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Dedico essa dissertagdo ao “paciente zero” da Associacdo Terapéutica Cannabis
Medicinal “Flor da Vida”, Eduardo, que junto com milhares de outros pacientes, sensibilizam
toda a sociedade com o progresso no tratamento a base de maconha para questdes graves, as
quais nao possuem resultados expressivos através de tratamentos convencionais conhecidos
pela medicina até entdo. Pacientes como o Eduardo fazem despertar o olhar para o potencial
terapéutico da maconha, rompendo com preconceitos € o conservadorismo proibicionista,
abrindo caminhos para avancarmos enquanto sociedade e alcangar o futuro que queremos, com
o fim do encarceramento em massa das populagdes negra e periférica, além de proporcionar
reparagdes sociais em todas as areas que foram afetadas pelo proibicionismo, o qual vigorou
desde o inicio do século XX, adentrando no século XXI e ainda estd em vigor para grupos

marginalizados da nossa populagao.

Eduardo e tantos outros pacientes iniciaram um movimento em plena expansao, cujo
alcance ¢ grandioso e indetermindvel, movimento esse que leva alivio a dor de milhares de

pessoas através do acesso ao tratamento extremamente eficaz presente em uma planta proibida.

O beneficio a ciéncia proporcionado pela parceria entre Associagdo “Flor da Vida” e
FCF-UNESP ¢ imenso ao mesmo tempo que ¢ apenas um pequeno gesto dentro de todo o

altruismo e a¢des de solidariedade desempenhadas pelos seus colaboradores.

O “paciente zero” - Eduardo - comecou uma verdadeira revolugdo, uma “corrente do
bem”, que sensibilizou ndo s6 seus familiares e pessoas proximas, mas também autoridades da
justica, diversas entidades, instituicdes e instancias, que tiveram que se dobrar perante o
beneficio nunca visto em outros medicamentos e tratamentos de questdes raras. A produgao do
6leo medicinal de maconha da “Flor da Vida” foi obtida inicialmente através de procedimentos
artesanais e tradicionais de preparo de medicamentos caseiros com plantas, pela associagao
entre cultivadores experientes e familiares de pacientes com essas condi¢des, em uma busca
desesperada por um remédio que fosse capaz de trazer algum beneficio terapéutico. Essa luta
pelo direito a qualidade de vida proporcionada pelo uso do 6leo medicinal “Edward” inspira a
cada dia os colaboradores da Associagdo “Flor da Vida” a expandir essa corrente cada vez mais,
entregando tratamento de qualidade para quem necessita, se fortalecendo a cada dia como uma
Organizagdo da Sociedade Civil referéncia em filantropia, cujas agdes causam verdadeiro
fascinio, encantamento e comog¢ao em todas as pessoas que passam a conhecer sua historia, que
comegou com a historia do Eduardo, e hoje ¢ a historia de dignidade sendo levada para quem

vivia distante dela.
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ApOs a sua prisio, e entre as suas primeiras declaracoes feitas a imprensa, Gilberto
Gil declarou que: “Gostava da maconha e que seu uso nio lhe fazia mal, e nem lhe levava

a fazer o mal”.

Em juizo Gilberto Gil declarou que o uso da maconha: “o auxiliava sensivelmente
na introspeccio mistica”. Assim, as palavras primeiras de Gilberto Gil podem ter a mesma
ressonancia ritmica e poética de “Refazenda”, “O abacateiro”, mas niao encontram
ressonancia na ciéncia e experiéncia humana. Apesar disso, ndo se pode afirmar que
Gilberto Gil, uma das mais lidimas expressoes da musica popular brasileira, inconteste
idolo da juventude seja um apologista inconsciente do uso de drogas. Faco o exposto e o
mais que dos Autos consta, julgo procedente a dentincia para determinar a internacio do
denunciado Gilberto Gil no instituto psiquiatrico Sao José por periodo suficiente para a

sua recuperacio.

Leitura de sentenga realizada pelo delegado El6i Gongalves de Azevedo no Julgamento de
Gilberto Gil por porte de maconha em 1976, durante a turné da banda Doces Barbaros de

passagem pela cidade de Florianopolis.

Transcrigao de trecho do julgamento, presente no documentério “Os Doces Barbaros™ de 1976.



RESUMO

Cannabis sativa L. (Cannabaceae), conhecida como maconha, ¢ uma planta medicinal, com uma
longa historia de uso. Domesticada ha cerca de 12 mil anos, acredita-se que o primeiro contato com
a espécie humana foi ha 35 mil anos na Asia. O primeiro registro conhecido da planta é na
Farmacopeia chinesa do imperador Shen-Nung, em 2700 a.C., descrita para uma ampla gama de
usos terapéuticos, incluindo constipagdo, colicas menstruais, enxaquecas e reumatismo. A planta
apresenta inflorescéncias femininas cobertas por tricomas secretores que produzem o6leo-resina
contendo terpenos e fitocanabinoides, além de outros compostos bioativos, A composi¢do quimica
da C. sativa é complexa, comas trés principais classes de metabdlitos secundarios os canabinoides,
flavonoides e terpenos. Os terpenos, como f-mirceno, D-limoneno e f-pineno estao presentes no
0leo essencial, que pode ser obtido por hidrodestilacdo, e sdo responsaveis pelos aromas e sabores
caracteristicos da planta. Este estudo teve como objetivo avaliar o impacto do estado de
fragmentacdo da droga vegetal (DV) e do tempo de hidrodestilagdo sobre o teor, a composicao
quimica e a toxicidade dos oleos essenciais (OE) das inflorescéncias de C. sativa, além da
viabilidade de usos da biomassa residual na producao de extratos e obtengao de canabinoides. Para
isso, foram realizados dois tratamentos de extragdo: um com DV rasurada e outro com DV
pulverizada, em tempos de 2, 3 e 4 h. Os teores de OE foram medidos e as composi¢des quimicas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). Apds a extracdo do OE, as
biomassas residuais de DV foram submetidas a extragcdo por sonicagao com metanol: cloroférmio
9: 1 e analisadas por CLAE-UYV para quantificagdo dos canabinoides. Os resultados mostraram que
o tempo de extra¢do ndo influenciou estatisticamente no teor de OE obtido, e os maiores teores (v/
m, %) foram obtidos nas extragdes de 3 e 4 h (1,76 = 0,11 %). A andlise por CCD demonstrou o
mesmo perfil cromatografico em todos os experimentos e foi possivel identificar os sesquiterpenos
(E)-cariofileno e a-humuleno nos OE de todas as amostras testadas. A analise por CLAE-UV das
biomassas residuais de DV indicou quantidades significativas de THC nesse material. O ensaio de
toxicologia (HET-CAM) revelou que a concentragdo de 400 uL. mL"! (aplicagdo de 300 uL)
apresentou irritacdo nos dois experimentos, sendo a pontuacao de irritagdo do OE obtido com DV
pulverizada significativamente maior (17,67 + 0,73) em comparagdo com o OE obtido com DV

rasurada, que teve pontuacao de 7,16 + 1,26 (p < 0,0001).

Palavras-chave: maconha; tipo medicamento; 6leo essencial, monoterpenos; sesquiterpenos;

HET-CAM.



ABSTRACT

Cannabis sativa L. (Cannabaceae), known as marijuana, is a medicinal plant with a long history of use.
Domesticated around 12,000 years ago, it is believed that the first human contact with the species was 35,000
years ago in Asia. The first known record of the plant appears in the Chinese Pharmacopoeia of Emperor
Shen-Nung in 2700 B.C., which described for a wide range of therapeutic uses, including constipation,
menstrual cramps, migraines, and rheumatism. The plant features female inflorescences covered with
glandular trichomes that produce an oleoresin containing terpenes and phytocannabinoids, in addition to
other bioactive compounds. The chemical composition of C. sativa is complex, with the three main classes
of secondary metabolites being cannabinoids, flavonoids, and terpenes. Terpenes, such as f-myrcene, D-
limonene, and S-pinene, are present in the essential oil, which can be obtained by hydrodistillation and are
responsible for the characteristic aromas and flavors of the plant. This study aimed to evaluate the impact of
the fragmentation state of the plant material (PM) and the hydrodistillation time on the yield, chemical
composition, and toxicity of the essential oils (EO) from the inflorescences of C. sativa, in addition to the
viability of using the residual biomass for the production of extracts and cannabinoids. For this, two
extraction treatments were carried out: one with shredded PM and another with powdered PM, at times of 2,
3, and 4 h. The EO yields were measured, and the chemical compositions were analyzed by thin-layer
chromatography (TLC). After EO extraction, the residual PM biomasses were subjected to extraction by
sonication with methanol

9: 1 and analyzed by CLAE-UV for cannabinoid quantification. The results showed that extraction time did
not statistically influence the obtained EO yield, and the highest yields (v/ m, %) were obtained in the 3 and
4 h extractions (1.76 + 0.11%). TLC analysis demonstrated the same chromatographic profile in all
experiments, and it was possible to identify the sesquiterpenes (E)-caryophyllene and a-humulene in the EO
of all tested samples. CLAE-UV analysis of the residual PM biomasses indicated significant amounts of THC
in this material. The toxicology assay (HET-CAM) revealed that the concentration of 400 uL. mL-1
(application of 300 uL) caused irritation in both experiments, with the irritation score of the EO obtained
with powdered PM being significantly higher (17.67 + 0.73) compared to the EO obtained with shredded
PM, which had a score of 7.16 = 1.26 (p < 0.0001).

Keywords: marijuana; medicinal type; essential oil; monoterpenes; sesquiterpenes; HET-CAM.
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1. INTRODUCAO

Cannabis sativa L., popularmente conhecida como maconha, tem sido domesticada para
diversos usos e difundida por diferentes regidoes do planeta no decorrer dos ultimos 12 mil anos.
O contato dos primeiros grupos humanos com a planta ocorreu ha 35 mil anos, segundo
apontam os estudos mais recentes, porém, ainda divergentes devido as migragdes humanas
desde a pré-historia e, também, pela difusdo de diferentes variedades da planta nas rotas
comerciais da antiguidade. A sua domesticacdo ocorreu a partir do cultivo, dispersao e
cruzamentos de trés variedades selvagens conhecidas como “sativa”, “indica” e “ruderalis”,
sendo todas elas classificadas como C. sativa (Rull, 2022).

A selecdo artificial, ao longo dos ultimos milénios, levou ao desenvolvimento de
variedades e cultivares de C. sativa, possibilitando que uma grande quantidade de hibridos seja
obtidos por cruzamentos, o que faz com que exista, na atualidade, uma imensa variedade de
biotipos com diferentes perfis quimicos e caracteristicas morfologicas, refletindo, assim, na
existéncia de diversos potenciais usos da planta. Dentre as principais utilizagdes, destacam-se
a producao de remédios e medicamentos, o uso alimenticio, a produgao de fibras téxteis, a
producdo de bioenergia, a utilizagdo na construcao civil e o uso adulto, sendo, portanto, uma
planta com grande potencial de explora¢do pela industria dos mais diferentes segmentos e
também por consumidores individuais. Muitos desses usos atendem aos principios da economia
verde e da bioeconomia na substitui¢do de diversos componentes sintéticos e também pelas
acoOes da planta no sequestro de carbono e na fitorremediagao promovida por C. sativa através
das raizes nos campos de cultivo. Elas sdo capazes de descontaminar solos que contém residuos
de impurezas e metais pesados, minimizando impactos ambientais negativos e problemas de
saude, sendo, portanto, uma op¢ao que dialoga com os principios da sustentabilidade (Farinon
et al., 2020; Kraszkiewicz et al., 2019; Rehman et al., 2013; Jami et al., 2022; Golia et al.,
2023; Karche et al., 2019).

As variedades de maior interesse para a industria farmacéutica (na producdo de
medicamentos) e para o consumo dos usudrios adultos sdo as que produzem as substancias de
uso medicinal e/ou psicoativo, classificadas como plantas do tipo medicamento, categoria que
pode ser subdividida em trés subcategorias chamadas quimiovariantes, ou seja, de acordo com
o perfil quimico das inflorescéncias ou do produto analisado. Essa classificagdo ¢ muito
utilizada nos estudos de pericia criminal (quimica forense), como descreve Hazekamp (2012),
para fins legislativos - ndo necessariamente correspondente com a classificagdao taxondmica e
filogenética da planta, uma vez que essas classificagdes botanicas sdo ainda muito divergentes

no meio cientifico e grande parte dos estudos das ultimas décadas se concentrou em avaliar
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teores de substincias consideradas proscritas. Outro grupo de interesse ¢ o das plantas
classificadas como tipo fibra (hemp ou canhamo), também conhecidas como canhamo
industrial, que foram selecionadas artificialmente para produgdo de fibras extraidas do caule e
também de sementes (Younger, 2019).

As categorias de classificagdo baseadas nas trés quimiovariantes propostas por Small e
Beckstead (1973) para as plantas tipo medicamento consideram que duas substancias
majoritarias sdo os marcadores principais; a analise de seus teores define qual a quimiovariante,
sendo elas: o A®-tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD). A quimiovariante I compde
o grupo de plantas popularmente chamadas de sativa ou “tipo THC”, pois possuem maiores
teores de THC, que ¢ uma substdncia medicinal, mas também com efeito psicoativo. A
quimiovariante II engloba as plantas que produzem teores similares de THC e CBD, sao
popularmente chamadas de “um pra um” devido as propor¢des semelhantes desses
componentes majoritarios na sua composicao quimica. Em muitos paises onde a legislacdo de
C. sativa passou por flexibilizagdes nas ultimas décadas, as plantas das quimiovariantes I e II
sao chamadas de “psicoativas” ou “narcoticas”, devido a presenga do THC. Ja as plantas da
quimiovariante III, popularmente chamadas de indica ou “tipo CBD”, possuem maiores teores
de CBD do que de THC. O CBD também ¢ uma substancia medicinal que vem ganhando
destaque nas ultimas décadas devido aos estudos pioneiros realizados por Cunha e Carlini
(1980) em testes clinicos com pacientes que apresentam epilepsia refrataria. Esses estudos
fortaleceram movimentos politicos pela regulamentacdo do uso medicinal da C. sativa em
diversos paises e impulsionaram muitos estudos cientificos recentes que mostram mais
evidéncias do seu efeito terapéutico (Robinson, 1999; Russo et al., 2005; Pisantini et al., 2017).

Mesmo sendo ainda amplamente utilizada, a categorizacdo através de quimiovariantes
passou por adaptagdes que incluem utilizagao de estudos de metabolomica empregando técnicas
hifenadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e
quimiometria, resultando em cinco quimiovariantes com perfil quimico mais abrangente,
identificadas através de 28 substancias majoritarias (e ndo apenas o THC e o CBD), fornecendo
uma “impressdao digital cromatografica”, caracteristica de cada subclassificacdo. As trés
quimiovariantes consideradas pelos autores Small e Beckstead (1973) permanecem sendo
amplamente utilizadas na literatura cientifica, mesmo sendo necessario um niimero maior de
substancias (com teores dentro de faixas especificas) para identifica-las, ou seja, ainda sdo
consideradas as plantas ‘tipo THC’, tipo “um pra um” e “tipo CBD”; ja as duas categorias que
foram acrescentadas, baseiam-se em faixas de teores de 28 substancias presentes na C. sativa €

ndo possuem canabinoides majoritarios como referéncia (Cerrato ef al., 2021).
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Os fitocanabinoides THC e CBD, sdo metabdlitos secunddrios majoritarios que sao
produzidos em grandes concentragdes pelas inflorescéncias das plantas femininas durante todo
o periodo do estagio reprodutivo, e sdo acumulados nos tricomas secretores dessas
inflorescéncias femininas A produgdo de altas concentragdes desses compostos ¢ mantida
apenas se ndo houver polinizagao, a qual leva a redugao dréstica da biossintese e acimulo desses
compostos. Esses metabolitos secundarios terpeno-fendlicos ou meroterpenos fazem parte da
classe de substancias conhecidas como canabinoides e, apesar de serem majoritarios entre os
fitocanabinoides presentes na C. sativa, nao sdo os unicos produzidos, nem mesmo 0s Unicos
com efeitos medicinais, uma vez que, de acordo com Cerrato et al. (2021), ja foram
encontrados, além do THC e CBD, outros 133 canabinoides em concentragdes menores,
presentes em C. sativa das mais distintas variedades, sendo suas composi¢des e teores variados.
Essas variagdes na composicao e teores também ocorrem nos diferentes estagios fenoldgicos
do desenvolvimento da planta.

Outras trés classes de metabolitos secundarios bioativos também sdo encontradas em C.
sativa: os flavonoides, os alcaloides e os terpenos, o que faz que ela seja uma planta muito rica
em substancias de interesse medicinal e da induastria em geral. Os tricomas secretores presentes
nas inflorescéncias femininas sdo as estruturas responsaveis pela produ¢do de um o6leo-resina,
uma secre¢do quimica complexa, cuja composi¢do inclui majoritariamente terpenos e
canabinoides, além de outras substancias como ceras e lipidios em menor teor. Os terpenos, no
caso 0s monoterpenos e sesquiterpenos, podem ser obtidos a partir do dleo essencial (OE), que
¢ extraido por hidrodestilagdo das inflorescéncias, cuja composicdo e teores de mono e
sesquiterpenos variam de acordo com as caracteristicas ambientais, genéticas e de manejo,
sendo responsaveis pelos aromas caracteristicos de cada variedade ou cultivar (Blake et. al.,
2019; Small, 2015).

O uso alimenticio e a producao de fibras sdo explorados nas variedades de C. sativa
chamada por Small e Beckstead (1973) de planta tipo fibra. As partes de interesse dessas plantas
sdo as sementes e os caules. As sementes sdo utilizadas na alimenta¢do humana e animal (Klir;
Novoselec; Antunovi¢, 2019); elas apresentam componentes nutricionais de alto valor
apresentados na revisdo de Farinon et al. (2020). As sementes de canhamo sdo oleaginosas e
ricas em triglicérides e ndo contém canabinoides. Os caules sdo beneficiados para obtengado das
fibras, muito utilizadas na producao téxtil. As variedades de cAnhamo apresentam teores muito
baixos de canabinoides nas inflorescéncias. Ainda assim, os residuos da colheita podem ser

aproveitados pela industria para extragcdes de CBD e do OE, mas representam uma biomassa
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subutilizada devido a riqueza de suas potenciais aplica¢des (Benelli et al., 2018; Viskovié et
al.,2023).

A extragdo convencional de OE ¢ realizada através de um sistema de arraste a vapor
d’agua ou hidrodestilagdo (Simdes et al., 2016), processos que podem gerar artefatos apos a
extracdo devido a exposicao prolongada ao vapor d"4gua ou ao contato do material com a dgua
em ebulicdo. No caso do cultivo de canhamo, o interesse comercial principal sdo as fibras e as
sementes, ¢ a extracdo de OE muitas vezes ¢ realizada a partir dos residuos da colheita e nao
necessariamente apenas das inflorescéncias. Dessa forma, os métodos de extragao
convencionais (arraste a vapor d’agua e hidrodestilacido) sdo bastante vidveis, pois o material
vegetal pode ser utilizado para obtencao de CBD e do OE, que no caso dessa cultura (planta
tipo fibra) sao considerados subprodutos ou produtos “secundarios” para exploragdo comercial,
sendo inclusive uma alternativa vantajosa de aproveitamento dos residuos, além de sustentavel
e economicamente viavel (Benelli et al., 2018).

Na cultura do canhamo, a extragao de OE est4a em expansdo devido a valorizacgdo recente
do OE pelo mercado global da cannabis, sendo que recentemente alguns cultivadores tém
deixado as plantas alcangarem o estagio reprodutivo para realizar extragcdes de um material com
maior padroniza¢dao (Vuerich et al., 2019; Pieracci et al., 2021). Ja no caso da produgdo das
plantas do tipo medicamento, os produtos de principal interesse comercial sdo o extrato
(também chamado de oOleo full spectrum) e os canabinoides, isolados por técnicas
cromatograficas ou outras a partir do extrato, cuja extragao € realizada das inflorescéncias das
plantas femininas, separada da extracdo do OE (mesmo os canabinoides estando na mesma
estrutura da planta na composi¢@o do dleo-resina). A obtencdo do extrato das inflorescéncias
inviabiliza a utilizacdo do material vegetal na extragdo convencional do OE, portanto, nas
plantas da categoria tipo medicamento, a utilizacdo dos métodos convencionais de obtencao do
OE pode ser invidvel, uma vez que o OE ¢ um produto secundario, sendo o extrato e os
canabinoides isolados os produtos primarios - com valor comercial muito maior (Viskovi¢ et
al.,2023).

A utilizagao de fornos de micro-ondas industriais na cadeia produtiva medicinal da C.
sativa (plantas tipo medicamento) apresenta-se como uma inovagdo sofisticada, trazendo
solucdes em diversas etapas da cadeia produtiva. Além de permitir que a secagem e a
descarboxilagdo (remog¢do do grupo carboxila dos fitocanabinoides dacidos através do
aquecimento) do material vegetal sejam realizadas em tempo bastante reduzido em relacao a
secagem convencional (secagem em estufa com circulacao de ar), a extracdo de OE também

ocorre em tempo menor, gera maior rendimento de OE, diminui a formagdo de artefatos,
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economiza energia, emite menor quantidade de gas carbdnico e ndo utiliza solventes (assim
como a hidrodestilacdo e arraste a vapor d’agua) (Drini¢ et al., 2019; Milestone, 2019; Périno-
Issartier et al., 2013; Li et al., 2013; Lucchesi et al., 2004).

Este método, chamado de “hidrodestilagao assistida por micro-ondas” (MAHD), foi
desenvolvida por Craveiro et al. (1989). Nesse sistema extrator, o aquecimento ¢ realizado pelo
forno de micro-ondas e combinado com a hidrodestilagdo acoplando um aparelho tipo
Clevenger, o mesmo aparato utilizado na extragao convencional de OE (Brasil, 2019).

Por se tratar de uma inovacgdo, o uso de fornos micro-ondas industriais na cadeia
produtiva da C. sativa ainda possuem valor muito elevado de implantagao e, mesmo sendo mais
eficientes, permanece como uma exclusividade da indistria da cannabis (Drinié et al., 2019).
Outra dificuldade, mesmo para os laboratérios cientificos que possuem acesso a essa tecnologia,
sdo as politicas proibicionistas em torno da C. sativa em diversos paises, principalmente das
plantas do tipo medicamento, o que incide na rigorosa burocracia e seguranca envolvidos na
obtencdo de licencas especiais concedidas pelo poder publico para realizagdo de pesquisas
cientificas com a planta. O caso da legislagdo vigente no Brasil ¢ um exemplo em que C. sativa
¢ classificada como planta proscrita e seus insumos para produgdo de medicamentos sao
permitidos apenas via importag¢do, sendo proibida a producdo nacional através do cultivo e
extragdes (Brasil, 1998; Brasil 2019).

