °C por curto prazo de armazenamento. Quando ha necessidade de
armazenamento a longo prazo, recomenda-se 0 armazenamento em freezer a
-10 °C. Adicionalmente a recomendacao da FDA, extratos ricos em A9-THC
devem ser armazenados em baixas temperaturas ao abrigo de luz, e quando
ricos em CBD armazenados a baixas temperaturas com luz. A temperatura

pode apresentar efeitos na qualidade do produto final em relacdo a
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4)
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concentracdo de fitocanabinoides e terpenos, impactando o efeito entourage
pela alteracdo da concentracdo dos compostos presentes na Cannabis.

A Cannabis sativa € uma planta com grande complexidade devido a variedade de
moléculas com diferentes quimios afinidades e diferentes sensibilidades aos
parametros dos processos de extracdo, gerando produtos finais com diversas
concentracdes. A técnica mais apropriada para a preservar os fitocanabinoides e
terpenos presentes na amostra é através do fluido supercritico pois além de ser uma
estratégia promissora para melhorar a qualidade final de produtos farmacéuticos é
uma tecnologia que pode ser utilizada em larga escala, apesar de ter desvantagens
em relacdo ao custo da instalacdo do equipamento, questfes relacionadas a
seguranca e leis que regulam os residuos gerados. Como os fitocanabinoides
neutros sdo de natureza apolar com alto peso molecular, mas os
fitocanabinoides &cidos sédo polares, € necessario que seja adicionado
cossolvente como etanol, acetato de etila e diclorometano. A descarboxilagéo
ocorre em temperaturas entre 100 e 150 °C e a condi¢cao adequada na extracao
por SFE ocorre a 600 bar a 35 °C durante 4 horas, sendo finalizado com
precipitacdo etandlica a -20 °C por 24 horas e posterior remo¢do do material
ceroso por filtracdo. A maceracgdo dindmica também é uma técnica de extragéo
apropriada porque evita a descarboxilagédo. O processo quando realizado por
45 minutos, com etanol como solvente a temperatura ambiente extrai alto teor
de CBD. Esse tipo de extracdo € utilizado por associacdes e para auto cultivo
na producgdo de extratos artesanais. O solvente de escolha € azeite ou 6leo de
coco pois esses Oleos vegetais preservam o0s terpenos devido a nao
evaporacao sob aquecimento prolongado, também sendo um ponto importante
para a manutencao do efeito entourage.

Devido a complexidade em relacdo as moléculas presentes na Cannabis, ja

citado anteriormente, para a quantificacao dos fitocanabinoides presentes na

amostra, a extracédo por HPLC é o método mais eficaz ja que evita o processo

de descarboxilagéo, quantificando os fitocanabinoides e terpenos de forma

confiavel e eficaz. A cromatografia de alta eficiéncia em coluna C18, com

metanol, acetonitrila ou tamponado utilizados como eluente de solvente forte

e acido citrico como fraco, demonstrou eficacia para a quantificagdo dos

fitocanabinoides. O uso da fase mével acida melhora o desempenho da

separacao pois o formato de pico fica com melhor resolucéo, principalmente
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para os fitocanabinoides acidos. Colunas de modo misto com particulas de

carbono/nano diamante/polimero de amina superficialmente porosa com fase

estacionaria composta por fase reversa de troca anidnica fraca (C18) fase

reversa de troca anionica forte (amina quaternéria) e fase de ligacdo HILIC

retém fortemente o A9-THCA. Em relacéo a pressdo empregada, uma pressao

alta propicia uma condicao cinética mais eficiente, com alta taxa de extracao

dos fitocanabinoides, solubilidade e rendimento. Esse resultado é observado

em pressao a 34 MPa e 328 K caso néo seja utilizado cossolventes.

Os atributos de qualidade cientifica e padrdes da Cannabis estéo relacionados

a realizacdo de varias metodologias. Por meio de métodos analiticos

adequados estabelecer a identidade do material e diferenciar espécies

parecidas que podem ser utilizadas como adulterantes, assim como identificar

a inflorescéncia da Cannabis. Para a determinacdo da composicdo da

inflorescéncia usar de testes quantitativos, como cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa (GC) e especificagdes de qualidade

para limitar o conteddo de contaminantes comuns encontrados na Cannabis.

Alguns atributos adicionais de qualidade do produto final sdo o uso de

materiais de referéncia para o seu preparo e a definicho das melhores

condicBes de embalagem e armazenamento. Visto que, o armazenamento dos

Oleos ricos em CBD o armazenamento deve ocorrer a baixas temperaturas,

com luz, e caso esses Oleos sejam administrados apés 150 dias de

armazenamento, como os teores dos fitocanabinoides diminuem cerca de

50%, é necessério o0 ajuste da dose prescrita. Em relagédo aos 6leos com alto

teor de A9-THC, estes devem ser armazenados em baixas temperaturas, ao

abrigo de luz.

O esteredtipo negativo relacionado ao uso da Cannabis como tratamento
medicinal foi responsavel pela limitacdo de recursos dedicados a sua pesquisa
cientifica, desenvolvimento e comercializacdo. A maior compreensao sobre os
pontos que foram responsaveis pelo esteredtipo negativo do uso da Cannabis
aliado a maior compreensédo sobre o potencial terapéutico e 0 aumento das
pesquisas sobre o assunto gerou aumento conscientizagcdo sobre os seus
beneficios medicinais, e consequentemente avancos e mudancas nas leis e
regulamentacdes. Por meio do movimento que gerou essas mudancas mais

pacientes tém acesso a produtos a base de Cannabis, seja através de
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importacdo, compra em drogarias ou através de associacdes em um mercado
nacional que projeta atingir R$1 bilh&o de reais em 2024.

Por fim, vale destacar que somente no Brasil aproximadamente 6,9
milhdes de pessoas que necessitam de tratamento para 23 tipos de condi¢gbes
meédicas de dificil tratamento, entre elas a ansiedade, o transtorno do espectro
autista e epilepsia, além de patologias conhecidas como transversais, como dor
e estresse, podem se beneficiar do efeito entourage presente na Cannabis. Isto
porque, os terpenos encontrados na Cannabis possuem importantes atividades
terapéuticas que complementam os efeitos dos fitocanabinoides, tais como:
antioxidante, analgésica, anti-inflamatoria, sedativa, relaxante muscular,

antidepressiva, ansiolitica e neuro protetora.
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