Nos paises onde a producao de canhamo para obtenc¢ao de fibras e sementes ¢ legalizada,
a producao cientifica voltada para o estudo do OE e dos terpenos de C. sativa, disponivel na
literatura, ¢ voltada para extragdes, analises e/ou aplicagdes do OF extraido apenas das plantas
do tipo fibra. Isso traz limitagdes para estabelecer comparagdes adequadas com extragoes,
analises e/ou aplicagdes do OE obtido das plantas do tipo medicamento, cuja produgao cientifica
ainda ¢ muito restrita. A padronizacao do material utilizado nas extragdes do OE fica muito
limitada devido ao tipo de cultivo do canhamo industrial, pois ndo ha nenhum controle sobre o
desenvolvimento das plantas no estagio reprodutivo e nem da polinizagdo das inflorescéncias,
sendo que, muitas vezes, os residuos de colheita contendo fragmentos das partes aéreas da
planta acabam sendo utilizados para essa extracdo. Portanto, mesmo em laboratorios com
acesso a equipamentos sofisticados como o forno micro-ondas industrial e a metodologia
MAHD, ainda existe dificuldade de acesso as plantas do tipo medicamento, principalmente para
fins de obtengdo do OE, dificultando a produg¢do cientifica e, consequentemente, a revisao de
publicacdes em que os OE sejam obtidos a partir das inflorescéncias femininas nao polinizadas
dessa categoria de plantas, em qualquer que seja a quimiovariante ou técnica de extracao. Isso

ocorre porque as pesquisas com plantas do tipo medicamento se concentram na extracao, analise
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e/ou aplicagdes do extrato e isolamento dos fitocanabinoides e a extragdo convencional de OE
supostamente, degradaria o material vegetal (devido ao contato com vapor ou 4gua em ebuli¢do
por 4 horas), inviabilizando a obtengdo posterior desse extrato ou possivelmente alterando
drasticamente sua composi¢ao devido a degradacdo dos fitocanabinoides e demais
componentes.

Mais de 120 terpenos foram identificados em C. sativa, em sua maioria monoterpenos
e sesquiterpenos, que sdao considerados a segunda classe de metabdlitos secundarios
encontrados em maior quantidade no Oleo-resina presente nos tricomas secretores das
inflorescéncias femininas. Os constituintes majoritarios identificados no OE sdo os terpenos:
D-limoneno, p-mirceno, o-pineno, f-pineno, a-humuleno, a-guaieno, terpinoleno e (E)-
cariofileno (Russo ef al., 2011; AHP, 2014; Namdar et al., 2018; Mudge ef al., 2019; Radwan
et al.,2021; Duggan et al., 2021; Lowe et al., 2021).

Nas plantas do tipo fibra, os principais terpenos encontrados sdo (E)-cariofileno, o-
pineno e f-mirceno. Eles sdo considerados aditivos “geralmente reconhecidos como seguros”
(GRAS), aprovados pela Agéncia Federal do Departamento de Satde e Servicos Humanos dos
Estados Unidos (Food and Drug Administration - FDA) em 2018, ano em que foi realizada a
avaliacdo de trés avisos GRAS para os ingredientes alimentares derivados do canhamo (semente
de canhamo, p6 de proteina de semente de cdnhamo e 6leo de canhamo), mas o OE nao foi
incluso.

A adicao de derivados de C. sativa (6leo de cannabis, canabinoides, OE, proteinas e 6leo
de sementes) em alimentos e suplementos alimentares também esté relacionada a um mercado
em expansdao e muito promissor, sendo que, destes derivados, o OE e misturas de terpenos
isolados ja sdo encontrados em balas, pirulitos, caramelos, chocolates, bolos, sorvetes, salgados,
bebidas como cervejas e licores, entre outros (Brutlag et al., 2018).

O aroma das inflorescéncias de C. sativa fornecem caracteristicas de sabor e qualidade
unicas nos produtos de cannabis, assim como o lupulo (Humulus lupulus L.), que é da mesma
familia botanica (Cannabaceae), confere aromas unicos a cerveja (Russo, 2011).

A utilizagcdo do OE como aromatizante de bebidas de matizes distintas (licor e cerveja)
mostrou-se viavel em um estudo com duas cultivares de C. sativa (Ascrizzi et al., 2020). Mesmo
fazendo parte de um mercado ainda restrito, diversos produtos tém sido langados no Brasil, mas
ainda utilizando misturas de terpenos obtidos de outras fontes, simulando a composi¢ao
majoritaria do OE de C. sativa, visto que os principais terpenos que compdem seu aroma sao
substancias majoritarias no OE de outras plantas, cuja cadeia produtiva esta estabelecida para

isolamento desses compostos e estdo disponiveis no mercado de forma mais acessivel. Segundo
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matéria da plataforma SECHAT (2023), produtores brasileiros de cerveja artesanal saborizadas
com OE de C. sativa precisam realizar pausas na producao em periodos em que ha dificuldade
na obtencao de terpenos no mercado nacional.

Em paises ou jurisdi¢cdes onde a legislagdo também regulamenta o uso adulto da C.
sativa e ndo apenas o uso medicinal como no caso do Brasil, ja ¢ comum produtos alimenticios
que contenham, nao apenas o OE da C. sativa, mas também extratos, havendo regulagdo quanto
aos teores de CBD e THC. Essa composi¢dao mista dos produtos de cannabis costuma ser
classificada como suplementos alimentares ou produtos de bem-estar e satide nos EUA (FDA,
2023) e como “novo alimento” na UE (EFSA, 2022).

Os desafios tecnologicos na incorporagdo de OE de C. sativa e seus terpenos em
produtos alimenticios e futuros ingredientes alimentares funcionais ainda sdo solugdes
potenciais e tendéncias futuras, havendo necessidade de mais pesquisas para essas aplicagoes,
j& que a incorporacdo de terpenos em alimentos e a preservacdo de terpenos durante o
processamento ainda ¢ um desafio. Mesmo assim, a pesquisa e o sucesso do uso de terpenos
como ingredientes alimentares funcionais estdo em um caminho muito promissor. Esforcos
precisam ser direcionados na busca de mais evidéncias dos beneficios para a saude e seguranga
dos terpenos na industria de alimentos, possibilitando regulagdes e criagdo de novas politicas
de promog¢dao do seu consumo. Pesquisas sobre como melhorar a solubilidade e
biocompatibilidade com os demais componentes alimentares, aumentar a estabilidade, o prazo
de validade e a bioacessibilidade dos terpenos para que a adigdo em varios produtos alimenticios
seja bem-sucedida sdo mais do que necessarias (Chen; Pan, 2021). Vale destacar que sdo
encontradas dificuldades na obtencdo dos terpenos devido a sua natureza altamente volatil e
termicamente instavel, os terpenos tendem a evaporar e oxidar durante os processos de
secagem, descarboxilagdo e extragdao, e podem sofrer perdas significativas (Hanus; Ondfej;
Hod, 2020).

Monoterpenos e sesquiterpenos sdo os principais compostos bioativos dos OE e
possuem grande potencial de aplicagdo como conservantes naturais de alimentos, ja que varios
terpenos identificados em C. sativa demonstram efeitos antibacteriano e antifingico
(Rothschild et al., 2005; Blake et al., 2019). A tecnologia da nanoencapsulagao foi utilizada em
um estudo que verificou as caracteristicas fisico-quimicas e a a¢do antioxidante das
nanocapsulas de OE de C. sativa obtido de plantas do tipo fibra, com resultados bastante
promissores para utilizagdo deste produto como aditivos e conservantes alimentares (Hadidi;

Rostamabadi; Moreno; Jafari, 2022).
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Os extratos das inflorescéncias de C. sativa contém quantidade significativa de clorofila,
ja que ela ¢ eficientemente extraida pelo etanol; o chamado “gosto de plantas”, amargo e
caracteristico, conferido por essa substancia, ¢ um sabor que dificulta a utilizacdo do extrato
etandlico (EE) em alimentos como chocolates, por prejudicar a palatabilidade. Nessa situagao,
assim como em outros produtos, o uso dos terpenos ¢ fundamental para atenuar esse gosto ou
torna-lo quase imperceptivel (Beal, 2019).

Diversos estudos apontam as propriedades inseticidas e repelentes do OE de C. sativa,
com potencial aplicagdo na agricultura, o que esta de acordo com o proposto por Potter (2009):
a producdo do 6leo-resina de C. sativa esté ligada evolutivamente a uma defesa natural contra
insetos fitofagos. Uma das vantagens apresentadas pela sua utilizagdo como biopesticida
ecologico ¢ a sua baixa toxicidade, tanto em organismos ndo-alvo, como a joaninha
(Coccinellidae) que atua como inimigo natural (predador) de pragas, outros organismos
benéficos ao sistema de cultivo (pequenos invertebrados que promovem a fertilidade do solo
como a minhoca), quanto em humanos. Os biopesticidas fazem parte de agdes do Manejo
Integrado de Pragas (MIP) e dialogam com a agricultura sustentavel e agroecologica, portanto,
o desenvolvimento de novos produtos ¢ fundamental para contribuir com a producao saudavel
de alimentos (Pavela; Benelli, 2016; Benelli ez al., 2018).

Mesmo os OE sendo a principal fonte de aromas pela industria de cosméticos, derivados
de C. sativa, como o OE, comecaram a ser utilizados pela indistria de cosméticos recentemente.
Eles sao utilizados como fragrancia e componentes ativos, ja que apresentam uma ampla gama
de aromas unicos e agradaveis de forma muito eficaz para incorporagao em produtos cosméticos
e ainda podem atuar como agentes bioativos (ex. antimicrobiano, prote¢do solar e clareador), o
que os torna ingredientes de grande valor em produtos cosméticos e cosmecéuticos (Mnekin et
al.,2021; Sharmeen et al., 2021).

A tendéncia recente de procura por produtos naturais ampliou o uso de extratos, OE e
6leos fixos (triglicérides) em substitui¢do aos derivados sintéticos, considerados perigosos para
a saude humana, sendo os OE muito procurados devido a crescente conscientizacdo dos
beneficios a saude, ja conhecidos pela ciéncia. Nesse sentido, o futuro da industria de OE se
mostra promissor, com caminhos lucrativos nas industrias de cosméticos e perfumes (Sharmeen
etal., 2021).

Outra aplicag¢do do OE de C. sativa ¢ o mercado de tabacaria e a utilizagdo em cigarros
eletronicos, vaporizadores ou “vapes”, em que uma mistura contendo o OE ¢ adicionada pelos

usudrios no material vaporizado (geralmente misturas de canabinoides isolados), visando ter
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uma experiéncia sensorial mais apurada ao realizar a vaporizagdo/combustdo de C. sativa ou
outras misturas de plantas (Meehan-Atrash; Jiries; Rahman, 2021).

Todas essas caracteristicas dos OE fazem com que o interesse pela sua utilizacao
aconteca em diversos segmentos, como também nas industrias de produtos domissanitarios e
de higiene pessoal, reforcando o grande potencial de areas que podem explorar a utilizagdo do
OE de C. sativa (Milhem et al., 2021).

A produgao global de OE foi de 200 mil toneladas no ano de 2021, movimentando um
valor estimado em oito bilhdes de ddlares, com previsao de crescimento para atingir a produgao
mundial de 275 mil toneladas no ano de 2026. Os paises que figuram com as maiores
participagdes no mercado global sio a India, os EUA, a Franga, a China e o Brasil, que se
destaca principalmente pela producao de OE de citrus. O mercado mundial inclui uma ampla
gama de OE utilizados na industria para producao de cosméticos, medicamentos, alimentos,
bebidas e aromaterapia (Bizzo; Rezende, 2022).

Esses dados apontam como evidente a necessidade de inovagao no setor. O aumento da
demanda por OE destaca a importancia de desenvolver novas técnicas de extragdo que nao
apenas melhorem a eficiéncia na obtengao dos OE, mas também contribuam para a gestao eficaz
dos residuos gerados. Os métodos convencionais de extragdo frequentemente resultam em
residuos significativos e processos ineficientes, principalmente pelo alto consumo de energia
do sistema, o que representa um desafio ambiental e econdmico. Portanto, novas pesquisas em
técnicas de extragdo e o aproveitamento da biomassa residual sdo necessarias para melhorar a
sustentabilidade e a viabilidade econdmica da produgdo de oleos essenciais.

Com o crescimento exponencial do ramo medicinal de C. sativa na industria
farmacéutica em todo o mundo, técnicas de extracdo do OE em plantas do tipo medicamento,
que permitam a posterior obtencdo do extrato das suas inflorescéncias (ou seja, extrato sem
terpenos), como ¢ o caso da técnica MAHD (que ndo causa degradacao por exposi¢ao intensiva
do material vegetal ao calor), devem ser desenvolvidas para promover a maxima eficiéncia de
utilizacdo do material vegetal, aproveitando todos os produtos possiveis de se obter na cadeia
produtiva de C. sativa (plantas do tipo medicamento). Dessa forma, ¢ possivel que maiores
quantidades do OE estejam disponiveis no mercado e seus usos potenciais possam ser
explorados, desenvolvidos e aperfeicoados. A biomassa proveniente dos residuos das
inflorescéncias utilizadas para a obtencdo do 6leo essencial, apds hidrodestilagdo, requer uma
avaliacdo analitica do extrato obtido, com o objetivo de maximizar o aproveitamento desse
subproduto, considerando a possibilidade de extragdo posterior de outras substancias de

interesse. Tal proposicdo estd de acordo com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
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(ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU, 2023) e com principios da Bioeconomia
(European Comission, 2005).

Dessa maneira, este trabalho propds investigar parametros de extracdo por
hidrodestilacdo do OE de plantas tipo medicamento da quimiovariante I (alto teor de THC),
avaliando o teor de OE obtido e avaliando sua composi¢do quimica. As biomassas residuais das
inflorescéncias secas utilizadas para obtengdo do OE foram submetidas a extragdo e posterior
analise por CLAE-UV para avaliagao da composicao do extrato e degradacdo das substancias

majoritarias (fitocanabinoides).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO HISTORICA

Cannabis sativa L., que ¢ popularmente chamada de maconha, e também conhecida
pelos nomes de diamba, liamba, “pito do pango”, ¢ uma planta que foi domesticada para uma
grande diversidade de utilizagdes pelos seres humanos sendo difundida por muitas regides do
planeta durante os ultimos 12 mil anos, passando por cruzamentos e selecao artificial que
resultou nas variedades hoje existentes. O provavel contato com a planta com grupos humanos
se deu 35 mil anos atrés, segundo apontam estudos sobre a ocupagio humana na regido da Asia
onde estipula-se que ocorreu o surgimento da planta. Esses estudos ainda sdo divergentes
devido as dificuldades de mapear sua historiografia por diversos fatores, dentre eles, as
migracdes humanas que ocorreram desde a pré-historia, promovendo a difusao de sementes das
variedades selvagens e pré-domesticadas da planta pelas areas ocupadas por grupos humanos
de diversos periodos. No periodo historico da antiguidade, a difusdo de variedades da planta
ocorreu com maior intensidade devido as rotas comerciais que foram estabelecidas. A
domesticacdo de C. sativa ocorreu a partir do cultivo, dispersao e cruzamentos de trés grupos
selvagens conhecidas como “sativa”, “indica” e “ruderalis”, sendo todas elas classificadas
como C. sativa (Rull, 2022).

Através de técnicas de selecdo artificial, os seres humanos transformaram a morfologia
de C. sativa ao longo dos ultimos milénios, o que levou ao desenvolvimento de diversas
variedades e cultivares da planta. Com isso, foi possivel a obtengdo de uma grande quantidade
de hibridos férteis, resultando em uma imensa variedade de biotipos com diferentes perfis
morfolégicos, fisiologicos e quimicos que sdo utilizados nos dias atuais. Consequentemente,
isso se reflete na variedade de potenciais usos de C. sativa (McPartland, Small; 2020; Rull,
2022).

Sua origem mais provavel € o continente asiatico, possivelmente da regido do vale da
cordilheira do Himalaia. Os registros mais antigos de seu uso remontam a milhares de anos e
estdo presentes nas culturas arabe, chinesa, egipcia, europeia, hindu, mesopotamica e persa,
tanto para a obtencao de fibras e utilizagdo na producao téxtil, quanto para fins medicinais.
Nesses registros historicos estd descrita larga aplicagcdo para os mais diversos tratamentos,
caracterizando o seu uso como tradicional para constipagdo, cdlica menstrual, enxaquecas, gota,
inflamacgdes, insOnia, maléria, neuralgias, reumatismo e outras patologias. A farmacopeia
chinesa do imperador Shen-Nung, escrita no ano 2700 a.C. ¢ a primeira referéncia documental

sobre usos terapéuticos da C. sativa, citando diversos usos, dentre eles o preparo do “p6d de
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canhamo", capaz de aumentar o foco. Na cultura arabe, hd inimeros registros documentais
desde o séc. 9 d.C. e muitos apontam a utilizagdo do dleo extraido das sementes de C. sativa
como analgésico, antiepilético, antiemético, antitérmico, diurético, vermifugo e no tratamento
de colica uterina, de inflamacdes do ouvido e doengas de pele (hanseniase, pitiriase e vitiligo).
As civilizagdes greco-romanas faziam ampla utilizacdo das fibras obtidas dos caules de C.
sativa na produ¢ao manufatureira de calgados, esteiras, tecidos e cordas, sendo a produgdo de
fios resistentes sua principal caracteristica. Na obra “De Materia Medica”, escrita no século 1
D.C., o autor Dioscorides descreve formulas de preparo utilizando as sementes frescas e seu
emprego em dores de ouvido (Riddle, 1985; Knorzer, 2000; Russo, Grotenhermen; 2014;
Clarke, Merlin; 2016).

A difusao de C. sativa para o continente americano ocorreu durante o periodo da
colonizagdo europeia, visto que, o periodo historico conhecido como "Grandes Navegagoes"
foi quando a producao de canhamo se intensificou e sua cadeia produtiva foi desenvolvida para
produgdo de fibras, visando a obten¢do de cordas, tecidos e também alimentacdo humana a
partir das sementes. O desenvolvimento de técnicas de cultivo do canhamo e a sofisticagao do
beneficiamento das fibras do caule foram patrocinadas pelas poténcias colonizadoras europeias
com o intuito de produzir cordas e velas para as embarcagdes que se desenvolveram durante
esse periodo (Rull, 2022).

Apesar dos usos de C. sativa fazerem parte da historia humana nos tltimos milénios, no
inicio do século XX, politicas proibicionistas foram adotadas em diversos paises ao redor do
mundo pelas mais diversas razdes, impossibilitando o uso adulto, medicinal, alimentar e até
mesmo para produ¢do de fibras, causando, assim, um enorme retrocesso na area da pesquisa
cientifica. Diversas convengdes internacionais foram realizadas como forma de campanha para
a massificacdo das medidas proibicionistas, sendo os EUA os maiores fomentadores mundiais
do proibicionismo (Carlini, 2006).

Diversos paises do mundo passaram a aderir a essas politicas durante o século XX e os
movimentos de Lei e de Ordem que embasaram a proibicdo da maconha nos EUA foram
utilizados como referéncia para a aplicacao dessas leis proibicionistas (Oliveira, 2014). Desta
forma, ao se “abrir as portas da proibi¢ao”, os prejuizos se estenderam ao cultivo, producao,
exploracdo e uso em geral de C. sativa. Em meados do século XX, iniciou-se a organizacao de
um sistema de cooperacdo internacional fechado e altamente proibicionista, que visava
combater o trafico e o comércio ilegal da maconha e também de outras drogas (Lunardon,

2012).
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Somente nas ultimas décadas, houve uma reabertura com politicas de descriminalizagdo
e também na regulamentac¢io do uso medicinal e do uso adulto, que ainda esta em curso, sendo
poucos os paises cuja utilizacdo de C. sativa ¢ completamente legalizada, ja que, no contexto
global, a maioria dos paises flexibilizou apenas o uso medicinal. Essa flexibilizacao ¢ feita
através de legislacdes que variam em relagcdo as permissdes e proibi¢des, de acordo com os
tipos de planta, as substancias majoritarias presentes, etc. Ainda existem diversos paises em que
esta vigente a proibi¢ao total de C. sativa para qualquer que seja o uso (Barros, 2023).

Em 1963, o quimico bulgaro Raphael Mechoulam (1930 - 2023) isolou e determinou a
estrutura do CBD e no ano seguinte do THC. Devido a diversas outras contribui¢des cientificas
e 60 anos dedicados a pesquisa com C. sativa, ficou mundialmente conhecido como “pai da
maconha medicinal”. Ele abriu caminho para a descoberta de novos canabinoides presentes na
planta e estudos farmacologicos realizados nas décadas seguintes (Gaoni; Mechoulam, 1964;
The scientist, 2015; Revista Forum, 2023). A partir da década de 1980, um grande niimero de
estudos cientificos e relatos clinicos da classe médica foram impulsionados mutuamente e
trouxeram muitas evidéncias de seus efeitos benéficos, com destaque para a substancia CBD
em diversos tratamentos, o que possibilitou a regulamentagao do uso da C. sativa em diversos
paises, tanto para usos medicinais como para o uso adulto. O pesquisador brasileiro Prof. Dr.
Elisaldo Luiz de Araujo Carlini (1930 - 2020) da UNIFESP (antiga Escola Paulista de
Medicina), conduziu estudos pioneiros realizados através de testes clinicos com o CBD em
pacientes com epilepsia refrataria (Cunha e Carlini, 1980), contribuindo imensamente para o
fortalecimento do movimento mundial pelo anti-proibicionismo (Robinson, 1999; Russo et al.,
2005; Pisantini et al., 2017).

No final da década de 1980, foi descoberto que o organismo de camundongos possui o
ligante natural para as substancias canabinoides - receptor canabinoide, e em seguida, durante
a década de 1990, foram encontradas substancias endocanabinoides em cérebros de suinos,
sendo a primeira a ser descoberta nomeada de anandamida. Esses estudos abriram caminhos
para que nas décadas seguintes ocorresse a descoberta do sistema endocanabinoide (SEC) nos
vertebrados, permitindo que o mecanismo de acdo dessas substancias pudesse ser alvo de
pesquisas voltadas para aplicacdes médicas (Devane et al., 1992).

No Brasil, o ativismo de pacientes e/ou familiares de pacientes que fazem uso medicinal
de C. sativa levou ao surgimento, durante a década de 2010, de associagdes civis em prol da
cannabis, a concessao de habeas corpus judiciais para pacientes que praticavam o autocultivo
e a pedidos de importacao de medicamentos a base de C. sativa para as autoridades sanitarias

por meio de acdes judiciais. Esse fenomeno recente, iniciado através da desobediéncia civil
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pacifica e organizada, se fortaleceu através de decisdes judiciais favoraveis nas trés situagoes
apresentadas. Essas decisdes se basearam em teses que o estado brasileiro atua com inércia e
nao atende os principios basicos e direitos fundamentais garantidos pela Constitui¢do Federal
com relagdo ao seu dever de garantir o acesso a saude. No caso das associagdes canabicas, sao
organizagdes que, além de realizar o cultivo de C. sativa e produzir fitoterdpicos de forma
artesanal para dispensar aos associados, também atuam no acolhimento, apoio, informagao,
capacitagdo, seguranca juridica e facilitagdo do acesso a pacientes e familiares aos tratamentos
a base de C. sativa (De Quadros; Silva, 2022; Rodrigues, 2022).

No ano de 2017, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) aprovou o registro
do primeiro medicamento a base de C. sativa, o Mevatyl®, na forma de spray oral. Naquele ano,
o medicamento ja era aprovado para uso em 28 paises com o nome comercial Sativex®.
Mevatyl® é indicado para o tratamento da espasticidade relacionada a esclerose multipla em
pacientes adultos refratarios a outros tratamentos com medicamentos antiespasmodicos. A
prescricao estd sujeita a notificagdo de receita A e o medicamento foi classificado como
medicamento especifico, que se refere a produtos farmacéuticos ndo enquadrados nas categorias
de medicamento novo, genérico, similar, bioldgico, fitoterapico ou notificado, cujas substancias
ativas ndo sdo passiveis de ensaio de bioequivaléncia (Brasil, 2018).

A norma brasileira vigente que regulamenta a fabricac¢do, importagao, comercializagao,
dispensa¢do mediante prescricdo médica, monitoramento e a fiscalizagdo de produtos derivados
de C. sativa para fins medicinais ¢ a RDC ANVISA n. 327/2019. A utilizagao desses produtos
e derivados ¢ permitida, desde que sejam na maioria constituidos por CBD e no maximo 0,2 %
de THC, com exce¢do dos pacientes cuja patologia ndo possui outras alternativas terapéuticas
sendo a utilizacdo de medicamentos com maiores teores de THC. O cultivo da C. sativa
permanece proibido no Brasil para qualquer que seja a finalidade, tanto para fins comerciais,
pesquisa e produgao de medicamentos como cultivos particulares. ARDC ANVISA n. 660/2020
“define os critérios e os procedimentos para a importagao de produto derivado de cannabis, por
pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescri¢ao de profissional legalmente habilitado, para
tratamento de saude” (BRASIL, 2022).

Na atualidade, podemos destacar como as principais utilizagdes da planta: a produgdo
de remédios e medicamentos, o uso alimenticio, a producao de fibras téxteis, a produgdo de
bioenergia, a utilizagdo na construgdo civil e o uso adulto, sendo, portanto, uma planta com
grande potencial de ser explorado pela industria dos mais diferentes segmentos e também por
consumidores individuais. Diversas utilizagdes de C. sativa estdo de acordo com os principios

da Economia Verde e da Bioeconomia (European Comission, 2005) na substituicdo de
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componentes sintéticos derivados de petréleo, ou ainda, pelas a¢des da planta no sequestro de
carbono durante seu desenvolvimento, bem como na ag¢ao de fitorremediacdo promovida pelas
raizes de C. sativa nos campos de cultivo pela sua capacidade de descontaminar solos com
residuos de impurezas e metais pesados. Todas essas agdes citadas minimizam impactos
ambientais negativos e problemas de satde, sendo, portanto, uma op¢do que dialoga com os
principios da sustentabilidade (Rehman et al., 2013; Karche, 2019; Kraszkiewicz et al., 2019;
Farinon et al., 2020; Jami et al., 2022; Golia et al., 2023).

No ano de 2024 o Supremo Tribunal Federal (STF) finalizou um julgamento iniciado
em 2009, e formou maioria contraria a tese de que portar C. sativa deve ser considerado crime,
estabelecendo limites de quantidades para que a pessoa flagrada pelas autoridades policiais
portando a planta ou cultivando seja considerada criminosa ou usuaria (Recurso Extraordinario

n°.635659 - STF, 2024).

2.2 DESCRICAO BOTANICA

Cannabis sativa L. ¢ uma planta pertencente a classe Magnoliopsida, subclasse
Hamamelidae, ordem Urticales e familia Cannabaceae (AHP, 2014).
A classificagdo para C. sativa mais aceita pelos botanicos, até o momento, ¢ de que ela ¢ uma
planta monotipica, com apenas uma espécie que apresenta grande diversidade de biotipos,
devido aos cruzamentos entre as variedades selvagens, as quais produzem descendentes
hibridos férteis, proporcionando abundante variedade genotipica expressa em uma grande
variedade de plantas distintas morfologicamente. Essa nova classificagdo visa romper com o

modelo mais utilizado nas tltimas décadas, que considerava trés espécies distintas de Cannabis

(Rull, 2022).

Devido ao longo tempo em que as trés primeiras formas de classificar C. sativa foram
mantidas como o cerne da argumentagdo sobre o género Cannabis ser monotipico ou politipico,
assim como a discussdo sobre a existéncia ou ndo de mais de uma espécie, sobre as
possibilidades de cruzamentos e da producao de descendentes hibridos férteis e a consequente
variedade de individuos morfologicamente distintos, até os dias atuais, ainda existe grande
dificuldade em determinar sua classificacdo de forma precisa (McPartland, 2018; Rull, 2022).

Essas trés classificacdes iniciais se confundem com espécies, subespécies e variedades,
tanto na nomenclatura cientifica, como na popular, ocorrendo, inclusive, interferéncias das
formas populares de classificagdo na nomenclatura botanica em diversos trabalhos cientificos

(Rull, 2022).
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O autor Carl Linn¢ (1707 - 1778) foi o primeiro a classificar a planta como Cannabis
sativa L. e descreveu suas caracteristicas: ramificada, com folhas estreitas, utilizada
principalmente para obtencao de fibras e producdao de sementes; Jean-Baptiste de Lamarck
(1744 - 1829) diferenciou como outra espécie a planta que chamou Cannabis indica Lam. e a
descreveu como de menor altura, caule firme, densamente ramificada, folhas largas e
caracteristicas mais psicoativas; Dmitri Janischevski (1875 - 1944) também diferenciou a planta
a qual deu a nomenclatura Cannabis ruderalis Janisch., a descricdo morfologica que levou a
nova classificagdo era: pequena, com poucas ramificagdes € menor acdao psicoativa
(McPartland, 2018).

Ha, ainda, outra corrente de pensamento bastante presente na literatura sobre
classificagcdo de “género” para C. sativa e ¢ considerada a mais aceita pelos pesquisadores na
atualidade. Ela considera a existéncia de apenas uma espécie (Cannabis sativa L.) e aceita
Cannabis sativa sub. sativa e Cannabis sativa sub. indica como subespécies que tiveram
separagdo geografica durante longos periodos, quando ocorreu a glaciacdo do planeta. Dessas
subespécies, derivam todas as variedades e cultivares que existem atualmente e sdo utilizadas
para cultivo e/ou, ainda, cruzamento para obtencdo de novas variedades (McPartland; Small,
2020).

As variedades de C. sativa disponiveis atualmente para cultivo apresentam uma grande
diversidade de biotipos e quimiotipos expressos. As caracteristicas morfologicas e os perfis
quimicos observados nem sempre correspondem ao esperado, de acordo com as primeiras
classificagdes estabelecidas, o que inviabiliza qualquer tentativa de definir subespécies ou
variedades consideradas selvagens (var. indica, sativa e ruderalis) com base nesses critérios.
Essa hipotese ¢ reforcada por recentes estudos filogenéticos (mapeamento de acordo com o
perfil evolutivo), estudos arqueologicos e palinologicos (estudo dos registros fosseis de graos
de polen) que nao fornecem subsidio para sustentacao dos critérios de classificacdo em trés
espécies inicialmente adotados (Bonini et al., 2018; McPartland; Small, 2020).

Os cruzamentos abundantes (produzindo descendentes hibridos férteis) que t€m sido
realizados nos ultimos milénios, potencializados pela disseminagdo de C. sativa pelo mundo,
sdo fatores que favoreceram a grande variabilidade genética e trouxeram dificuldades para sua
classificagdo botanica (Rull, 2022). As décadas de politicas proibicionistas, adotadas em
diversos paises nos séculos XX e XXI, impediram que o desenvolvimento da ciéncia moderna
e a aplicacdo de novas tecnologias fossem empregadas na sua classificacao (Gray et al., 2016).

C. sativa ¢ uma planta cujo porte varia, podendo ser herbaceo ou arbustivo, € o seu ciclo

¢ anual. A espécie recebe classificacdo dioica (inflorescéncias masculinas e femininas em
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individuos diferentes), mas existem espécimens que podem expressar hermafroditismo,
podendo essa caracteristica ocorrer por expressdo génica ou devido ao individuo feminino
sofrer estresse ambiental. Devido a essa caracteristica, alguns autores tém adotado para
classificacdo de termo mono-especifica, referindo-se a essa especificidade de expressar ou nao
os diferentes orgaos reprodutores em seus espécimens (Senkal et al. 2023; Malabadi et al.,
2023).

C. sativa (Figura 1) ¢ ramificada, mede de 0,2 a 6 m de altura e sua raiz ¢ pivotante. A
morfologia da planta pode sofrer alteracdes fenotipicas ao longo dos estagios fenologicos de
acordo com a forma de propagacdo; em geral, pode-se dizer que suas folhas sdo digitadas
dispostas alternadas ao longo do caule quando a propagacao ¢ feita por clonagem ou dispostas
opostas quando a propagacao ¢ feita por sementes (Hesami; Jones, 2023). Apresenta de 3 a 13
foliolos lanceolados, de margem serrilhada, 0,5 a 15 cm de comprimento, face adaxial verde
escura com presenca de tricomas nao secretores e face abaxial de um verde esbranquigado e
raramente com presenca de tricomas secretores, peciolo de 2 a 7 cm verde ou arroxeado. A
inflorescéncia masculina ¢ verde-amarelada na forma de panicula, com pedicelo de 2 a 4 mm,
sépalas imbricadas, de formato oval a lanceolado, auséncia de pétalas, anteras oblongas,
possuem tricomas pequenos e esparsos. Ja a inflorescéncia feminina (Figura 2) ¢ densamente
pilosa e coberta por tricomas secretores (Figura 3), tem diversas possibilidades de cores como
verde, roxa, vermelha, mosqueada e ¢ formada por pseudoespiculas entre bracteas em formato
de folha, bractéolas com forma cdnica que envolvem completamente o ovario e 2 pistilos
lineares e longos, emergindo do apice da bractéola. Possui aquénios (frutos) solitarios marrom-
esverdeados, brancos ou cinza, com endosperma carnoso € oleoso, comumente confundidos

com a semente (AHP, 2014).



Figura 1 — Espécimen de Cannabis sativa L. cultivado na Associacdo Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da
Vida.

Fonte: Registrado por Bruno Morabati, 2023.

Legenda: Foto de uma planta destacada em um cultivo
com diversas plantas
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Figura 2 — Imagem da inflorescéncia feminina de C. sativa.

Fonte: Registrado por Bruno Morabati, 2023.

Legenda: Foto de uma inflorescéncia destacada em uma
planta com visualizagdo das bracteas, pistilos e tricomas
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Figura 3 — Imagem de tricomas secretores em bractea da inflorescéncia de C. sativa ampliada em 1000x.

Fonte: Registrado por Eduardo Pina, 2023.

Legenda: Foto de regido do tecido das bracteas aproximada em mil
vezes possibilitando a visualizagdo da estrutura dos tricomas.

2.3 DEMAIS CLASSIFICACOES

2.3.1 Classificagdo segundo o fotoperiodismo de C. sativa

C. sativa ¢ uma planta de dias curtos (PDC), ou seja, dependente de fotoperiodo para
iniciar o estagio reprodutivo (sofre influéncia do regime luminoso no seu desenvolvimento),
permitindo que se classifique, portanto, as variedades cultivadas como fotodependentes.
Existem variedades de C. sativa que se adaptaram a regides do planeta proéximas ao paralelo do
Circulo Polar Artico, onde a luminosidade chega a durar 24 horas por dia durante alguns meses
do ano. Essa adaptacdo fez com que existam também variedades classificadas como indiferentes
ao fotoperiodo (popularmente chamadas de autoflorescentes ou automaticas) (Toth et al.,
2022).

O cultivo de C. sativa pode ser realizado em casas de vegetacdo com iluminacao
artificial (indoor) ou em campo aberto (outdoor), o qual fica limitado a determinadas épocas
do ano devido ao fotoperiodismo, visto que grandes cultivos utilizam a técnica de clonagem de
plantas feminizadas do tipo fotodependentes (Zheng, 2019).

As plantas fotodependentes sao as mais utilizadas no cultivo e na cadeia produtiva de C.

sativa, para uso adulto e medicinal (plantas tipo medicamento). Durante seu periodo vegetativo,
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podem ficar expostas a até 24 horas didrias de luz, porém, o regime de 18 horas de luz e 6 horas
de escuro ¢ o mais usual quando o cultivo ¢ realizado em casas de vegetagcdo. Ao atingir o
chamado “pré-florescimento” (surgimento de estruturas reprodutivas em estagio inicial de
desenvolvimento), o regime luminoso deve ser alternado para no maximo 12 horas de exposi¢ao
a luz, fazendo com que a planta se desenvolva para o estagio reprodutivo, no qual o regime
luminoso e o espectro de luz fornecido (no caso da iluminacgao artificial) s3o determinantes para
o desenvolvimento das inflorescéncias e producdo dos metabolitos secundarios. Plantas em
estagio reprodutivo nao podem ser expostas a regimes luminosos superiores a 12 horas, pois o
estresse ambiental causado pelo excesso de luminosidade pode provocar um retorno ao estagio
vegetativo e interrup¢do do desenvolvimento das inflorescéncias - ou ainda, fazer com que
plantas femininas tornem-se hermafroditas, passando a produzir, também, inflorescéncias
masculinas (Dang et al., 2022; Janatova et al., 2018).

Jé& as plantas indiferentes ao fotoperiodo, possuem cruzamento com plantas da variedade
ruderalis, as quais sdo adaptadas para suportar diferentes regimes de luminosidade em todos os
estagios fenologicos, caracteristica que ¢ aproveitada nesse cruzamento para producao dessas
sementes, conhecidas no mercado dos bancos de sementes de C. sativa como automdticas. A
incapacidade de produzir clones por estaquia de plantas indiferentes € uma caracteristica que a
torna economicamente inviavel para utilizacdo na cadeia produtiva de C. sativa, sendo uma

opcao disponivel no mercado apenas para cultivadores individuais (Toth et al., 2022).

2.3.2 Plantas cultivadas com sementes regulares e com sementes feminizadas

A feminizacdo de sementes de C. sativa ¢ um método capaz de garantir que a maioria
das plantas do cultivo se desenvolva apenas com as estruturas reprodutivas femininas, o que ¢
de extrema importancia no cultivo de C. sativa do tipo medicamento, uma vez que as
inflorescéncias das plantas femininas contém teores mais elevados de canabinoides, que sdo
acumulados nos tricomas durante o desenvolvimento reprodutivo. Ao mudar de estagio
fenoldgico para frutificagdo (ao ser polinizada), o metabolismo secundario ¢ drasticamente
alterado, reduzindo os teores de canabinoides. As inflorescéncias femininas nao polinizadas
sdo, portanto, o 6rgdo de interesse das plantas tipo medicamento na cadeia produtiva de C.
sativa, seja para uso adulto ou medicinal. Essas caracteristicas permitem classificar as plantas
como originadas por sementes regulares ou por sementes feminizadas (Boonsri et al., 2023).

Nas sementes classificadas como sementes regulares o material genético determina se o
desenvolvimento da planta ird produzir individuos masculinos, ou individuos femininos

(espécie dioica). Ha, também, sementes cujo material genético determina que no
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desenvolvimento da planta serdo produzidas tanto as inflorescéncias masculinas como também
as inflorescéncias femininas durante o estagio reprodutivo. Ou seja, as sementes regulares
podem se desenvolver e produzir individuos exclusivamente masculinos, exclusivamente
femininos ou, ainda, hermafroditas (Yadav et al., 2023; Boonsri et al., 2023).

A exposicao de individuos femininos ao estresse ambiental pode produzir uma resposta
ao estimulo estressor, fazendo com que se a planta se torne hermafrodita. Dessa forma, um
individuo cujo material genético determina que se desenvolva para produzir inflorescéncias
femininas, pode vir a produzir, também, 6rgaos reprodutivos masculinos. Portanto, existem as
possibilidades de que o hermafroditismo seja determinado pela genética de cada individuo ou
provocado pelo estresse ambiental (Janatova et al., 2018).

As sementes classificadas como sementes feminizadas podem ser obtidas de duas
formas. Uma delas, ¢ a partir do cruzamento de um individuo feminino que sofreu
hermafroditismo causado pelo estresse ambiental, através da polinizagdo de suas estruturas
femininas utilizando o pélen das estruturas masculinas que foram desenvolvidas pela mesma
planta. Ou, ainda, a partir do cruzamento utilizando esse pdlen para polinizar outro individuo
feminino que contenha apenas 6rgaos reprodutivos femininos, o que garante feminizagcdo de
quase 100 % das sementes produzidas por essas plantas apos o desenvolvimento dos frutos e
sementes no estagio fenologico da frutificacdo, ja que essas sementes foram originadas a partir
do cruzamento realizado por uma unica planta de genética feminina ou entre duas plantas
femininas (Punja et al., 2020). A outra forma de feminiza¢do de sementes conhecida ¢ através
do tratamento quimico por pulverizacdo foliar dos individuos femininos com solugdes
especificas contendo sais de prata, o que torna essas plantas hermafroditas, ou seja, leva ao
surgimento de inflorescéncias masculinas. Essas plantas sdo utilizadas nos cruzamentos com
outros individuos femininos e esse procedimento permite altas taxas de feminiza¢do (FlajSman
etal.,2021; Lubell et al., 2018).

As sementes feminizadas sdo de extrema importancia nos cultivos de plantas do tipo
medicamento, sendo bastante valorizadas, além do que, sua producdo ¢ considerada um
importante nicho de mercado para atender a cadeia produtiva de C. sativa para uso adulto e
medicinal. Em uma etapa avancada do cultivo, quando as plantas finalizam o estagio vegetativo
e iniciam o estagio reprodutivo, a utilizagao de sementes feminizadas permite a reducao dréstica
do manejo de identificagdo e eliminacdo das plantas masculinas, poupando um processo
extremamente trabalhoso e indesejado. Plantas masculinas presentes no cultivo podem
comprometer toda a producao de inflorescéncias femininas no caso de polinizagao realizada

pelo vento ou por insetos, o que faria com que as plantas avangassem para o estagio da
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frutificacdo com consequente diminuicdo do teor de canabinoides e outros metabolitos
secundarios presentes em maiores teores nas inflorescéncias femininas ndo polinizadas
(Malabadi et al., 2023).

A feminizagdo de sementes de C. sativa ¢ uma técnica bastante eficaz, que permite que
os produtores tenham maior controle sobre a distribuicao de “género” das plantas em cada ciclo
de cultivo, otimizando a producdo de inflorescéncias de alta qualidade para a cadeia produtiva

de C. sativa de uso adulto e medicinal (Malabadi et al., 2023).

2.3.3 Classificagdo segundo a morfologia do caule e a composi¢do quimica (quimiovariantes)
de C. sativa

Visando atender demandas legislativas e de pericia criminal (quimica forense), foram
criadas classificagoes de C. sativa que se popularizaram a partir da década de 1970 (Small,
1973) e costumam ser amplamente utilizadas, tanto no meio cientifico, como pelos grupos que
exploram comercialmente a planta (uso adulto), dada a dificuldade que sempre existiu em
classificar as plantas do tipo medicamento relacionando taxonomia, filogenética e producao de
metabolitos secundarios. A categoria plantas do tipo medicamento ¢ subdividida em trés
subcategorias chamadas quimiovariantes, cujo perfil quimico da parte da planta ou produto ¢
analisado para determinar se deve ser considerado psicoativo ou ndo psicoativo (Hazekamp,
2012). Outro grupo de interesse € o das plantas classificadas como tipo fibra (hemp, canhamo
ou canhamo industrial), que foram selecionadas artificialmente para produgdo de fibras e
sementes (Younger, 2019).

As categorias de classificagdo baseadas nas trés quimiovariantes, propostas por Small
(1973) para as plantas tipo medicamento, consideram que duas substancias majoritarias sao os
marcadores principais e a analise de seus teores define qual a quimiovariante, sendo elas o THC
e CBD. A quimiovariante I compde o grupo de plantas popularmente chamadas de sativa ou
“tipo THC”, pois possuem maiores teores de THC, que ¢ uma substdncia medicinal, mas
também com efeito psicoativo. A quimiovariante II engloba as plantas que produzem teores
similares de THC e CBD; elas sao popularmente chamadas de “um para um”, devido as
proporcdes semelhantes desses componentes majoritarios na sua composi¢do quimica. Ja as
plantas da quimiovariante III, popularmente chamadas de indica ou “tipo CBD”, possuem
maiores teores de CBD do que de THC. As quimiovariantes I e II sdo consideradas psicoativas
ou, ainda, narcoticas; a quimiovariante III, assim como as plantas do tipo fibra, sao
consideradas ndo psicoativas, ou, ainda, ndo narcoticas, sendo a presenca do THC em teores

maiores do que 1 - 3 % (de acordo com as legislacdes vigentes em cada pais) o fator
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determinante para essa categorizacdo (Robinson, 1999; Russo et al., 2005; Small, 2015;
Pisantini et al., 2017).

A forma de classificar as plantas do tipo medicamento em quimiovariantes continua em
uso, tanto nos meios cientificos, quanto no popular e comercial. Mas, recentemente, foi
reavaliada e teve adaptacdes através da utilizagdo de técnicas analiticas de instrumentagdo mais
sofisticadas na andlise metabolomica, empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG) acopladas a técnicas espectrométricas (técnicas
hifenadas) e analise de dados por modelos quimiométricos. Os resultados dessas reavaliagdes
foram cinco quimiovariantes com perfil quimico mais abrangente, identificadas através de 28
substancias consideradas majoritarias para essa classificagcdo (e ndo apenas o THC e o CBD),
fornecendo uma “impressao digital cromatografica” caracteristica de cada uma das cinco
quimiovariantes. As trés quimiovariantes descritas por Small (1973) permanecem sendo
classificadas da mesma forma, porém, sua impressao digital cromatografica contém um numero
maior de substancias (com teores dentro de faixas especificas) para identificé-las. Elas ainda
sao consideradas as plantas “tipo THC”, “tipo um pra um” e “tipo CBD”; ja as duas categorias
que foram acrescentadas baseiam-se em faixas de teores das 28 substancias consideradas

majoritarias e ndo possuem canabinoides majoritarios como referéncia (Cerrato et al., 2021).

2.4 COMPOSICAO QUIMICA

C. sativa apresenta alta complexidade na sua composi¢ao quimica com diversas classes
de metabolitos secundarios, sendo as trés classes principais: canabinoides, flavonoides e
terpenos (monoterpenos € sesquiterpenos) que sdo responsaveis pelas caracteristicas e
propriedades da planta, com destaque para as aplicagdes medicinais e uso adulto. Outras partes
da planta e também as inflorescéncias apresentam outras categorias de compostos em baixas
concentragdes, como os alcaloides, os diterpenos, os triterpenos e os estilbenos. A interagdao
desses metabolitos presentes no chamado fitocomplexo € responsavel pelo efeito entourage,
também chamado efeito comitiva, que ¢ a sinergia que ocorre quando multiplos compostos
extraidos de plantas atuam juntos no organismo em diferentes alvos, aumentando o potencial
terapéutico (Anand et al., 2021).

O conceito de efeito entourage sugere que os efeitos combinados de varios compostos
vegetais sdo capazes de oferecer mais beneficios terapéuticos do que a utilizagdo de
medicamentos produzidos com compostos isolados. Dessa forma, o fitocomplexo de C. sativa
demonstra um potencial terapéutico maior do que apenas os canabinoides isolados THC e CBD

utilizados como fitofarmacos em medicamentos. O conceito de efeito entourage compreende,
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ainda, que a complexidade de substancias em medicamentos ou remédios fitoterapicos provoca
o aumento ou a modulacdo dos efeitos terapéuticos através da interagdo das substincias
presentes no extrato nos diferentes alvos de acdo no organismo, mesmo sendo ainda um
fendmeno nao estavel e nao previsivel. Devido a esses fatores, destaca-se a importancia de que
o perfil quimico da planta inteira seja considerado, assim como as interagdes complexas dos
seus constituintes ao explorar as aplicacdes e potenciais de C. sativa (Russo, 2019; Simei et al.,
2023). Atualmente, hd um crescente interesse em extratos chamados full spectrum de C. sativa,
visando maximizar os beneficios dessa interagao sinérgica e explorar o potencial terapéutico da
planta (Maayah ef al., 2020; Gomes, 2021).

A fim de garantir uma maior reprodutibilidade dos perfis de metabolitos secundarios,
existe uma lacuna a ser preenchida na padronizacao do cultivo e do processamento pos-colheita
de C. sativa, visando definir, através do manejo e das praticas de cultivo, a obtencao uniforme
desses compostos. O processamento pds-colheita (secagem, armazenamento e extracao), deve
visar a conservagao dos perfis de metabolitos secundarios produzidos pela planta (Addo et al.,

2021; Lowe et al., 2021).

2.4.1 Canabinoides

Os canabinoides sdo os compostos mais estudados em C. sativa e sdo os principais
responsaveis pelos efeitos psicoativos e terapéuticos da planta. Foram descritos 135
canabinoides (Cerrato et al., 2021) em C. sativa, sendo os mais conhecidos o THC e o CBD.
Esses metabolitos interagem com o SEC no corpo dos vertebrados, um sistema de homeostase
e modulacdo dos demais sistemas presentes no organismo, descoberto no inicio da década de
1990 (Devane et al., 1992) e que tem sido objeto de extensa pesquisa, devido as suas potenciais
aplicagdes médicas. Existem varios tipos de canabinoides, sendo os fitocanabinoides, obtidos
exclusivamente de plantas; os canabinoides endogenos, produzidos pelo organismo dos
mamiferos e os canabinoides sintéticos, sintetizados em laboratério (Marzo; Petrocellis, 2006).

Os fitocanabinoides derivam de duas rotas biossintéticas, sendo uma via do
metabolismo dos terpenos e outra via do metabolismo de compostos fendlicos e, por esse
motivo, sdo chamados de compostos terpeno-fenolicos ou meroterpenos. A biossintese de
terpenos em plantas ¢ realizada por meio de duas vias independentes: o mevalonato citosélico
(MEV) e o fosfato de metileritritol plastidial (MEP). A primeira etapa de biossintese dos
fitocanabinoides envolve a formagao de acido olivetolico, através da via dos policetideos. O
acido olivetdlico e o geranil difosfato (precursor dos monoterpenos, unidade C10) sdo

combinados através da enzima prenilase, denominada geranil difosfato: olivetolato
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geraniltransferase, a qual resulta na produ¢do de 4cido canabigerolico (CBGA). Em seguida, o
CBGA ¢ transformado pelas enzimas oxidases dependentes de flavina adenina dinucleotideo
(FAD): a A®-acido tetrahidrocanabindlico sintase, a 4acido canabididlico sintase e a acido
canabicroménico (CBCA) sintase, que levam a producao de acido A’-tetrahidrocanabinolico,
acido canabidiolico e dcido canabicroménico (Kinghorn et al., 2017; Govindarajan et al., 2023;
Innes e Vergara, 2023).

As maiores concentragdes dessas substancias estdo nos tricomas secretores presentes
nas inflorescéncias femininas (Rodziewicz et al., 2019), mas também s3o encontrados em
baixas concentracdes em outras partes da planta (Lorensen et al., 2023). Os fitocanabinoides
presentes em C. sativa podem ser agrupados em 10 subclassses com os seguintes representantes:
canabinodiol (CBND); canabigerol (CBG), canabidiol (CBD), canabinol (CBN), A°-trans-
tetrahidrocanabinol (A®-THC), A3-trans-tetrahidrocanabinol (A3-THC), canabiciclol (CBL),
canabitriol (CBT), canabielsoina (CBE) e canabicromeno (CBC). Além dessas, existe uma
subclasse mista que agrupa canabinoides que ndo pertencem as 10 subclasses mencionadas.
Esses compostos tém sido alvo de pesquisas sobre efeitos terapéuticos, sendo mais estudadas
até o momento as formas descarboxiladas (especialmente THC, CBD, CBG, CBN e CBC), por
possuirem maior nimero de estudos farmacoldgicos do que as formas acidas (ex. CBDA,
CBGA, THCA) e serem reconhecidas por sua alta afinidade com os receptores do SEC - CB1
e CB2 (Gul et al., 2015; Wang et al., 2018; Ahmed; Noshad; Li, 2021; Nixon ef al., 2021).

A descarboxilacao do material vegetal € o processo realizado para obtencao de extratos
de C. sativa concentrados em canabinoides na forma descarboxilada, etapa fundamental do
processamento, podendo ser realizada tanto na matéria prima vegetal ou mesmo nos derivados
vegetais. Trata-se de um processo de aquecimento prévio das inflorescéncias ou extratos, por
temperaturas que variam de 115 a 150° C por determinados periodos de tempo, que variam de
30 a 120 minutos, de acordo com os canabinoides que se deseja descarboxilar com maior
eficiéncia. Para obter extratos de uso medicinal concentrados em THC e CBD, a
descarboxilagdo do derivado vegetal (inflorescéncias ou extratos) pode ser realizada a 115° C
por 90 min (Ternelli et al., 2020). Esse procedimento permite converter os canabinoides acidos
(grupo 4cido carboxilico) em canabinoides descarboxilados (com alta afinidade pelos
receptores canabinoides e com sua bioatividade mais caracterizada), através de um processo de
degradagdo térmica das formas acidas dos canabinoides, visto que os canabinoides estdo
presentes predominantemente nas formas acidas em C. sativa (Lewis-Bakker et al., 2019). As
Figura 4 e 5 apresentam as estruturas quimicas dos principais fitocanabinoides de C. sativa

THC, CBD, CBG, CBN; e a descarboxilagdo do THCA, respectivamente.
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Figura 4 — Principais fitocanabinoides (forma descarboxilada). (A) CBD, (B) CBG, (C) CBN, (D) THC.

OH
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Fonte: Elaborado por Julio Sanches, 2024.

Legenda: Imagens de representacdes de formulas estruturais planas das moléculas. Os simbolos indicam
os atomos constituintes e os tragos representam as ligagdes covalentes simples ou multiplas dispostas no
plano bidimensional.

Figura 5 - Descarboxilagdo do THCA. (A): THCA, (B): THC.

o

Fonte: Elaborado por Julio Sanches, 2024.

Legenda: Esquema da degradagdo térmica molecular. A esquerda, a estrutura quimica inicial em
geometria plana; ao centro, o simbolo delta indicando a exposi¢do a fonte de calor; a direita, a nova
estrutura quimica resultante. As imagens das estruturas sdo representagdes de formulas estruturais
planas das moléculas. Os simbolos indicam os 4&tomos constituintes e os tragos representam as ligacdes
covalentes simples ou multiplas dispostas no plano bidimensional.

Além dos efeitos psicoativos e o interesse pelo uso adulto, os fitocanabinoides tém
recebido evidéncia da comunidade médica e cientifica pelas suas aplicagdes terapéuticas em
condi¢des como dor cronica, epilepsia, ansiedade e muitas outras, o que possibilita, junto com
as demais substancias presentes na C. sativa, tratamentos a base da planta para 29 condigoes,

além de doengas veterinarias, segundo mapeamento dos diferentes usos terapéuticos relatados



46

em diversos paises, presente no “Cannabis and cannabis resin Critical Review Report”, CRR
da OMS (OMS, 2018).

Os canabinoides endogenos, também conhecidos como endocanabinoides, sao
produzidos naturalmente pelo organismo dos vertebrados (Silver, 2019) e dois deles tém sido
alvo de estudos recentes, sdo eles: a anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG). A atuagao
dessas substancias esta relacionada a regulacdo de varios processos fisioldgicos, entre eles, a
percepcao da dor, o humor e o apetite. No sistema nervoso os endocanabinoides sdo sintetizados
de acordo com a necessidade da atuagdo, que € feita a partir de neurotransmissores retrogrados
que modulam a liberacdo de outros neurotransmissores para atuar em diversas necessidades
fisiologicas. O SEC esta envolvido na manutencdo da homeostase dos sistemas fisiologicos
presentes no corpo dos vertebrados, e nos estudos com mamiferos podemos relacionar sua
atuacao modulando os sistemas cardiaco, circulatério, digestorio, geniturinario, imunologico,
muscoesquelético, nervoso e respiratério (Wu, 2019; OMS, 2018; Kilaru; Chapman, 2020).

Os canabinoides sintéticos (CS) sdo substancias produzidas artificialmente capazes de
atuar nos receptores do SEC, assim como os endocanabinoides e os fitocanabinoides, com
efeitos similares e, em alguns casos, potencializados. Esses compostos sao sintetizados para
fins de pesquisa ou como farmacos, como ¢ o caso do dronabinol, molécula sintética idéntica
ao fitofarmaco THC. A variedade de estruturas quimicas possiveis com a producdo de CS ¢
muito ampla e, muitas vezes, as substancias produzidas podem gerar efeitos imprevisiveis e
perigosos. Existem CS que tém provocado efeitos adversos a saude e tém sido explorados pelo
mercado ilegal, sendo vendidos como drogas sintéticas, como as conhecidas drogas K ou spice
(K2 e K9). Apesar dos perigos da circulacdo ilegal dessas substincias e seu uso abusivo, a
pesquisa com esses compostos permite que o SEC possa ser estudado com maior profundidade
(Young et al., 2012; Fantegrossi et al., 2014; Schlatter, 2014; Zawilska; Wojcieszak, 2014,
Akram; Mokrysz; Curran, 2019; Langford; Bolton, 2018).

2.4.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo outra classe de metabolitos secundarios encontrada em C. sativa,
que apresentam atividades antioxidante e anti-inflamatoria e constituem parte do fitocomplexo
da planta e seus beneficios para a saude. Até o momento, 34 flavonoides foram encontrados em
C. sativa com sete diferentes agliconas - orientina, vitexina, isovitexina, quercetina, luteolina,
kaempferol e apigenina - que podem ser metiladas, preniladas, geraniladas ou conjugadas a
unidades de monossacarideos como O-glicosideos ou C-glicosideos (Jin ef al., 2020; Lowe et

al.,2021; Abdel-Kader et al., 2023).
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Flavonoides prenilados conhecidos como canflavinas foram identificados pela primeira
vez em C. sativa e incluem a canflavina A, canflavina B, canflavina C e isocanflavina B (Figura
6). Sao flavonas preniladas (C5) ou geraniladas (C10) que tém recebido destaque por suas
propriedades anti-inflamatdria e analgésica, potencializando os efeitos medicinais da planta,
mesmo estando presentes em C. sativa em pequenas quantidades (Erridge et al., 2020; Abdel-

Kader et al., 2023).

Figura 6 — Canflavinas identificadas em C. sativa. (A) canflavina A, (B) canflavina B, (C) canflavina C, (D)
isocanflavina B.

Fonte: Elaborado por Julio Sanches, 2024.

Legenda: Imagens de representacdes de formulas estruturais planas das moléculas. Os simbolos indicam
os atomos constituintes e os tragos representam as ligagdes covalentes simples ou multiplas dispostas no
plano bidimensional.

As canflavinas sdo eficazes na inibicdo da producdo de moléculas pro-inflamatorias,
como as prostaglandinas, através da sua interagdo com enzimas especificas. Sugere-se que as
canflavinas também atuam na modulagdao do SEC, através da interagdo com receptores com
a¢do na percepgdo da dor e na inflamagdo. E possivel que essa interagdo esteja relacionada a
regulacdo de diversos processos fisioldgicos, tornando-as de grande interesse para potenciais

aplicagoes terapéuticas (Bautista; Yu; Tian, 2021; Schanknecht et al., 2023).

2.4.3 Alcaloides
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Os alcaloides fazem parte de um grupo de metabolitos secundarios encontrados em
varias espécies de plantas, inclusive em C. sativa (Radwan et al., 2021). Um niimero limitado
de alcaloides foi isolado de C. sativa, dentre os quais se destacam: alcaloides espermidinicos, a
canabisativina e a anidrocanabisativina (Figura 7), obtidas a partir das folhas e raizes da planta.
Alcaloides indodlicos, como a neoequinulina A e os dois estereoisdmeros da
dihidroxiisoequinulina A, também foram identificados em sementes de C. sativa tipo fibra

(Duggan, 2021).

Figura 7 — Estruturas moleculares da canabisativina e da anidrocanabisativina. (A): canabisativina; (B):

anidrocanabisativina.
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Fonte: Elaborado por Julio Sanches, 2024.

Legenda: Imagens de representacdes de formulas estruturais planas das moléculas. Os
simbolos indicam os atomos constituintes e os tragos representam as ligagdes
covalentes simples ou multiplas dispostas no plano bidimensional.

Os alcaloides de C. sativa, embora menos estudados em comparagdo com o0s
canabinoides, destacam a complexidade da planta e o potencial para uma gama mais ampla de

efeitos terapéuticos (Duggan, 2021; Arif et al., 2023).

2.4.4 Terpenos Volateis
Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundarios que conferem a C. sativa seus
aromas e sabores distintos, sendo obtidos a partir da extracdo do OE. Essas substancias também

podem ter propriedades terap€uticas e interagir com outros compostos presentes na planta. Os
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terpenos mais comuns ¢ mais estudados em diversas variedades de C. sativa sdo o f-mirceno,

o limoneno, o a-pineno e o f-pineno (Masyita et al., 2022).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais (OE) sao utilizados ha séculos na medicina tradicional, na culinaria,
na perfumaria e na cosmética devido a particularidade de suas propriedades organolépticas
(Rios, 2016). Sao liquidos volateis, de composi¢ao quimica complexa, obtidos através da
hidrodestilacao ou prensagem de uma planta aromatica ou de suas partes especificas que contém
as estruturas produtoras e armazenadoras de OE. No caso das frutas citricas, a obtencdo de OE
se da a partir das estruturas que estio presentes no seu epicarpo e ¢ utilizado processo mecanico
de prensagem a frio (temperatura ambiente). Na extracdo de OE por hidrodestilagao, ao final
do processo, a d4gua em contato com a camada do OE ¢ chamada de hidrolato, e costuma ser
rica em componentes do OE dispersiveis em agua (Aazza et al., 2011; Conselho de Europa,
2010; ISO, 2013; Hamdi et al., 2017; Tavares et al., 2020).

Os metabdlitos secundarios que compdem o OE possuem as fungdes fisioldgicas de
resposta ao estresse ambiental, como defesa contra predagdo por herbivoros e patogenos,

atracdo de polinizadores, entre outras (Roohinejad et al., 2017).

2.5.1. Composic¢ao quimica dos 6leos essenciais

Os OE sao misturas complexas de compostos organicos volateis, geralmente de baixo
peso molecular. Ao se elevar a pressao de vapor suficientemente, porém mantendo a pressao
atmosférica e a temperatura ambiente, os OE encontram-se no estado parcial de vapor,
considerados portanto como “6leos volateis” devido a essa caracteristica. Os OE normalmente
sao compostos por 20 a 60 substancias, eventualmente ultrapassando a quantidade de 100
componentes, com concentragdes bastante distintas. Os marcadores quimicos costumam ser
geralmente duas ou trés substancias majoritarias e estdo presentes em concentragdes bastante
elevadas que variam de 20 a 70 % da composic¢ao total, ja os demais componentes costumam
apresentar concentragdoes mais baixas (Bilia ef al., 2014; Dhifi et al., 2016).

Os constituintes principais dos OE s3o monoterpenos, sesquiterpenos €
fenilpropanoides. Estes metabolitos secundarios sao classificados de acordo com a estrutura do
esqueleto carbonico e via metabdlica de origem. Os fenilpropanoides contém 9 atomos de
carbono com nucleo basico fenilpropano (C6C3) e sao originados pela via do chiquimato

(Nieto, 2017; Jugreet et al., 2020; Masyita et al., 2022).
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Os terpenos sdo biossintetizados por outras duas vias metabolicas - mevalonato ou
metileritritol, sendo constituidos pela condensacdo de unidades isoprénicas (C5) - isopentenil
difosfato e dimetilalil difosfato - e categorizados de acordo com o nimero dessas unidades. Os
monoterpenos possuem duas unidades isoprénicas (C10) e os sesquiterpenos, trés unidades
isoprénicas (C15). Os diterpenos contém 4 unidades isoprénicas (C20) e ocorrem raramente em
OE (Dhifi et al., 2016; Nieto, 2017; Jugreet et al., 2020; Mabou; Yossa, 2021; Masyita et al.,
2022).

As propriedades organolépticas, consideradas unicas nas plantas aromaticas e também
de cada variedade de C. sativa, possuem relagdo direta com a composi¢do qualitativa e
quantitativa de terpenos presentes nas estruturas secretoras, sendo assim, os principais
responsaveis pelo aroma caracteristico das plantas (Surendran et al., 2021).

Os OE apresentam uma enorme variedade de compostos quimicos, resultando em
grande variedade de propriedades terapéuticas e usos distintos (Aumeeruddy-Elalfi et al.,
2018). Consequentemente, tém sido amplamente empregados por seus efeitos antimicrobianos,
virucidas, inseticidas e antiparasitarios, cosméticos, bem como para aplicagdes alimenticias.
Muitos OE apresentam acdes farmacoldgicas como antitumoral, antidiabética, antioxidante e

no sistema cardiovascular (Bakkali; Averbeck; Averbeck; Idaomar, 2008).

2.5.2 Obtengao dos oleos essenciais

Para obtencdo de OE, sao empregados diferentes métodos de extragao, de acordo com a
caracteristica dos componentes que serdo obtidos, caracteristicas da planta ou das partes da
planta de onde o OE serd extraido. Portanto, os diferentes sistemas extratores podem apresentar
vantagens e desvantagens, de acordo com essas caracteristicas (Simdes et al., 2016).

A preparacao pos-colheita do material vegetal antecede a etapa de extragdo, sendo a
secagem e a fragmentacdo processos comumente utilizados para a obtengao da droga vegetal
(DV). A fragmentagao pode ser realizada pulverizando ou rasurando a DV, visando aumentar a
area de superficie de contato. Esse aumento favorece a eficiéncia na extragdo do 6leo essencial
(OE), ao facilitar o rompimento das estruturas secretoras onde o OE esta contido, especialmente
sob a a¢do do calor (Fiorini ef al., 2020).

A extragdo dos OE pode ser considerada uma pratica fundamental na indistria de
perfumaria e cosméticos, sendo empregada também na aromaterapia, producdo de
medicamentos, aromatiza¢ao de alimentos, industria domissanitaria, dentre outras aplicagoes.
Pode-se utilizar o OE ou os compostos volateis e aromaticos no OE, que podem ser isolados

em processos industriais mais sofisticados (Jugreet et al., 2020).
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Os dois métodos considerados mais tradicionais para extracdo de OE sdo a
hidrodestilacdo e a destilacdo por arraste a vapor d’agua. No primeiro, o material vegetal fica
em contato com a agua em ebulicao; ja no segundo, apenas o vapor d'dgua entra em contato
com o material vegetal para extrair o OE. Em ambos os métodos, a destilacdo ocorre em um
destilador proprio, conhecido como aparelho tipo Clevenger (Brasil, 2019), acoplado ao sistema
extrator. Estes dois métodos sdo eficazes na obtencdo de OE com alta qualidade, porém, ¢
necessaria uma grande quantidade de material vegetal, uma vez que o rendimento € baixo € o
tempo de extragdo ¢ prolongado, variando entre 180 e 240 min (Simoes ef al., 2016; Ternelli et
al., 2020)

E possivel realizar, também, a extragdo dos componentes do OE com solventes
organicos, como n-hexano, éter etilico ou etanol. Neste caso, o produto obtido ¢ um extrato
contendo componentes do OE, além de outros metabolitos vegetais, € ndo o OE propriamente.
Essa metodologia torna a extragdo eficiente na obten¢do por esgotamento desses componentes,
porém, os residuos de solventes que podem ficar no produto final sdo considerados uma
desvantagem. Sua utilizagdo mais comum ¢ em analises de laboratério, quando se deseja extrair
a fracdo de terpenos volateis de uma amostra vegetal ou derivado (Jiang; Kempinski; Chappell,
2016).

A extragdo de OE presente no epicarpo de frutos citricos ¢ realizada em um sistema de
prensagem a frio, um método mecanico que nao utiliza solventes nem aquecimento. Sua
desvantagem ¢ a obtencdo de rendimentos menores em comparagao com outros métodos (Di
Giacomo; Di Giacomo 2002).

A industria de extragdo de OE tem adotado a extracdo por CO; supercritico, visto que
essa metodologia ¢ capaz de obter extratos de terpenos de alta pureza. Nesta técnica, o CO; ¢
submetido a sistemas que envolvem pressoes e temperaturas acima do ponto critico, fazendo
com que esse solvente fique no seu estado supercritico, o qual € eficaz para a extragdes seletivas
de fragdes de terpenos presentes nos OE. E possivel determinar parametros do CO2 supercritico
para fracionar as categorias de substancias presentes no extrato obtido, sendo uma técnica eficaz
para obtencdo e também na preservagao dos terpenos presentes no OE e de suas propriedades.
Essa técnica possui alto custo e necessita do equipamento especifico (Pourmortazavi;
Hajimirsadeghi, 2007; Yousefi et al., 2019).

A extracdo de OE, através da técnica de hidrodestilagdo assistida por micro-ondas
(MAHD), combina a hidrodestilagdo convencional e a aplicagdo de micro-ondas para acelerar
o processo de extracdo dos compostos volateis no material vegetal, sendo a técnica mais

eficiente para extracdo de OE em larga escala (Micalizzi et al., 2021). No sistema extrator
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MAHD existem varias vantagens em relagdo a hidrodestilagdo convencional, sendo as
principais: a reducdo do tempo de extragdo, o aumento na eficiéncia do processo, melhor
qualidade do produto final obtido (devido a reducdo da formacgdo de artefatos durante a
extracdo) e o reaproveitamento do material vegetal para outras finalidades (extracdo de outras
classes de metabdlitos secundarios), apds a extragdo do OE (Drini¢ et al., 2019; Radoiu ef al.,
2020).

O sistema MAHD ¢ configurado a partir de um equipamento de aquecimento de micro-
ondas e um sistema de hidrodestilagao tradicional ou aparelho tipo Clevenger (Brasil, 2019)
acoplado na parte superior da cadmara onde ocorre a irradiacdo das micro-ondas (detalhes da
metodologia serdo apresentados no item 2.6).

O material vegetal fragmentado ¢ colocado em um baldo de destilagdo de vidro
borossilicato e completado com 4gua até a metade de seu volume, entdo, ¢ encaixado dentro da
camara interna do equipamento para que a dgua seja aquecida através da irradiacdo das micro-
ondas. A 4gua em ebuli¢do ¢ vaporizada, rompe as estruturas secretoras do material vegetal
onde esta o OE e promove o arraste dos compostos volateis. Os vapores de dgua e do OE sdo
conduzidos para um condensador que faz parte do aparelho tipo Clevenger (Brasil, 2019), onde
ocorre o resfriamento e a condensagdo, retornando ao estado liquido (Lucchesi; Chemat;
Smadja, 2004; Li; Fabiano-Tixier; Vian; Chemat, 2013).

No reservatorio graduado onde os 6leos essenciais condensam e onde ¢ realizada a sua
coleta, a separagao ocorre por densidade, uma vez que os OE costumam ser menos densos que
a agua e, dessa maneira, permanecem como fase superior da camada aquosa, a qual ¢ chamada
de hidrolato, uma mistura de substancias volateis dispersas em agua. Para coleta do OE no
reservatorio graduado, ha uma torneira em “Y” ou “torneira de 3 vias”, onde ¢ possivel recolher
OE separadamente do hidrolato, de forma cuidadosa (Kuzey, 2021).

O sistema MAHD evita, ao menos parcialmente, a degradagao dos componentes volateis
e outros do material vegetal, devido ao menor tempo de exposicdo do material vegetal em
contato com a agua em ebuli¢do, por se tratar de uma extragdo até¢ 8 vezes mais rapida que a
extracdo de OE por hidrodestilagdo convencional (Li; Fabiano-Tixier; Vian; Chemat, 2013).

As configuragdes dos parametros especificos para extracdo podem variar de acordo com
o material vegetal, sua apresentacdo e, ainda, com os compostos de interesse, podendo ser
otimizadas através de ajustes na poténcia do equipamento, quantidade de agua, tempo de
extracdo e temperatura do condensador. Pode, também, ser intensificada para cada tipo de
aplicacdo, sendo comum a utilizagdo de gradientes ou rampas de poténcia por periodos de

tempo especificos (Fiorini et al., 2020).
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2.5.3 Composic¢ao quimica de dleos essenciais de Cannabis sativa L.

Na Tabela 1, sao apresentados de forma comparativa os dados de todos os terpenos
volateis identificados em C. sativa em andlises realizadas por quatro artigos. A identificagdao
dos compostos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
MS) e a quantificagdo, por cromatografia gasosa acoplada a detecc¢do por ionizagdo em chamas
(CG-FID) nos OE extraidos de C. sativa. Infelizmente, houve grande dificuldade em obter
dados de plantas do tipo medicamento, cuja extracdo do OE foi realizada por hidrodestilagao.
A Tabela 1 apresenta dados comparativos sobre composi¢do do OE em C. sativa, e estudos
com plantas do tipo fibra, assim como estudos com outros métodos de obtencdo de
componentes volateis ou fragdes de terpenos do extrato, e ndo do material vegetal (utilizando
extracdo por solventes seguida de separacgao liquido-liquido em funil de separacdo). Na coluna
seis, estdo presentes dados de terpenos volateis identificados nas inflorescéncias de C. sativa
do tipo fibra em OE obtido por MAHD, pelo autor Micalizzi et al. (2021). O autor Wanas et al.
(2020) realizou as extracdes por hidrodestilacio em inflorescéncias secas das trés
quimiovariantes descritas por Small (1973): plantas “tipo CBD”, “tipo 1:1” e “tipo THC”. As
diferengas na composi¢do dos terpenos volateis majoritarios podem ser observadas visto que o
metabolismo secundario das plantas ¢ influenciado por fatores ambientais, genéticos € o manejo
do cultivo, além do que, o processamento das plantas também pode influenciar na composi¢ao

dessas substancias no OF obtido (Montanari Jr ef al., 2016).
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Tabela 1 - Composi¢do do OE (%) das inflorescéncias de C. sativa. Os 3 componentes presentes em

maiores quantidades em cada coluna foram grifados.

Wanas et al.
Componentes Aizpurua-Olaizola, et Mansouri; Wanas et (2020) - Wanas et Micalizzi
al. (2016)" Asrar al. (2020) CBD:THC  al.(2020) etal.

(2012)* -CBD (1:1) - THC (2021)
a-pineno 0,0090 - 0,1900 0,0006 0,0400 0,0000 0,0600 0,0220
a-tujeno - - 0,0020 0,0020 0,0030 0,0240
canfeno - - 0,0010 0,0030 0,0020 0,0160
f-pineno 0,0140 - 0,1000 0.0727 0,0210 0,0750 0,0350 1,7020
0-3-careno - - - - 0,0030 0,1040
p-mirceno 0,0600 — 0,5500 - 0,1710 0.,0980 0,0690 1,6900
D-limoneno 0,0330 — 0.3260 0,0011 0,1700 0.2710 0,0190 1,1620
p-felandreno - - 0,0020 0,0020 0,0040 0,0640
(Z)-f-ocimeno - - - 0,0010 - 0,3910
(E)-f-ocimeno - - - 0,0070 0,0050 0,2460
p-cimeno - - 0,0060 0,0010 0,0060 0,3280
perileno - - 0,0200 - - -
a,p-dimetilestireno - - 0,0030 - - -
hidrato de trans-sabineno - - 0,0010 - - -
4,8-epoxiterpinoleno - - 0,0040 0,0010 - -
linalol 0,0080 —0,0360 - 0,0030 0,0090 0,0080 -
isociariofileno 0,0010 - - 0,0020 - -
(E)-f-bergamoteno - - 0,0090 0,0030 0,0070 -
a-guaieno - - 0,0230 0,0080 0,0370 0,0720
(E)-cariofileno 0.1200 — 0.5600 - 0,0620 0.0900 0,2700 23,6880
a-terpineol - - 0,0080 0,0090 0,0030 -
trans-fi-bergamoteno - - 0,0090 0,0030 0,0070 -
a-guaieno - - 0,0230 0,0080 0,0370 0,0720
y-elemeno - - - 0,0010 0,0020 0,0630
aloaromadendreno - - 0,0020 - - -
(Z)-p-farneseno - - 0,0040 0,0040 0,0070 -
trans-pinocarveol - - - - - -
J-guaieno - - 0,0460 0,0160 0,0820 0,1280
(=a-bulneseno)
valenceno - - - 0,0400 - 0,4980
p-bisboleno - - 0,0100 - 0,0700 -
isoeremopfileno - - 0,0040 0,0030 0,0080 -
carvone - - - 0,0010 - -
biciclogermacreno - - - 0,0020 0,0020 -
(E,E)-a-farneseno - - 0,0030 - 0,0040 -
J-cadineno - - 0,0010 0,0010 0,0020 0,1190
y-cadineno - - 0,0010 - 0,0020 -
7-epi-a-Selineno - - - 0,0020 - -
(E)-a-bisboleno - - 0,0010 0,0030 0,0060 0,0000



Aizpurua-Olaizola, et Mansouri; Wanas et Wanas et Wanas et Micalizzi
Componentes al.,2016' Asrar, 2012 al., 2020 - al., 2020 - al., 2020 etal., 2021
CBD CBD : THC - THC
(1:1)
mirtenol - - - 0,0010 - -
2,6-dimetil-3(E),5(E),7 - - 0,0020 0,0010 0,0020 -
octatrieno-2-ol
trans-carveol - - 0,0010 0,0010 - -
germacreno-B - - 0,0040 0,0050 0,0270 -
p-cimen-8-ol - - 0,0025 0,0020 0,0160 -
cis-carveol - - 0,0020 0,0010 - -
oxido de - - 0,0180 0,0070 0,0050 -
isocariofileno
selina-4,11-dieno - - 0,0020 0,0010 0,0030 0,1090
y-muuroleno - - - 0,0100 0,0400 0,0440
a-humuleno 0,0036 —0,0190 0.,0025 0,0290 0,0380 0.0610 7.8880
oxido de cariofileno - 0,0001 0,1030 0,0500 0,0390 -
f-ocimeno 0,0090 - 0,0150 - - - - -
terpinoleno 0,0005 - 10,0150 - 0,0270 - - 0,3290
aloaromandreno 0,0008 - 0,0010 - - -
f-selineno 0,0015 - 0,0021 0,0004 0,0150 0,0130 0,0200 2.2040
Y-selineno 0,0008 - 0,0051 - - - - -
a-bisaboleno 0,0015 - 0,0059 - - - - -
p-bisaboleno 0,0011 - 0,0031 0.,0025 - - - 0,2520
f-curcumeno 0,0006 - 0,0028 - - - - -
f-sesquifelandreno 0,0008 - 0,0033 0,0006 - - - 0,0560
a-gurjuneno 0,0016 - 0,0040 - - - - 0,0730
selina-3,7(11)dieno 0,0051 -0,0120 - 0.,0370 - 0.1320 1,4210
Y-elemeno 0,0033 -0,0124 - 0,0100 0,0100 0,0200 0,0630
guaiol 0,0012 -0,0121 0,0014 - - 0,0300 -
Y-eudesmol 0,0019-0,0103 - - - - -
f-eudesmol 0,0065 —0,0101 0,0024 - - 0,0300 -
a-selineno 0,0046 —0,0136 - 0,0100 0,0070 0,0200 1,5550
bulnesol 0,0010 - 0,0016 0.0040 - - - -
a-bisabolol 0,0006 - 0,0087 0,0002 0.,0350 0,0600 0.1600 -
metil eugenol - - 0,0020 0,0020 0,0020 -
epéxido de humuleno-I - - 0,0020 0,0010 - -
(E)-nerolidol - - 0,0070 0,0050 0,0030 -
epéxido de humuleno-II - - 0,0300 0,0160 0,0080 -
epéxido de humuleno-III - - 0,0190 0,0010 0,0020 -
porosadienol - - 0,0050 0,0040 0,0040 -
(=cariofiladienol II) - - 0,0020 0,0020 - -
cariofila-2(12),6-dien-5a-ol - - - 0,0020 - -
(=Cariofilenol I)
cariofila-2(12),6-dien-54-ol - - 0,0040 0,0020 0,0020 -

(=cariofilenol II)

55
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Wanas et
Componentes Aizpurua-Olaizola, et Mansouri; Wanas et al., 2020 - Wanas et Micalizzi
al. 2016 Asrar, 2012 al,2020- CBD:THC  al,2020 etal., 2021
CBD (1:1) - THC
hashisheno - - - - - 0,2210
thuja-2,4(10)-dieno - - - - - 7.3310
a-fencheno - - - - - 0,2460
a-terpineno - - - - - 0,0840
y-terpineno - - - - - 0,1060
p-cimeneno - - - - - 0,1660
cogeijereno - - - - - 0,0170
a-ylangeno - - - - - 0,2830
a-copaeno - - - - - 0,0710
7-epi-sesquitujeno - - - - - 0,0120
sativeno - - - - - 0,0860
a-funebreno - - - - - 0,0340
(Z)-cariofileno - - - - - 0,5370
a-,(Z)-bergamoteno - - - - - 0,2380
a-,(E)-bergamoteno - - - - - 1,4020
guaia-6,9-dieno - - - - - 0,2420
9-epi-(E)-cariofileno - - - - - 1,0220
p-acoradieno - - - - - 0,0310
drima-7,9(11)-dieno - - - - - 0,0920
a-neocalitropseno - - - - - 0,1510
y-curcumeno - - - - - 0,4960
eremofileno - - - - - 0,8440
(Z)-y-bisaboleno - - - - - 0,1040
f-sesquipfelandreno - - - - - 0,0560
selina-4(15),7(11)-dieno - - - - - 1,8090
(E)-, p-farneseno - - - - - 0,9570
e-amorfeno - - - - - 0,0680

! Dados obtidos das anélises das inflorescéncias colhidas aos 179 dias
2 Dados obtidos de fragdes de terpenos e/ou componentes volateis do extrato, e ndo por hidrodestilagio do material vegetal.
Dados obtidos de extragio por MAHD de plantas do tipo fibra.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2024)

Os terpenos com valores minimos de 0,0600 % identificados por Wanas et al. (2020),
em amostras de OE obtidos por hidrodestilagdo de plantas da quimiovariante I (tipo THC)
foram: f-mirceno (0,069 %); (E)-cariofileno (0,270 %); a-pineno (0,060 %); trans-pinocarveol
(0,082 %); p-bisboleno (0,070 %); a-humuleno (0,061 %); selina-3,7(11)dieno (0,132 %); e a-
bisabolol (0,160 %).
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A Figura 8§ apresenta os principais componentes do OE das inflorescéncias de C. sativa
de acordo a literatura cientifica consultada (Mansouri; Asrar, 2012; AHP,2014; Sexton et al.,

2018; Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Ibrahim et al., 2019; Mudge et al., 2019;)

Figura 8 — Principais componentes do OE das inflorescéncias de C. sativa.(A) a-pineno, (B) f-mirceno, (C) D-
limoneno, (D) terpinoleno, (E) cis-ocimeno, (F) (E)-cariofileno, (G) a-humuleno. Fonte: Adaptado de Ibrahim et

al. (2019).
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Fonte: Elaborado por Julio Sanches, 2024.

Legenda: Imagens de representacdes de formulas estruturais planas das moléculas. Os simbolos indicam
0s atomos constituintes e os tragos representam as ligagdes covalentes simples ou multiplas dispostas no
plano bidimensional.

2.6 APLICACOES DO EQUIPAMENTO DE MICRO-ONDAS NA CADEIA PRODUTIVA
DA Cannabis sativa L. DO TIPO MEDICAMENTO

A secagem, a descarboxilacdo e a extracdo do OE das inflorescéncias de C. sativa pela
técnica de hidrodestilagdo assistida por micro-ondas (MAHD) apresentam-se como uma
utilizagdo eficiente da tecnologia do micro-ondas, tanto pela abordagem verde e dentro dos
principios da sustentabilidade, como também pela rapidez nos processos prévios as extragoes
(secagem e descarboxilacdo). A eficacia da tecnologia também ¢ destaque na obtencdo dos
compostos aromaticos e dos 6leos essenciais sem riscos de que o produto obtido contenha
residuos quimicos de solventes organicos (Mazzara et al., 2022; Binello et al., 2023). A Figura

9 apresenta o equipamento de micro-ondas Ethos X da marca Milestone®.
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Figura 9 — Sistema micro-ondas Ethos X Milestone® acoplado ao sistema de hidrodestilaggo.

5=

Fonte: Milestone, 2023

Legenda: Foto equipamento de microondas com sistema

de destilag@o acoplado. O recipiente interno esta preenchido
com material vegetal.

2.7 METODOS DE ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os métodos analiticos de CG-MS e CG-FID sao as duas técnicas mais utilizadas na
analise da composi¢do quimica de OE. Através dessas técnicas, € possivel realizar a
identificacdo dos componentes dos OE e a determinagdo dos respectivos teores, sendo muito
utilizadas em ensaios de controle de qualidade, desenvolvimento de produtos e estudos da

composi¢ao quimica dos OE (Adams, 2017).

2.7.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)
O CG-MS realiza a separagdo ¢ a identificagdo de cada componente presente na mistura

complexa de substancias presentes no OE. Esta técnica de instrumentagdo analitica utiliza, de
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forma combinada, os recursos de separacdo por cromatografia gasosa com os recursos da
detec¢do e identificagdo da espectrometria de massas (Adams, 2017).

Por se tratar de uma mistura de substancias de baixa polaridade, as amostras de OE sao
diluidas em n-hexano ou outro solvente apolar que seja compativel com a vaporizagao que
ocorre para que a amostra seja introduzida na coluna do CG. A Farmacopeia Estadunidense
(USP-NF, 2023) descreve as colunas de composi¢do 95 % dimetil e 5 % difenil polissiloxano -
fase USP G27 - para serem utilizadas para interacao (retengdo) com substancias ndo polares,
sendo as colunas mais indicadas para a analise de 6leos essenciais.

Os componentes da mistura sdo separados com base em sua volatilidade e diferentes
afinidades pela fase estacionaria na coluna. Compostos com pontos de ebulicdo mais baixos
percorrem a coluna mais rapidamente do que os compostos com pontos de ebuli¢cao mais altos.
Os terpenos presentes nas amostras podem ser identificados a partir da comparagao dos seus
tempos de retenc¢do (tr), dos dados espectrais e de analises de padrdes de referéncia. O uso de
indices de retencao obtidos a partir da coinje¢@o do OE com padrdes de hidrocarbonetos (ex.
C10-C40) também ¢ usual na identificagao dos componentes do OE (Ibrahim et al., 2019).

Ap0s a eluigdo na coluna de CG, os componentes separados seguem para a deteccao no
espectrometro de massas, que fragmenta e ioniza esses compostos, produzindo espectros de
massa que atuam como uma “impressdo digital”’. Dessa forma, ¢ possivel realizar a
identificacdo de cada um desses compostos com base nas relacdes massa-carga (m/z) e do
padrao de fragmentacdo observados e através da avaliagao da similaridade dos espectros de
massa obtidos de cada componente separado da amostra com os dados presentes em bancos de
dados que contém os espectros de massa de compostos conhecidos (Sadgrove; Padilla-
Gonzalez; Phumthum, 2022).

A quantificacdo dos componentes do OE por CG-MS deve ser realizada empregando
padrdes e obtendo curvas analiticas (métodos do padrao externo ou interno). No cromatograma
gerado, pode-se medir as areas dos picos e utiliza-las para calcular a concentragdo de cada

composto no OE (Adams, 2017).

2.7.2 Cromatografia gasosa acoplada a deteccdo de ionizagao de chamas (CG-FID)

Outro detector amplamente utilizado na cromatografia gasosa ¢ o FID, que ¢ bastante
eficiente para analisar hidrocarbonetos e compostos organicos volateis. A detecgdo por FID ¢
mais sensivel, por isso mais confiavel, e apds a analise as amostras sao destruidas. Apos passar
pela separacdo na coluna de CG, os compostos separados da amostra sdo introduzidos no

detector de ionizagdo de chamas - FID, onde sdo queimados em uma chama de hidrogénio-ar,
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produzindo ions e elétrons. A deteccdo ocorre pela atragdo desses ions e elétrons que foram
gerados para um detector, onde ¢ produzida uma corrente elétrica. A medi¢do da magnitude
desta corrente ¢ utilizada para calcular a concentragdo dos compostos na amostra, sendo a
relacdo entre elas diretamente proporcional. A deteccdo por FID ¢ altamente sensivel para
compostos que contém atomos de carbono e hidrogénio, sendo, portanto, um método
instrumental bastante adequado para detectar muitos compostos presentes nos OE (Micalizzi et
al.,2021).

Para anélise de OE, considera-se CG-MS e CG-FID como ferramentas complementares,
sendo o CG-MS excelente para identificagdo dos componentes individuais; ja o CG-FID
fornece dados quantitativos confiaveis com base no método de normalizagdo de areas, além do

uso de padrdes e curvas analiticas (Micalizzi et al., 2021).

2.8 UTILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cannabis sativa L. PELA INDUSTRIA

Oleos essenciais e extratos vegetais tém sido continuamente utilizados como fonte de
moléculas bioativas. O mercado consumidor tem aumentado a demanda por produtos naturais
e mais seguros durante os ultimos anos; as aplicacdes destes compostos derivados de plantas,
atualmente, estdo presentes em diversos setores economicos: alimentar, agricola, farmacéutico,
cosmético, produtos de higiene, entre outros (Jugreet et al., 2020). Dessa forma, as industrias
tém acompanhado essa demanda dos consumidores por produtos naturais e desenvolvido novas
tecnologias que possibilitem melhor solubilidade e estabilidade desses compostos em diferentes
aplicagdes industriais. Um campo de pesquisa recente ¢ a incorporacao de OE de C. sativa em
tecnologias de nanoemulsdes, que atendem a essas finalidades (Fei et al., 2023).

Os derivados de C. sativa (6leo de cannabis, canabinoides, OE, proteinas e 6leo de
sementes) tém sido utilizados em alimentos e suplementos alimentares. Esses usos estao
relacionados a um mercado em expansdo € com potencial muito promissor a ser explorado,
sendo que, desses derivados, o OF e misturas de terpenos isolados sdo encontrados atualmente
em balas, pirulitos, caramelos, chocolates, sorvetes, salgados, bebidas como cervejas e licores,
entre outros (Brutlag ef al., 2018). O portal online do editorial Folha de Pernambuco (2023)
noticiou sobre cervejarias brasileiras que fazem a adigdo de misturas de terpenos obtidos de
outras fontes vegetais que imitam algumas caracteristicas dos aromas de C. sativa.

O aroma das inflorescéncias de C. sativa fornece caracteristicas de sabor e qualidade
unicas nos produtos, assim como o lupulo (Humulus lupulus 1L.) que ¢ da mesma familia

botanica (Cannabaceae) confere aromas unicos a cerveja (Russo, 2011).
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O potencial do OE de C. sativa como aromatizante de bebidas apresentou potencial
viabilidade em um estudo com duas cultivares de C. sativa (Ascrizzi et al., 2020). O mercado
que explora os aromas de C. sativa ainda ¢ restrito; diversos produtos t€m sido lancados no
Brasil, porém, ainda utilizam misturas de terpenos de outras fontes, simulando o OE
caracteristico de C. sativa. Os terpenos majoritarios que compdem o OE e o aroma de C. sativa
também sdo substancias majoritarias presentes no OE de outras plantas, as quais possuem
cadeia produtiva de extracdo ja estabelecida, contando, inclusive, com o isolamento desses
compostos, que estdo disponiveis no mercado de forma mais acessivel do que os terpenos
obtidos de C. sativa. Alguns produtores brasileiros de cerveja artesanal, que ja praticam a
saborizacdo com OE de C. sativa, precisam realizar pausas na produ¢@o nos periodos sazonais
em que ha dificuldade na obtengdo de terpenos no mercado nacional, segundo matéria da
plataforma SECHAT (SCHAT, 2023).

Existem, também, produtos alimenticios em que os extratos (ou mesmo os canabinoides
- THC e CBD) sao adicionados, produzindo efeitos terapéuticos e/ou psicoativos. Para produzir
esses produtos, ¢ importante a utilizagdo do OE ou misturas de terpenos para saborizar e
amenizar o gosto amargo dos canabinoides e, em alguns casos, da clorofila. O EE, ou 6leo ful/l
spectrum, costuma ter quantidades significativas de clorofila, j& que ela ¢ uma substancia
extraida de forma eficiente pelo etanol. O gosto amargo e caracteristico conferido por essa
substancia dificulta a utilizacdo do EE de C. sativa em alimentos como chocolates, por
prejudicar a palatabilidade. Nessa situagdo, assim como em outros produtos, o uso dos terpenos
¢ fundamental para atenuar esse gosto ou torna-lo quase imperceptivel (Beal, 2019).

Essas misturas s6 sdo permitidas em paises ou jurisdigdes onde a legislagao contempla
o uso adulto de C. sativa e ndo apenas o uso medicinal. Mesmo o uso alimenticio dessas
substancias sendo permitido, existe regulacdo especifica quanto aos teores de CBD e THC. Nos
EUA, essa composicao mista dos produtos de C. sativa ¢ classificada como “suplementos
alimentares” ou “produtos de bem-estar e saude” (FDA, 2023) e na Unido Europeia recebem a
classificagdo de “novo alimento” (EFSA, 2022).

Os desafios para o desenvolvimento da incorporacdo de derivados de C. sativa em
alimentos carecem de pesquisas sobre como melhorar a solubilidade e biocompatibilidade com
os demais componentes alimentares. A estabilidade e a bioacessibilidade dos terpenos nos
diferentes produtos alimenticios ainda precisam ser objeto de novas pesquisas para que seja
possivel determinar a viabilidade do uso dos derivados de C. sativa como ingredientes

funcionais dos alimentos industrializados. Essas condi¢des vao permitir o aumento do prazo de
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validade dos alimentos contendo terpenos, para que assim, sua adicdo em varios produtos
alimenticios possa ser bem-sucedida (Hanus; Hod, 2020; Chen; Pan, 2021).

Os efeitos antibacteriano e antiflingico que os terpenos presentes no OE de C. sativa
apresentam, demonstram um grande potencial da sua aplicagdo como conservantes naturais em
produtos alimenticios industrializados (Rothschild et al., 2005; Blake et al., 2019). Para este
fim, foi testada a tecnologia da nanoencapsulagdao em um estudo que analisou as caracteristicas
fisico-quimicas e a agdo antioxidante dessas nanocépsulas de OE de C. sativa, apresentando
resultados para que este novo produto possa ser utilizado como aditivo e/ou conservante
alimentar (Hadidi; Rostamabadi; Moreno; Jafari 2022).

A cadeia produtiva de extracdo de OE apresenta um cenario promissor, com
possibilidades economicas de expansdo também nos setores da industria de cosméticos e
perfumes (Sharmeen et al., 2021). Recentemente, observou-se o aumento pela procura por
produtos naturais, devido a tendéncia do mercado consumidor em relagdo a preocupagdes com
a saude. Esse cenario ampliou o uso de extratos, OE e 6leos fixos (triglicérides) em substitui¢ao
aos derivados sintéticos que sao considerados perigosos para a saide humana. Nesse sentido,
os OE tém sido procurados, uma vez que ja sdo a principal fonte de aromas utilizada pela
industria de cosméticos. No entanto, derivados vegetais de C. sativa, como o OE, comecaram
a ser utilizados por esse segmento recentemente, acompanhando o crescimento da popularidade
do uso de outros OE, que também sdo considerados menos empregados pela industria de
cosméticos. Eles sao utilizados como fragrancia e componentes ativos, ja que apresentam uma
ampla gama de aromas Unicos e agradaveis de forma muito eficaz para incorporagdao em
produtos cosméticos e ainda podem atuar como agentes bioativos (ex. efeitos
antienvelhecimento, antimicrobiano, protetor solar e clareador), o que os torna ingredientes de
grande valor em produtos cosméticos (Mnekin ef al., 2021; Sharmeen et al., 2021).

A producao do 6leo-resina (contendo, principalmente, terpenos volateis e canabinoides)
por C. sativa estd evolutivamente relacionada a um sistema de defesa natural contra insetos
fitofagos, dentre outras fungdes ecoldgicas e fisioldgicas. Esta funcdo de defesa natural por
repeléncia serviu como hipotese para diversos estudos que demonstraram essas propriedades
inseticidas e repelentes do OE de C. sativa (Potter, 2009).0 OE de C. sativa apresenta grande
potencial de aplicacdo na agricultura como biopesticida ecoldgico e uma das principais
vantagens ¢ a sua baixa toxicidade para organismos ndo-alvo, como a joaninha (Coccinellidae)
que atua como predador de pragas e também outros organismos benéficos ao sistema de cultivo,
como pequenos invertebrados que promovem a fertilidade do solo como a minhoca

(Lumbricidae), além da baixa toxicidade em humanos. Os biopesticidas fazem parte de agdes
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do Manejo Integrado de Pragas (MIP) e dialogam com a agricultura sustentavel e agroecologica,
portanto, o desenvolvimento de novos produtos ¢ fundamental para contribuir com a produgao
saudavel de alimentos (Pavela; Benelli, 2016; Benelli et al., 2018).

No segmento de produtos para tabacaria e a crescente utilizagdo de dispositivos
conhecidos como “cigarros eletronicos” e vaporizadores ou “vapes”, os derivados de C. sativa,
incluindo o OE, sdo adicionados nesses dispositivos pelos usudrios adultos, proporcionando
uma experiéncia sensorial mais apurada durante a vaporizacao ou combustdo de C. sativa ou
outras misturas de plantas (Meehan-Atrash; Rahman, 2021).

Todas essas caracteristicas dos OE fazem com que o interesse pela sua utilizagdo
acontega em diversos segmentos, reforgando o grande potencial de areas que podem explorar a

utilizacao do OE de C. sativa (Milhem et al., 2021).

2.9 TOXICOLOGIA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cannabis sativa L.

2.9.1 Exemplo de modelo alternativo de avaliagdo toxicoldgica de 6leos essenciais de Cannabis
sativa L.

O uso de modelos animais em ensaios farmacoldégicos ou toxicoldgicos tém recebido
criticas devido a dor e sofrimento que costumam ser causados, apesar dos esfor¢cos em
estabelecer protocolos de bem-estar animal que tém sido adotados nas ultimas décadas. Ensaios
alternativos como o “Hen s Egg Test — Chorioallantoic Membrane” (HET-CAM) visam reduzir
o numero de animais utilizados nesses estudos, ou ainda, em alguns casos, fornecem dados
suficientes para eliminar por completo a necessidade da execucdo desses estudos em modelos
animais convencionais como camundongos, ratos e coelhos, seguindo o principio dos 3 R’s
(Redugao, Substitui¢ao e Refinamento) (Loffler et al., 2021). Esses testes oferecem, também,
objetividade e padronizacdo dos dados, levando em consideracdo os resultados subjetivos
utilizando métodos que envolvem animais (Cazedey et al., 2009).

O ensaio da membrana corioalantdica em ovos de galinha (Gallus gallus domesticus) -
HET-CAM - ¢ uma metodologia alternativa a utilizacdo de modelos animais validados e que
possibilita a avaliagdo do potencial de irritagio causada por substincias quimicas. E um modelo
biologico capaz de simular a fisiologia do olho humano, devido a grande vasculariza¢do do
embrido no estagio de desenvolvimento utilizado no ensaio (9 dias ap6s a fecundagao), além de
outras caracteristicas (Vieira et al., 2021). Este ensaio pode ser considerado um intermediario
entre os testes in vitro e in vivo, ja que se da através da aplicagao da amostra que serd analisada

em uma regido vascularizada do ovo (Figura 10). Na imagem, podem ser avaliadas algumas
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caracteristicas da irritagdo como a hemorragia, a lise vascular e a coagulacdo (Samimi;

Mahboobian; Mohammadi, 2021; Vinardell; Mitjans, 2006).

Figura 10 — Imagem ilustrativa de ovo de galinha embrionado utilizado no ensaio HET-CAM. (A) - Ovo de
galinha com embrido no 9° dia do desenvolvimento. (B) — Detalhe da regido vascularizada do ovo de galinha
embrionado observada a partir de um estereoscopio. Fonte: Registado por Felipe Haddad.

Fonte: Registado por Felipe Haddad.
Legenda: A esquerda ha uma foto de um ovo de galinha com um orificio aberto que permite visualizagdo do

embrido no seu interior, e & direita ha uma foto aproximada do embrido onde € possivel visualizar a vascularizagio.

A metodologia HET-CAM ¢ uma alternativa ao “teste de Draize”, onde as amostras sao
aplicadas na pele e olhos de coelhos, sendo possivel avaliar a irritacdo e, dessa forma, utilizar
o estudo como potencial no desenvolvimento de medicamentos e produtos cosméticos
(Vinardell; Mitjans, 2006).

Segmentos da industria farmacéutica e estética j& utilizam a metodologia HET-CAM em
testes no desenvolvimento de produtos como shampoos e cremes faciais, testes de avaliacao de
atividade anti-inflamatdria, antiangiogénica, antitumoral e efeitos teratogénicos nos estudos
para descoberta de novos farmacos e medicamentos (Krenn; Paper, 2009; Derouiche;
Abdennour, 2017; Oztiir; Victorelli et al., 2020; Mussagy et al., 2023). Na industria de
alimentos, também hd uma recente preocupacao pela substituicdo gradativa dos testes em
modelos animais por métodos alternativos para estudar efeitos de saude adversos em humanos
(Sandner et al., 2021).

A substituicdo de modelos animais por modelos biologicos alternativos vai além das
preocupagdes éticas, sua praticidade e eficiéncia apresentam-se como uma estratégia viavel, ja

que existem muitas substancias disponiveis, as quais precisam ser testadas como aditivos
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alimenticios e/ou materiais de embalagens, para elaboracdo de novos produtos. Testes como
ensaios em culturas de células 2D em combinag¢do com modelagem in silico tém sido realizados
para estudos iniciais de avaliacdo toxicologica, porém, esses modelos ndo sdo capazes de
fornecer resultados das atividades metabdlicas, ja os métodos alternativos atuam de maneira

intermediaria entre os ensaios de cultura celular e ensaios pré-clinicos (Sandner et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do estado de fragmentacdo da droga vegetal ¢ do tempo de
hidrodestilagdo no teor, na composi¢ao quimica e na toxicidade do OE das inflorescéncias de
C. sativa (planta tipo medicamento, quimiovariante I). Avaliar ainda a viabilidade de utilizacao

da biomassa residual das inflorescéncias (ap0os extracao do OE) para producao de extratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar o tempo de extracao no sistema de hidrodestilagdo que proporciona maior
rendimento de OE na variedade de C. sativa utilizada, empregando a droga vegetal rasurada;
b) Avaliar o teor de OE obtido nas extragdes por hidrodestilagdo do material vegetal

realizadas nas variagdes de pardmetros: fragmentacdo e tempo de extracdo; dos experimentos

DV rasurada 2 h, DV rasurada 3 h, DV rasurada 4 h ¢ DV moida 4 h;

c) Identificar os principais terpenos presentes nos OE obtidos nas extragdes por
hidrodestilacdo realizadas nas variagdes de parametros: fragmentagdo e tempo de extracao; dos

experimentos DV rasurada 2 h, DV rasurada 3 h, DV rasurada 4 h e DV moida 4 h;

d) Avaliar a toxicidade das amostras contendo OE na observagdo do desenvolvimento
embriondrio da linhagem de galinhas Leghorn (Gallus gallus domesticus) através da
metodologia com modelos bioldgicos alternativos - ensaio da membrana corioalantdica em
ovos de galinha — HETCAM, avaliando os OE obtidos nas extragdes por hidrodestilagao
realizadas nas variagdes de parametros: fragmentagdo e tempo de extracao; dos experimentos

DV rasurada 2 h, DV rasurada 3 h, DV rasurada 4 h ¢ DV moida 4 h;

e) Avaliar e comparar a composi¢do quimica da DV e do extrato da biomassa residual
das inflorescéncias utilizadas nos experimentos com as variagdes de parametros realizadas na
extracdo do OE: fragmentagdo e tempo de extragdo; amostras DV rasurada 2 h, DV rasurada 3

h, DV rasurada 4 h e DV moida 4 h;
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados na Associag¢do Terapéutica Cannabis Medicinal Flor
da Vida (Franca-SP, Brasil) com a qual a Unesp, por meio da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara, possui um Convénio de Cooperacao Cientifica (n.
2100.0947 publicado em DOU Poder Executivo - Secdo I sexta-feira, 17 de marco de 2023) e
Emenda Parlamentar n® 2024.272.56811 de apoio técnico aprovada pela Frente Parlamentar da
Cannabis Medicinal e Canhamo Industrial da Assembleia Legislativa de Sao Paulo em 2023. A
ONG Flor da Vida desenvolve suas atividades sob autorizacao judicial e seu estatuto preve a
parceria com institui¢cdes de pesquisa para a realizacdo de pesquisas, conforme preconiza o seu
estatuto social em seu artigo 3° § IV - “Celebrar convénios e parcerias com entidades publicas
e privadas, nacionais ou estrangeiras, visando o uso medicinal da cannabis; e XVIII -
Desenvolver estudos e/ou pesquisas com a finalidade de por em pratica os itens acima

relacionados”.

4.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Aparelho tipo “Clevenger”: Clevenger Farmacopeico (Brasil, 2019)

Balanga analitica: Marte®, modelo AY220 (Max 220 g. min 0,01 g; d = 0,0001 g). Marte®,
modelo AUW220D (Max 220 g/ 82 g; d = 0,1 mg/ 0,01 mg).

Balanca medidora de umidade por infravermelho: Analisador de umidade marca Gehaka,
modelo IV 2500

Cartucho para EFS: Strata® C18-E (55 um, 70 A). 500 mg / 6 mL

Coluna cromatografica para CLAE: NST® (C18, 250 x 4,6 mm, 5 um)

Coluna de guarda cromatografica para CLAE: Phenomex® KJ0-4282 44

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia 2: Waters® CLAE 600 Controller; desgaseificador
DG2, Controladora 600 Controller, controladora de temperatura e forno TCM, Detector UV
2487.

Cromatoplaca silica gel: ALUGRAM® (Macherey-Nagel) XTRa SIL g/UV254 0,2 mm silica
gel 60

Estufa de secagem: Odontobras DG Line E1.1

Filtro para seringa: Exacta® nylon porosidade 0,22 um didmetro 13 mm

Liofilizador: Modelo Alpha 2-4 LD Plus, Marca Martin Christ

Manta de aquecimento para balao de SL: Marca Fisatom, modelo 652, Poténcia — 600 W

Micropepitadores: 10-100 pL Agipette®, 100-1000 uL Agipette® 0,5-10 L Rongtai®
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Moinho analitico: IKA® A11 BasicS32

Tamis: Granutest ABNT 18 (1,00 mm)

Ultrassom: SolidSteel® SSBuc 10L 40 Khz; WLKS® WK-968 42 Khz

Solventes e reagentes:

Aditivos da fase mével: acido acético P.A Impex®

Agua deionizada: GEHAKA®, obtida em sistema purificador de agua, modelo DG 300.
Agua ultrapura: Merck Millipore®, obtida em modelo Direct® — Q 3 UV.

Padrées analiticos: Cayman Chemical® 4cido canabididico (CBDA), canabidiol (CBD),
canabinol (CBN), A’-tetrahidrocanabinol (THC); Supelco® 4cido A° -tetrahidrocanabindico A
(THCA-A); Agilent® canabigerol (CBG); Toronto Research Group® canflavina B

Reagentes: dcido sulfurico Synth®, vanilina 99,5 % Vetec®

Solvente grau cromatografico: acetonitrila, 4cido formico Sigma-Aldrich®,

Solventes grau P.A.: etanol, hexano, metanol, Exodo Cientifica®; heptano Dinamica®

; acetato
de etila Proc9®, xileno Synth®

Tensoativo: Tween 80 Synth®

4.2 OBTENCAO E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As inflorescéncias secas de C. sativa que foram utilizadas sdo da variedade comercial
chamada “Blue Dream”, sementes obtidas da empresa britdnica Seedsman, uma planta do tipo
medicamento, da quimiovariante | (potencial de THC: 16 - 24 % e potencial de CBD <1 %). O
cultivo foi realizado a partir de clones obtidos pelo método de estaquia, com estacas retiradas
de plantas matriz, pela Associagdo Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da Vida (Franca-SP,
Brasil), localizada nas coordenadas 20°29°38,3 S e 47°23°51,6 W, e a colheita foi realizada no
dia 09 de fevereiro de 2024. As inflorescéncias foram “aparadas” (trimming) para remogao dos
tercos finais das bracteas (parte sem a presenca de tricomas secretores) € secas ao ar livre em
local coberto e sombreado e, em seguida, armazenadas embaladas em saco plastico em
ambiente refrigerado a 17° C. A extracdo dos OE foi realizada com inflorescéncias secas
rasuradas ¢ o com inflorescéncias secas pulverizadas. As biomassas residuais das
inflorescéncias foram recuperadas em todas as extragdes apds a coleta do OE, o excesso de agua
foi removido e em seguida essas amostras foram mantidas em ultrafreezer a -80° C e

liofilizadas. Dessas amostras liofilizadas obteve-se um extrato que foi analisado por CLAE-UV.
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4.2.1 Processamento do Material vegetal

4.2.1.1 Determinacdo do teor de dgua residual

Cerca de 1,0 g da DV pulverizada (triplicata) foi submetido a aquecimento (105° C)
através de radiacdo infravermelha por 1 min, em balanca analisadora de umidade por
infravermelho pré-aquecida. Os resultados foram determinados através da relacdo entre massa
inicial e final da DV, em % (m/m) (Brasil, 2019). O teor de 4gua foi determinado em triplicata
e os resultados comparados por analise estatistica através da Analise de Variancia (ANOVA) e

teste de Tukey (p < 0,05).

4.2.1.2 Fragmentagdo do material vegetal seco

Apo6s secagem do material vegetal e armazenamento em camara refrigerada, a DV
rasurada foi fragmentada manualmente com o auxilio de tesouras e a pulverizagao também foi
realizada manualmente com auxilio de almofariz e pistilo, utilizando a técnica de moagem
criogénica. Nessa técnica, as inflorescéncias sdo submetidas ao congelamento por nitrogénio
liquido no momento da pulverizacdo, visando reduzir a dificuldade do processamento, devido
a viscosidade do dleo resina presente nas inflorescéncias, o que permite a obtencao de lotes de

amostras com maior uniformidade.

4.2.1.3 Andlise granulométrica da droga vegetal pulverizada

Em um equipamento tamisador vibratério, foi realizado, em triplicata, o processo de
passagem forgada por vibragdo com 25 g da DV seca e moida, com o coletor e tamises montados
nas aberturas de malhas correspondentes a 0,125; 0,180; 0,355; 0,710 e 1,70 mm, na escala 10
de vibragdo do aparelho, durante 30 min. As fracdes obtidas em cada malha do tamis e do
coletor foram pesadas e calculadas, determinando o tamanho médio de particula e classificando

0 po, segundo a Farmacopeia Brasileira 6* edi¢ao (Brasil, 2019).

4.3 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Todas as extracdes foram realizadas em triplicata pelo método convencional de
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger (Brasil, 2019) com 50 g de DV e 500 mL de agua
em baldo de fundo redondo de 1 L. O tempo de extracdo foi uma das varidveis testadas entre os

experimentos, sendo utilizados 2, 3 ¢ 4 h.

4.3.1 Determinacao de 6leos volateis segundo a Farmacopeia Brasileira 6 edicdo
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A determinacdo de substancias volateis, com utiliza¢cdo do solvente xileno, foi realizada
de acordo com a metodologia descrita no item “5.4.1.6 Determinacio de Oleos Volateis” dos
“M¢étodos de Farmacognosia” descritos no item 5.4 da Farmacopeia Brasileira 6* edicao Volume
1 (Brasil, 2019). Nesta metodologia, o solvente xileno ¢ utilizado visando evitar a dispersao de
componentes do OE na fase aquosa do tubo de aferi¢ao do aparelho clevenger, neste tubo o OE
¢ depositado continuamente durante o processo de extra¢do, junto com a dgua ja condensada
do vapor de arraste. O xileno retém as substancias volateis por ter maior afinidade e a agua
condensada segue para o tubo de retorno sem dispersar as substancias que produzem o hidrolato
que ¢ um produto da extra¢do quando ndo ¢ empregado o xileno.

Esse ensaio foi realizado em triplicata com utilizagdo de 30 g de DV. Antes do inicio do
processo foi adicionado de 1 mL do solvente organico xileno diretamente no tubo de aferi¢ao
do volume de OE extraido no aparelho tipo Clevenger, e a destilagdo com retorno ocorreu por
20 min sem adi¢do da DV no baldo, em seguida foi adicionada a DV e a hidrodestila¢ao ocorreu
pelo tempo de 4 h.(Brasil, 2019).

Os volumes de OE em mistura com o xileno obtido nas trés extragdes foram aferidos e
o volume de xileno foi descontado para o célculo do volume do OE. A mistura (solugdo) de

xileno e OE e a biomassa residual de DV foram descartados ap6s a medigao.
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4.3.2 Extragdo de oleos essenciais das inflorescéncias de C. sativa

No primeiro experimento, as extragdes foram realizadas com DV rasurada em trés
tempos - 1, 2 e 3 h, a partir da ebulicdo. Ao término de cada extracdo, os OE foram em seguida,
congelados em freezer. Apos o congelamento da dgua residual (solida), a separagao dos OE
foram realizadas com auxilio de pipeta de Pasteur, transferindo-os para frasco de vidro &mbar
e armazenados sob refrigeragdo em freezer.

O volume de OE obtido foi medido nas escalas graduadas do proprio aparelho tipo
Clevenger (Brasil, 2019) antes do procedimento de coleta. Em cada extragao (triplicata), foram
medidos os volumes de OE e calculados os teores em porcentagem (v/m, %) e em cada OE
obtido foram realizadas analises dos componentes por CCD.

Para as extracdes de OE do segundo experimento, em triplicata, com 50 g de DV
pulverizada, foi escolhido o tempo de extragdo de 4 h, sendo medidos o teor de OE (v/m, %) e

analisada a composi¢do quimica do OE (CCD).

44 EXTRACAO DA BIOMASSA RESIDUAL DA DROGA VEGETAL APOS
HIDRODESTILACAO

4.4.1 Preparo de amostra para andlise em CLAE-UV com extragdo da biomassa residual das
inflorescéncias de C. sativa apos hidrodestilagao

ApOs a extragdo dos OE, a biomassa residual de cada extragao foi recuperada em uma
peneira culinaria, o excesso de agua foi removido e em seguida, esse material residual foi
congelado em ultrafreezer a -80° C e depois liofilizado. A DV também foi liofilizada para ser
extraida e analisada como comparativo com a biomassa residual. As amostras liofilizadas foram
moidas em moinho analitico para obtencao de aliquotas homogéneas de 5,0 g cada. Visando
separar as particulas maiores do p6 obtido, foi utilizada uma peneira granulométrica de malha
com abertura de 1,0 mm, e através da agitagdo manual realizada de maneira uniforme para
passagem das amostras moidas, as particulas retidas na malha foram moidas novamente até que
todo o material ficasse menor que 1,0 mm.

Apo6s a homogeneizacdo dos pds obtidos, foi realizada a extragao de cada amostra por
sonica¢cdo em banho de ultrassom, de acordo com a técnica descrita na AHP para anélise de
fitocanabinoides por CLAE (AHP, 2014), com algumas adaptacdes. Para extragdo foram
pesados 200 mg de cada amostra (em triplicata) e submetidos a extragdo com 10 mL de metanol:
cloroférmio (9: 1, v/v) em banho de ultrassom por 30 min. As solugdes extrativas obtidas foram

filtradas para balao volumétrico de 10 mL e o volume do baldo foi completado até o menisco
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com a solugdo metanol: cloroférmio (9: 1). Foram transferidas aliquotas de 5,0 mL da solugao
extrativa de cada baldo volumétrico para um frasco de vidro e em seguida as misturas de
solventes foram evaporadas em capela sob fluxo de ar. Os extratos secos foram mantidos em
dessecador sob pressao reduzida e com silica gel por 24 h, sendo em seguida armazenados sob
refrigeracdo em freezer a -14 °C. Os extratos secos foram solubilizados em 1,0 mL da mistura
metanol: 4gua (98:02, v/v) e submetidas a extracdo em fase solida (EFS), utilizando cartucho
de silica C18 (300 mg; 3,0 mL) previamente condicionado com a solu¢ao de metanol e agua
98:02 (v/v). Na sequéncia, foi realizada a eluicdo da amostra no cartucho, com aplicacao de
mais 4,0 mL da mistura de solventes (metanol: 4gua, 98:02, v/v). O eluato obtido foi recolhido
em baldo volumétrico de 5,0 mL e o volume completado com 4gua até o menisco. Cerca de 1,5
mL de cada eluato foram filtrados em unidade filtrante PVDF hidrofilica (membrana de 0,22
mm) e transferidos para frasco tipo vial. Apés anadlises por CLAE-UV, observou-se que as
concentragdes obtidas estavam acima da faixa de trabalho, entdo uma aliquota de 167 uL de
cada amostra foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado até o
menisco com acetonitrila. As amostras obtidas foram homogeneizadas e acondicionadas em
frasco tipo vial para analise por CLAE-UV.

A modificac¢ao em relacdo ao método da AHP (2014) foi a utilizacdo de capela sob fluxo
de ar para secagem do material, sendo que a metodologia da AHP (2014) descreve a secagem
em fluxo de nitrogénio. A dilui¢do final na propor¢do 1: 60 (v/v) foi acrescentada, devido a
concentracdo da amostra estar muito acima da faixa de trabalho da curva de calibragao obtida
através das analises dos padroes.

As solugdes obtidas foram submetidas a andlises por CLAE-UV (item 4.6) para
identificagdo e quantificacdo dos canabinoides majoritarios e avaliagdo da viabilidade de
reutilizagdo das inflorescéncias secas apos processo de hidrodestilagao para obtencao de extrato

contendo canabinoides.

4.5 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA (CCD)

A analise por CCD foi desenvolvida em cromatoplaca de aluminio (20 x 20 cm) cobertas
com silica gel 60 GF2s4 (0,20 mm; 15 um). Duas condi¢des de fase movel (FM) foram
empregadas devido a caracteristica apolar (hidrocarbonetos) de alguns terpenos majoritarios
presentes no OE de C. sativa (a-humuleno, (E)-cariofileno e f-mirceno), tendo sido utilizado
como solvente na FM 1 o hexano. A FM 2 foi desenvolvida a partir de testes empregando as

diferentes misturas de solventes visando separar os demais componentes que, na eluicdo com a
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FM 1, ficam retidos no ponto de aplicagdo. Foram testados cinco métodos empregando diferente
misturas de solventes. A condigao inicial testada foi tolueno: acetato de etila 87: 13 (v/v). Em
seguida, foram testadas duas condigdes, a primeira utilizando tolueno: acetato de etila: acido
acético glacial 90: 08: 02, e a segunda tolueno: acetato de etila: alcool isopropilico 93: 05: 02.
Foi escolhida a condi¢do que utilizou 4cido acético para continuar os testes devido a observacao
de maior nimero de bandas, sendo avaliadas as condigoes 88: 10: 02 e 85: 13: 02. A Tabela 2

apresenta os métodos de condig¢do de analise para obtengdo da FM 2

Tabela 2 - Desenvolvimento do método para FM 2

Meétodos

Solventes Método1l Método2 Método 3 Método 4 Método 5

Tolueno 87 % 90 % 93 % 88 % 85 %
Acetato de etila 13 % 08 % 05 % 10 % 13 %
Acido acético - 02 % - 02 % 02 %
glacial
Alcool - - 02 % - -
isopropilico

Proporg¢ao 87:13 90:08: 02  93:05:02 88:10: 02 85:13: 02
(v/v) (v/vIv]) (V/VIV) (v/vIV/) (V/VIv)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

No método 5, a eluicao apresentou a melhor resolugdo entre as bandas sendo, portanto,
escolhida para compor a FM 2.

As amostras foram preparadas solubilizando os OE obtidos em cada experimento com
hexano na concentragdo de 20 mg. mL™! e o volume de aplicacdo foi de 5,0 uL. Os padrdes
utilizados foram: (E)-cariofileno (4,0 mg. mL™!), a-humuleno (12 mg. mL™), linalol (8,0 mg.
mL") e f-mirceno (28 mg. mL"), o volume de aplicagdo foi de 5,0 uL, e a distancia de eluigdo
foi de 20 cm.

O revelador utilizado foi a vanilina sulftrica, aplicado em spray a distancia de 40

centimetros e as placas foram reveladas em estufa a 110° C por 10 minutos.
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4.6 ANALISE POR CLAE-UV DOS EXTRATOS DA BIOMASSA RESIDUAL DAS
INFLORESCENCIAS DE C. sativa APOS HIDRODESTILACAO

O método de CLAE-UV utilizado, no modo gradiente, foi desenvolvido por Zalewsky
(2024). As andlises cromatograficas realizadas por CLAE-UV, utilizaram coluna de modo
reverso NST C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e coluna de guarda Phenomex® (C18 4 x 3,0 mm,
5 um), sendo o volume de injecdo de 20 uL e a FM composta por: (A) agua contendo 0,1 % de
acido formico e (B) acetonitrila: 0 min 70,0 % B, 15 min 90,0 % B, 30 min 90,0 % B, com
vazio de 1,0 mL. min™'. A detec¢do foi de 190 a 400 nm (monitorados em 210, 225 e 270 nm).

O forno de coluna foi mantido a temperatura de 35° C.

4.6.1 Curvas analiticas dos padrdes canabinoides

O preparo de solugdo dos padrdes foi de acordo com a seguinte metodologia: padrdes
de CBDA (Cayman Chemical®, 99,36 + 0,76 % de pureza), THCA-A (Supelco, 99,13 % de
pureza), CBG (Agilent, pureza ndo informada), e CBN (Cayman Chemical®, 99,09 + 0,52 %
de pureza) estavam armazenados em frasco contendo 1,0 mL de solucao, na concentracdo de
1,0 mg. mL™!. Todo o contetido de cada frasco foi transferido para baldo volumétrico de 5,0 mL,
e os volumes foram ajustados utilizando acetonitrila grau CLAE. A concentragdo das solucdes
estoque obtidas foi de 200 ug. mL™!. O padrio de THC (Cayman Chemical®, 97,30 % de pureza)
estava armazenado em frasco contendo 100 uL de solugdo, na concentracdo de 0,5 mg. mL™.
Todo o seu conteudo foi transferido para balao volumétrico de 5,0 mL. O padrao de CBD
(Cayman Chemical®, 99,75 + 0,18 % de pureza) estava armazenado em frasco contendo 10 mg
da substancia s6lida, e metade do seu contetido foi pesado em balanca analitica (Marte®, modelo
AUW220D) com exatiddo, no valor de 5,0 mg, sendo transferido para baldo volumétrico de 5,0
mL. Tanto o padrao de THC quanto o padrao de CBD tiveram o volume completado com
acetonitrila grau CLAE, e a concentragio das duas solugdes estoque foi de 1,0 mg. mL"!. Todas
as solugdes estoque tiveram as concentragdes ajustadas de acordo com a pureza informada pelo

fabricante, de acordo com a Tabela 3 (Zalewsky, 2024).
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Tabela 3 - Ajuste das concentragdes de acordo com a pureza dos padroes.

Canabinoide Concentracao da solucio Concentracao da solucio
estoque sem ajuste (ug. mL™) estoque ajustada (ug. mL™")

CBDA 200 198,72
THCA-A 200 198,26
CBG 200 200,00
CBN 200 198,18
THC 1000 973,00
CBD 1000 997,50

Fonte: Adaptado de Zalevsky (2024)

A partir das solucdes estoque de todos os canabinoides, foi preparada uma solugdo
estoque mista (MIX) com todos os compostos de interesse. Em balao volumétrico de 10 mL
adicionou-se 2,0 mL das solugdes estoque de CBDA, THCA, CBG e¢ CBN e 400 uL das
solugdes de THC e CBD. O volume foi ajustado com acetonitrila grau CLAE e a concentragdo
final do MIX para todos os compostos foi de 40 ug. mL™'. O MIX foi utilizado para preparar
dez dilui¢des para as curvas analiticas, nas seguintes concentragoes: 0,20; 0,40; 0,80; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; 16; 24 ¢ 40 ug. mL™! (Zalewsky, 2024).

O método desenvolvido passou por estudo de figuras de mérito para validagao de acordo
com a RDC ANVISA n. 166/2017 (Brasil, 2017) avaliando os seguintes parametros:
Estabilidade e Precisdo, Linearidade (Faixa de Trabalho, limite de deteccdo e limite de
quantificagdo) e Seletividade, Efeito Matriz e Exatidao (Zalewski, 2024).

As equacdes da reta e suas respectivas curvas analiticas para cada canabinoide (ou

curvas de calibracdo) obtidas por Zalewsky (2024), sdo apresentadas na Figura 11.



76

Figura 11 — Equagdes da reta e curvas analiticas para os canabinoides CBDA, CBG, CBD, CBN, THC e THCA.
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Fonte: Adaptado de Zalewsky, 2024.

Legenda: Sdo apresentadas seis curvas analiticas (2 direita) e as respectivas equacdes da reta (a esquerda), para
cada um dos seis compostos apresentados.
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

4.7.1 Analises estatisticas dos teores de OF obtidos
Os teores dos OE obtidos foram submetidos a analise estatistica da ANOVA e teste de
Tukey (p < 0,05) gerando dados que correspondem a diferentes experimentos variando

parametros de fragmentacdo e tempo de extracdo de um mesmo lote de inflorescéncias secas.

4.7.2 Analises estatisticas dos teores de canabinoides nos extratos da biomassa residual das
inflorescéncias

Os teores de canabinoides do extrato da DV e dos extratos da biomassa residual das
inflorescéncias obtidos apos a extragdo do OE foram submetidos a andlise estatistica da

ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

4.8 ENSAIO DA MEMBRANA CORIOALANTOICA DE OVOS DE GALINHA (HET-CAM)

Ovos férteis de galinhas da linhagem Leghorn (Gallus gallus domesticus) foram
incubados horizontalmente em uma incubadora automdtica por seis dias, sob condigdes
rigorosamente controladas de temperatura (37,5 £+ 0,5 °C) e umidade relativa (55 a 65 %). No
terceiro dia, apos a ovoscopia, foram descartados os ovos considerados invidveis. No quarto
dia, uma porcao da casca foi removida, e as aberturas resultantes foram seladas com parafilm
M®, mantendo-se assim até o inicio dos ensaios.

Os ovos foram organizados em oito grupos experimentais: dois grupos controle (NaCl
0,9 % como controle negativo e NaOH 0,1 M como controle positivo) e dois grupos contendo
3 amostras: a) OE obtido por extracdo durante 4 horas, DV rasurada nas concentragdes 100,
200 e 400 L. mL! e b) OE obtido por extragio durante 4 horas, DV moida, nas concentracdes
100, 200 e 400 uL. mL'. As amostras foram preparadas utilizando Tween 80 a 8 % como
veiculo. No sexto dia, o parafilm M® foi removido, e os ovos foram preparados para o ensaio.
Utilizando-se um estereoscopio, foram capturadas imagens dos vasos sanguineos antes da
aplicagcdo dos compostos. Em seguida, 300 uL. das amostras foram aplicados em cada ovo. O

experimento foi conduzido em triplicata, com trés ovos alocados para cada grupo.
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Apoés a adicdo das amostras, os efeitos foram monitorados por 300 segundos,
analisando-se um ovo por vez. Ao final desse periodo, uma nova imagem foi capturada para
registrar o estado dos vasos sanguineos. A pontuagdo de irritacao foi determinada com base nos
parametros de hemorragia, lise vascular e coagulacdo, sendo esses dados registrados em
segundos e calculados de acordo com a férmula proposta por Batista-Duharte et al. (2016)

(Batista-Duharte et al., 2016):

Onde:

H ¢ o tempo inicial da hemorragia;

L ¢ o tempo inicial da lise vascular;

C ¢ o tempo inicial de coagulagao.

A pontuagdo semiquantitativa HET-CAM foi determinada apds a administracao dos
compostos, utilizando uma escala de zero a trés, conforme descrito a seguir: zero (-) — nenhuma
reacdo observada, sem sinais de hemorragia, lise vascular ou coagulacdo; um (+) — reagdo leve
e isolada, com presenca discreta de hemorragia, lise vascular e coagulacao; dois (++) — reagao
moderada, caracterizada por hemorragia, lise e coagulacdo de intensidade moderada; e trés
(+++) — reagdo severa, evidenciada por hemorragia, lise e coagulacdo intensas (Steiling et al.,
1999). Além disso, foi monitorada a taxa de sobrevivéncia dos embrides durante 600 segundos

apo6s a administragdo dos compostos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DA DROGA VEGETAL
5.1.1 Determinacao do teor de agua residual

O teor médio de agua residual aferido em balanga analisadora de umidade por
infravermelho (triplicata) foi de 12 + 0.06 %, situando-se na faixa de 8 — 13 % para C. sativa
“herbal” (UNODC 2022). O limite estabelecido pela American Herbal Pharmacopoeia ¢ de 10
% (AHP, 2014) e mesmo que o valor obtido para a DV analisada seja um pouco superior, esta
abaixo do considerado méaximo para drogas vegetais de forma geral - 14 % (Simdes et al.,

2016).
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5.1.2 Analise granulométrica da droga vegetal pulverizada
Os valores de massa e porcentagens de DV pulverizada que ficaram retidos nos tamises
e no coletor respectivos as aberturas de malhas correspondentes a 0,125; 0,180; 0,355; 0,710 e

1,70 mm (Brasil, 2019) sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo granulométrica da DV pulverizada. Valores de massa e porcentagens
(média) de DV pulverizada (DV-m) retida nas aberturas de malha dos tamises.

Abertura de malha Massa retida
(mm)

- DVm-rl DVm-12 (g) DVm-r3 %

(g) (g
Massa de DV 24,9246 25,383 25,100 100,0
5 0
Coletor 0,4894 0,0436 0,0510 0,76
0,125 1,2434 1,7382 1,5079 5,93
0,180 45411 5,5392 6,4412 21,93
0,355 7,2140 7,4537 7,7732 29,78
0,710 10,9697 10,028 9,0727 39,89
7
1,70 0,4670 0,5801 0,2540 1,71

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

Para a classificagdo do pd segundo a Farmacopeia Brasileira 6* edigdo (Brasil, 2019), ¢
necessario que nao fique retida nenhuma quantidade de p6 na malha de 1,70 mm, portanto, a
DV moida pela técnica da moagem criogénica nao pdde ser classificada de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 6 edigdo por apresentar fragmentos do caule maiores que a abertura de
1,70 mm.

Os graficos de barras apresentam as quantidades de p6 retidas em cada um dos tamises,

nas trés repeticdes da andlise (Figura 12) e as médias das trés repeticdes (Figura 13).
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Figura 12 - Distribuicao granulométrica da DV pulverizada. Quantidades de po retido nos tamises das trés
repetigdes.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Legenda: Grafico de barras representando as triplicatas das quantidades de po retido em cada malha do

tamis.
Figura 13 -  Distribuigdo granulométrica média da DV pulverizada. Médias das trés repeticdes das quantidades
de po retidas nas peneiras granulométricas.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Legenda: Grafico de barras representando as médias das quantidades de p6 retido em cada malha do tamis.
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Desconsiderando os fragmentos de caule retidos na peneira granulométrica com
abertura de malha 1,70 mm, a titulo de aproximagdo, o p6 obtido pela técnica de moagem
criogénica poderia ser classificado como “P6 grosso”, cuja classificacao estipula valor maximo
de 40% para a quantidade de p6 retido na peneira com abertura de malha de 0,355 mm. O valor

retido nesse tamis foi de 29,78%.

Po grosso - aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com
abertura nominal de malha de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com

abertura nominal de malha de 355 um. (Brasil, 2019).

5.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

5.2.1 Determinagdo de 6leos volateis na droga vegetal empregando xileno

O método para determinagao do teor de OE em DV (v/m) da Farmacopeia Brasileira 6°
edicao (Brasil, 2019) preconiza o uso de xileno no aparelho tipo Clevenger, e o calculo do
volume de OE obtido ¢ feito através da diferenca entre o volume de OE + xileno ¢ de xileno.
Foram determinados os volumes de OE no processo de hidrodestilagdo com 30 g de DV

rasurada, com duracao de 4 h de extracao. Os dados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Volumes e teores de 6leos essenciais (v/m, %) obtidos nas extra¢des por hidrodestilacdo com
uso de xileno (Brasil, 2019).

Repeticoes Volume de OE Teor de OE

(mL) (%)
DOV4H-r1 0,50 1,66
DOV4H-r2 0,60 2,00
DOV4H-r3 0,50 1,66
Média = DP 0,53 + 0,04 1,77 £ 0,15

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

O teor de OE nas inflorescéncias secas de C. sativa tipo fibra, relatado por Kwasnica et
al. (2020) variou entre 0,11 € 0,18 % (110 e 180 mg. 100g™") em métodos de secagem distintos.
Na comparagdo entre a extragdo com plantas frescas e secas, o autor relata que ha perda de

quantidades de OE pelos processamentos de secagem, variando entre 14,29 e 47,62 %. Em
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outro estudo, com folhas de canhamo desidratadas em diferentes métodos (micro-ondas,
convecgdo e métodos combinados), o teor de OE foi de 0,16 % (166 mg. 100g™), segundo
Kwasnica et al. (2023). Ja nas plantas frescas do tipo medicamento, o teor de OE nas
inflorescéncias (v/m) obtidos por arraste a vapor varia entre 0,05 e 0,29 % (AHP, 2014). Nas
referéncias citadas ndo foram encontradas informagdes sobre o tempo de extragdo.

No processo de secagem para andlise laboratorial descrito na AHP (2014), as
inflorescéncias perdem 75 % do seu peso original, e segundo o manual “Métodos
Recomendados para a IDENTIFICACAO E ANALISE DE CANNABIS E PRODUTOS DE
CANNABIS” (UNODC, 2022), plantas frescas contém 60 a 80 % de dgua em peso portanto,
mesmo com perdas de fragcdes volateis durante o processo de secagem, a massa de planta
desidratada pode representar até cinco vezes a massa da planta fresca, o que pode ser um dos
fatores que explica a maior quantidade de OE obtida na extracao de plantas desidratadas.

O teor médio de OE obtido nas inflorescéncias secas, no valor de 1,77 (£0,15) %,
apresentou-se acima do valor relatado na literatura cientifica, o que pode estar relacionado aos
processos pos-colheita (secagem e armazenamento) da Associacao Flor da Vida que podem
preservar as substancias volateis presentes na DV. Além disso, o cultivo de variedades genéticas
desenvolvidas em outras localidades pode expressar quimiotipos distintos do esperado, devido
ao desenvolvimento da planta ser influenciado por fatores como tipo de clima, de solo, interagao
com outros organismos (que pode ocorrer na presenca de grande biodiversidade), podendo
alterar a producao de dleos essenciais e outros metabolitos secundarios, como estratégia de
protecao contra radiacao ultravioleta, predadores e outros estresses ambientais (Roohinejad et
al., 2017). Além disso, Gobbo-Neto e Lopes (2007) descrevem que a produgdo de metabolitos
secundarios pode ser influenciada pela sazonalidade, o ritmo circadiano, o estagio de
desenvolvimento ¢ a idade da planta, a disponibilidade de agua, a altitude, a composi¢ao
atmosférica e o dano tecidual. Tanto o manejo do cultivo quanto o processamento pos-colheita
afetam a conservacdo de substancias volateis, exigindo uma padronizagdo rigorosa para
assegurar a reprodutibilidade dos perfis de metabolitos secundarios, como os terpenos presentes
no OE (Lowe et al., 2021). Esses apontamentos demonstram a importancia de pesquisar a C.
sativa cultivada em Franca-SP

No processamento pos-colheita realizado na Associa¢dao Flor da Vida (Franca-SP), as
bracteas presentes nas inflorescéncias tem o terco final (sem a presenca ou com baixa
quantidade de tricomas) aparado no procedimento conhecido popularmente como “trimming”
(item 4.2). Portanto, ¢ possivel que a reducao da massa de DV (parte com baixa quantidade de

tricomas) ap6s o procedimento de apara contribua para aumento do teor de OE na DV, o que
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pode ser um fator determinante para o aumento do teor (m/m). Somente testes adicionais de
extracdo da planta in natura e também sem a realizagdo da apara nos tercos finais das bracteas
(planta in natura e DV) poderao confirmar se este ¢ um fator relevante para o teor de OE acima
do relatado na literatura cientifica.

Cabe também ressaltar que a caréncia de estudos e pesquisas com C. sativa cultivada
em regioes de clima tropical dificulta a comparacdo dos dados obtidos com referéncias na

literatura.

5.2.2 Extracdo de 6leos essenciais das inflorescéncias secas de C. sativa

Os teores de OE extraidos por hidrodestilagdo de 50 g de DV fragmentada, foram
obtidos para cada tipo de fragmentagao (rasurada ou moida) e tempo de extragdo, de acordo

com a Tabela 6:
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Tabela 6 — Volumes e teores de 6leos essenciais (v/m, %) obtidos nas extracdes por
hidrodestilagdo em diferentes condi¢des. OE2H-r1, OE2H-12, OE2H-r3: OE extraido da DV rasurada
por hidrodestilagio pelo tempo de 2 h; OE3H-r1, OE3H-r2, OE3H-r3: OE extraido da DV rasurada
por hidrodestilagio pelo tempo de 3 h; OE4H-r1, OE4H-r2, OE4H-r3: OE extraido da DV rasurada
por hidrodestilagdo pelo tempo de 4 h; OEm4H-r1, OEm4H-r2, OEm4H-r3: OE extraido da DV
moida por hidrodestilagdo pelo tempo de 4 h. r1: Repeticdo 1; r2: Repetigdo 2; r3: Repetigdo 3.

Estado de Tempode Amostra  Volume de OE Teor de OE

fragmentacao Extracao (mL) (%)
(h)
OE2H-rl 0,70 1,4
Rasurada OE2H-12 0,70 1,4
2

OE2H-r3 0,65 1,3

Média + DP 0,68 + 0,23 1,36 + 0,04
OE3H-rl 0,90 1,8
Rasurada 3 OE3H-12 0,80 1,6
OE3H-r3 0,95 1,9

Média + DP 0,88 + 0,11 1,76 + 0,11
OE4H-rl 0,90 1,8
Rasurada 4 OE4H-12 0,95 1,9
OE4H-r3 0,80 1,6

Média + DP 0,88 + 0,11 1,76 £ 0,11
OEm4H-r1 0,95 1,9
Moida 4 OEm4H-r2 0,80 1,6
OEm4H-13 0,70 1,4

Média + DP 0,81 +£0,13 1,63 £0,27

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

Os teores de OE (mL) apresentados na Tabela 6 foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA fator inico), e o valor de F calculado (3,764705882) foi inferior ao valor de F critico

(4,066180551), sugerindo, portanto, que ndo ha diferencas estatisticamente significativas (p >
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0,05) entre as médias dos grupos comparados e dessa forma, ndo foi rejeitada a hipdtese nula
de que todas as médias dos grupos sdo iguais. De acordo com a andlise estatistica aplicada, nao
ha evidéncias suficientes para sugerir que pelo menos um dos grupos ¢ significativamente
diferente dos outros. O teste de Tukey ndo foi necessario, porque ele ¢ usado apenas para
explorar diferencas significativas entre os grupos quando a ANOVA indica que hd uma
diferenca global significativa.

Analisando apenas o teor de OE obtido, os tempos de 3 h e 4 h (DV rasurada)
apresentaram os mesmos valores médios (1,76 +0,11 %), e também o maior valor, portanto,
devido a alta demanda de energia do processo de hidrodestilagio convencional, e pela
praticidade de utilizar a DV rasurada, o método de extragdo sugerido ¢ a hidrodestilagdo por 3
h com a DV no estado de fragmentagao rasurada.

O teor de OE obtido na extragdo com duracao de 3 h estd muito préoximo do valor obtido
na Determinacdo de 6leos volateis na droga vegetal empregando xileno (Tabela 6), que ¢ uma
técnica farmacopeica (Brasil, 2019) utilizada como referéncia, o que refor¢a a sugestdo da
extracdo por 3 h, ja quem em ambas extracdes o teror obtido foi acima dos valores encontrados

na literatura cientifica (item 5.2.1).

5.3 ANALISE DOS OE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD

A FM 2 composta por tolueno: acetato de etila: 4cido acético glacial 85: 13: 02 (método
5 da Tabela 2) apresentou maior nimero de bandas e foi utilizada na anélise dos OE por CCD
de forma complementar a FM 1 (hexano). As amostras analisadas por CCD foram todos os OE
extraidos (tempos de 2, 3 e 4 h e repeti¢des). Os padrdes de terpenos utilizados sdo componentes
tipicos do OE de inflorescéncias de C. sativa: (E)-cariofileno, a-humuleno, linalol e f-mirceno

(Figura 14).



88

Figura 14 - Cromatoplacas das amostras de OE e padrdes de terpenos nas FM 1 (hexano) e FM 2 (tolueno:
acetato de etila: acido acético glacial 85: 13: 02). FE: silica gel 60 GF2s4 (0,20 mm; 15 um); Amostras: solugao
dos OE obtidos nos experimentos, solubilizados em hexano na concentragio de 20 mg. mL-'; Volume de
aplicagdo: 5,0 uL. Padrdes utilizados: (E)-cariofileno (4,0 mg. mL™"), a-humuleno (12 mg. mL™), linalol (8,0 mg.
mL™") e f-mirceno (28 mg. mL"); Volume de aplicagdo: 5,0 L. Distancia total de eluigdo: 20 cm; Revelador:
vanilina sulfurica, aplicado em spray a distancia de 40 centimetros; Revelagao: estufa a 110° C por 10 min. (A):
OE2H (r1, 12 e r3); (B): OE3H (r1, 12 e r3); (C): OE4H (r1, 12 e r3); (D): OEm4H (rl, 12 e r3); (E): (E)-
cariofileno; (F): a-humuleno; (G): linalol; (H): f-mirceno.

IR

© Fase Mével 2 ‘;‘ ,'-v R

Fonte: Registrado pelo proprio autor.
Legenda: Foto de cromatoplacas apds analise por Cromatografia em Camada Delgada de amostras de OE e
padrdes.

As analises por CCD demonstraram mesmo perfil cromatografico qualitativo para todas
amostras de OE. Na condicao da FM 1 (hexano), os padrdes (E)-cariofileno e a-humuleno
foram identificados em todas as amostras de OE; o mirceno nio foi identificado e o linalol ndo
eluiu nesta condi¢do. Na FM 2, que possui maior for¢a de eluigdo, o perfil cromatografico foi
mais complexo apresentando as mesmas seis bandas para as amostras de OE. Nesta condi¢ao,
(E)-cariofileno e a-humuleno coeluiram, dai a importancia de usar duas condi¢cdes de FM. O
mirceno e o linalol ndo foram identificados nas amostras de OE empregando a FM 2.

Na FM 2 ¢ possivel observar bandas com mesmo Rf que correspondem a produtos de
degradacdo dos padrdes (E)-cariofileno e a-humuleno também nas amostras de OE, sugerindo
que estas bandas nos OF podem ser de produtos de degradacdo (artefatos) gerados por estes
sesquiterpenos hidrocarbonetos no processo de secagem e/ou hidrodestilacdo. Na FM 1 estas
bandas de produtos de degrada¢do do (E)-cariofileno e a-humuleno ficaram retidas no ponto de
aplicagdo. Em um estudo da degradacdo de componentes do OE de Casearia sylvestris Sw.

(Salicaceae), Carvalho et al. (2021) demonstraram que a secagem do material vegetal e a
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extracdo do OE por hidrodestilagdo promoveram a formagdo de artefatos que pode ser devido
a diversas reacdes quimicas, como reducdo de olefinas, oxidagdo, isomerizacao, polimerizacao,
rearranjo, adi¢ao nucleofilica, ciclizacdo e abertura de anéis (Ussai; Arras; Fronteddu, 1992;
Touaibia; Boutekedjiret; Perino, 2019; Gopalakrishnan, 1994; Figueiredo; Barroso; Pedro;
Scheffer, 2008). Esses processos também causam a volatilizacdo de compostos, resultando em
alteragdes na composicdo do OE devido a perda de determinados compostos. Através de
analises por CG-MS, os autores demonstraram que, no processo de secagem da C. sylvestris o
teor de hidrocarbonetos sesquiterpénicos diminuiu e o de sesquiterpenos oxigenados aumentou,
exemplificando especificamente com o (E)-cariofileno que formou o 6xido de cariofileno.
Outro terpeno identificado pelos autores apenas nas amostras de OE das plantas secas foi o

epoxido de humuleno II, indicando se tratar de um artefato do a-humuleno.

5.4 EXTRACAO DE BIOMASSA RESIDUAL DA DV APOS HIDRODESTILACAO

5.4.1 Analise por CLAE-UV dos extratos de inflorescéncias de C. sativa e dos extratos de
biomassa residual ap6s hidrodestilacado

Os extratos obtidos da DV e da biomassa residual das inflorescéncias rasuradas e
moidas, submetidas a extracdo prévia por hidrodestilagdo em diferentes tempos (item
4.6), foram analisados por CLAE-UV para a determinacao do teor de fitocanabinoides. Os
diferentes tempos de extragdo e tipos de fragmentacao que compdem os métodos e condigdes
experimentais resultaram em amostras de biomassa residual de inflorescéncias com diferentes
concentragcdes de canabinoides e diferentes composigdes, além do que, algumas amostras
apresentaram produtos de degradagdo que podem ser visualizados nos cromatogramas gerados
nas andlises, porém esses compostos ndo foram identificados nem quantificados. Os teores
médios dos canabinoides identificados e quantificados em cada grupo de amostras sdo

apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Identificagdo e Quantificagdo dos canabinoides.

Amostra DV OE2H OE3H OE4H OE4H-m

Canabinoide Teor% Teor% Teor% Teor % Teor %

CBDA - 0,29 0,36 0,62 0,20
CBG 0,57 0,91 1,15 1,08 1,03
CBD - - - - -
CBN - - - - -
THC 6,54 17,65 20,44 17,60 17,19

THCA 18,47 - - 0,31 0,30

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

Ao aplicar o fator de conversao apresentado pela AHP (2014) para a descarboxilagao de
THCA em THC (1,000 g de THCA converte-se em 0,877 g de THC), os resultados obtidos nos
experimentos indicam que o teor de THC na DV (THC: 6,54 %, THCA: 18,47 % — e soma dos
valores de THC e THC convertido: 22,73 %) esta dentro da faixa de limites do potencial de
THC declarado pelo fabricante, que varia entre 16 e 24 % de THC. No entanto, ao analisar os
teores de THC nas biomassas residuais apos os processos de extracdo por hidrodestilaciao
(OE2H: 17,65 %, OE3H: 20,44 %, OE4H: 17,60 % e OE4H-m: 17,19 %), observa-se que os
teores de THC sdo consideravelmente altos, sugerindo que a biomassa residual ainda contém
uma quantidade significativa de canabinoides, especialmente THC. Este dado ¢ relevante, pois
indica a possibilidade de reaproveitamento do material residual da extragdo de 6leos essenciais
de C. sativa (variedade comercial Blue Dream) como uma fonte viavel de canabinoides,
particularmente o THC observado nos resultados.

O reaproveitamento da biomassa residual pode ser util tanto para a obtengdo de THC
utilizado como fitofarmaco (apesar das restrigdes legais no Brasil), quanto para o uso como
padrao cromatografico em analises laboratoriais. Outro ponto importante observado foi a
descarboxilagdo do THCA presente na droga vegetal, que se converteu em THC, indicando que
0 processo de extragdo promoveu uma conversdo eficiente desse precursor. Além disso, a
formacao de CBN, um canabinoide resultante da degradacdo do THC, foi minima, sugerindo
que o THC permaneceu estavel durante o processo. Embora o CBD nao tenha sido identificado
nas biomassas residuais, possivelmente devido aos baixos teores caracteristicos da variedade
estudada, os resultados sugerem que o THC pode ser aproveitado. Mais estudos sdo necessarios

para compreender o que ocorre com o CBD durante a hidrodestilagdao. A reutilizagdo desse
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material residual abre caminhos para uma abordagem mais sustentavel no aproveitamento de

canabinoides na biomassa residual resultante da extracao de OE por hidrodestilacao.

Os cromatogramas apresentados na Figura 15 foram obtidos nas analises descritas no

item 4.6.

Figura 15 — Cromatogramas das analises por CLAE-UV das amostras de DV e biomassas residuais.
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Fonte: Gerado pelo proprio autor a partir de dados obtidos pelas andlises integradas pelo software Waters
Empower™.

Legenda: Amostra de DV composta por inflorescéncias liofilizadas e moidas de C. sativa e amostras de biomassas
residuais compostas pelos residuos das extragdes de cada experimento liofilizados e moidos. A condi¢des
cromatograficas foram: coluna de modo reverso NST C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e coluna de guarda
Phenomex® (C18 4 x 3,0 mm, 5 um); FM composta por (A) adgua contendo 0,1 % de acido formico e (B)
acetonitrila; modo gradiente, aos 0 min 70,0 % B, aos 15 min 90,0 % B e aos 30 min 90,0 % B; volume de injecao
de 20 uL; vazdo de 1,0 mL. min’'; detec¢do foi de 190 a 400 nm (monitorados em 210, 225 ¢ 270 nm); forno de
coluna na temperatura de 35° C. (A’) - Cromatograma de amostra de DV. (B’) - Cromatograma de amostra de
biomassa residual (DV rasurada) extraida por 2 h. (C) - Cromatograma de amostra de biomassa residual (DV
rasurada) extraida por 3 h. (D) - Cromatograma de amostra de biomassa residual (DV rasurada) extraida por 4 h.

(E) - Cromatograma de amostra de biomassa (DV moida) extraida por 4 h.

5.5 ENSAIO DA MEMBRANA CORIOALANTOICA DE OVOS DE GALINHA (HET-CAM)

A administra¢do de 300 4L de NaOH 0,1 M na CAM resultou em hemorragia imediata
e severa, seguida por lise e coagulagdao dos vasos sanguineos.
As imagens dos vasos sanguineos antes e ap6s a aplicacdo dos compostos nos 8 grupos

experimentais, registradas por estereoscopio, sao apresentadas na Figura 16.
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Figura 16 — Registro do estado dos vasos sanguineos antes e apds a aplicagdo dos compostos.

1 (s) £300 (s) 10 (s) 1300 (s)
= s

OFAHm 200 4L OEAHm 100 L.

OEAHms 400 L. OFE4Hrs 200 pl.  OFEAHms 106 .

OF4Hm 400 L.

Fonte: Fotos registradas por Felipe Haddad, 2023

Legenda: t0: Registro de regido vascularizada de ovos férteis antes da aplicacdo dos compostos; t300:
Registro de regido vascularizada de ovos férteis apos a aplicagdo dos compostos; OE4Hras: amostras
contendo OE obtido de DV rasurada (solugao em tween 80 a 8%); OE4Hm: amostras contendo OE obtido
de DV moida (solugdo em tween 80 a 8%); NaCl: controle positivo (solugdo de NaCl 0,9 %); NaOH
controle negativo (solugdo contendo NaOH 0,1 M).

A pontuacdo média de irritagdo para o NaOH foi de 19,58 + 0,14, confirmando sua

natureza altamente irritante e prejudicial conforme dados apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Tempo de hemorragia, lise, coagulagdo e pontuacdo de irritacdo dos controles e compostos testados.

Tempo Hemorragia Tempo Pontuacio

Grupo/Embriao s) Tempo Lise (s) Coagulacio (s) de Irritacio
NaOH 17 7 31 19,69
NaOH 15 8 34 19,61
NaOH 24 16 29 19,43

Média = DV 16,00 + 1,41 7,50+0,71 32,50+2,12 19,58 £ 0,14
NaCl 300 300 300 0,07
NaCl 300 300 300 0,07
NaCl 300 300 300 0,07
Média = DV 300 300 300 0,07
OE4Hras 100 uL 300 300 300 0,07
OE4Hras 100 uL 300 300 300 0,07
OE4Hras 100 uL 300 300 300 0,07
Média = DV 300 300 300 0,07
OE4Hras 200 L. 300 300 300 0,07
OE4Hras 200 uL 300 300 300 0,07
OE4Hras 200 L. 300 300 300 0,07
Média + DV 300 300 300 0,07
OE4Hras 400 uL 177 170 185 8,60
OE4Hras 400 uL 206 190 220 6,60
OE4Hras 400 uL 210 205 217 6,28
Média + DV 197,67 +18,01 188,33 +17,56 207,33+19,40 7.16+1,26
OE4Hm 100 uL 300 300 300 0,07
OE4Hm 100 uL 300 300 300 0,07
OE4Hm 100 uL 300 300 300 0,07
Média = DV 300 300 300 0,07 0,00
OE4Hm 200 uL 300 300 300 0,07
OE4Hm 200 uL 300 300 300 0,07
OE4Hm 200 uL 300 300 300 0,07
Média = DV 300 300 300 0,07 £ 0,00
OE4Hm 400 uL 40 30 50 18,20
OE4Hm 400 uL 45 37 50 17,96
OE4Hm 400 uL 60 55 65 16,84
Média = DV 48,33 £10,41 40,67 £12,90 55,00 + 8,66 17,67 £0,73

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

A andlise estatistica revelou que a irritacdo causada por NaOH foi significativamente

maior (p < 0,0001) quando comparada aos outros grupos (Figura 17).
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Figura 17 - Graficos de Barras demonstrando a Pontuagao de irritagdo observada na CAM.
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***% p-valor < 0,0001;
** p-valor = 0,0063.
Fonte: Elaborado por Ana Luisa Gini e Caio Humberto Perego no software Excel (Microsoft 365).

Legenda: A observacdo da Pontuacdo de irritagdo se deu apds 300 s da aplicagdo de diferentes

concentra¢des de OE4Hras e OE4Hm e controles NaCl 0,9 %, e NaOH 0,1M.

Por outro lado, a aplicacdo de 300 uL de solucdo de NaCl 0,9 % na CAM ndo induziu
nenhuma resposta observavel durante os 300 s de observagao, resultando em uma pontuacao de
irritacdo média de 0,07, indicando a auséncia de irritacdo. A diferenca estatistica entre o grupo
NaCl e o grupo NaOH foi altamente significativa (p < 0,0001), confirmando a natureza nao

irritante do NaCl.
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As amostras de OE extraido por hidrodestilagdo da DV rasurada (OE4Hras) e de OE
extraido por hidrodestilagdo da DV moida (OE4Hm), testadas em concentragdes de 100, 200 e
400 uL, mostraram diferentes niveis de irritacdo. Para as concentragdes de 100 e 200 uL de
ambas as amostras, nao foi observada irritagdo significativa, com a pontuacao de irritagdo média
sendo de 0,07 em todos os casos, semelhante ao controle negativo, indicando que essas
concentragdes nao induziram efeitos irritantes detectaveis (Tabela 8). A andlise estatistica ndao
mostrou diferencas significativas entre essas amostras e o controle negativo (NaCl). Em relagao
ao controle positivo (NaOH), a diferenga foi altamente significativa (p < 0,0001) (Figura 17).

No entanto, a concentragdo de 400 uL de OE4Hm resultou em uma pontuagdo de
irritacdo de 17,67 + 0,73, enquanto OE4Hras na mesma concentracdo apresentou uma
pontuagado de irritagdo de 7,16 + 1,26. Estatisticamente, OE4Hm a 400 uL mostrou um efeito
irritante significativamente maior em comparagdo com OE4Hras (p < 0,0001). Além disso, ao
comparar OE4Hras com o controle positivo (NaOH), também houve uma diferenga estatistica
significativa, confirmando que o NaOH ¢ mais irritante que OE4Hras (p < 0,0001). Ao
comparar NaOH com OE4Hm a 400 uL, a anélise estatistica também revelou uma diferenca
significativa, com um valor de p = 0,0063 (Tabela 8 e Figura 17).

Esses resultados sugerem que, enquanto o NaOH ¢é um potente irritante, as
concentragdes mais baixas de OE4Hras e OE4Hm (100 e 200 x«L) ndo provocaram irritagdo na
CAM. Por outro lado, a concentracdo mais alta (400 uL) mostrou um efeito irritante
significativo, com OE4Hm sendo mais irritante que OE4Hras.

Os resultados dos experimentos utilizando a pontuagdo HET-CAM demonstraram
variagOes significativas na irritacdo causada pelos diferentes compostos aplicados nos vasos
sanguineos da CAM. A administragdo de 300 L de solucdao de NaCl 0,9 % ndo causou nenhuma
resposta observavel durante os 300 s, resultando em uma pontuagdo HET-CAM de 0, indicando
auséncia total de irritacdo. Em contraste, a aplicacao de 300 uL. de NaOH 0,1 M provocou uma
reagdo severa, caracterizada por hemorragia imediata, lise e coagulacdo, resultando em uma
pontuacdo HET-CAM de 3. Isso confirma que o NaOH ¢ um irritante potente e altamente
prejudicial para os vasos sanguineos da CAM (Tabela 8).

As amostras OE4Hras ¢ OE4Hm também mostraram variagdes na irritacao causada,
dependendo da concentracdo aplicada. Em concentragdes de 100 e 200 uL, tanto OE4Hras
quanto OE4Hm ndo causaram nenhuma irritacdo significativa, com pontuacdes HET-CAM de
0, semelhantes ao controle negativo (NaCl). No entanto, na concentracao de 400 uL, OE4Hras
e OE4Hm resultaram em uma pontuacao HET-CAM de 2, indicando uma irritagdo moderada.

Esses resultados sugerem que, enquanto as concentragdes mais baixas desses OE sdo nao



98

irritantes, a concentragdo mais alta de 400 uL pode causar uma irritacdo moderada nos vasos
sanguineos da CAM (Tabela 8).

Dessa forma, enquanto o NaOH foi identificado como um potente irritante, as amostras
OE4Hras ¢ OE4Hm, em concentracdes de 100 e 200 uL, foram consideradas seguras, sem
provocar irritagao significativa. Entretanto, a aplica¢do de 400 uL dessas amostras resultou em
uma irritacdo moderada, destacando a importancia da dosagem na avaliagdo de irritabilidade.

A Tabela 9 apresenta a pontuagdo HET-CAM dos controles e amostras OE extraidos

durante 4 h para DV rasurada e DV moida nas diferentes concentragdes testadas.
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Tabela 9 - Pontuagdo HET-CAM dos controles e amostras OE4Hras e OE4Hm nas diferentes concentragoes
testadas.

Pontuacao .
Grupo HET-CAM Média

(O8]

NaOH

NaCl

OE4Hras 100 uL

OE4Hras 200 uL

OE4Hras 400 uL

OE4Hm 100 L

OE4Hm 200 L

DD OO OO OOV NN OO OO OO OO W W

OE4Hm 400 uL

2
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2024).

Os dados de sobrevida dos embrides tratados com diferentes compostos foram
analisados ao longo de 600 s (10 min). Os embrides tratados com NaCl 0,9 % mantiveram uma
taxa de sobrevida de 100 % durante todo o experimento, indicando a seguranca desse composto.
Em contraste, os embrides tratados com NaOH 0,1 M apresentaram uma significativa redugao
na taxa de sobrevida, com morte de todos os embrides antes dos 600 s, destacando a alta

toxicidade desse composto (Figura 18).
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Figura 18 - Porcentagem de sobrevida dos embrides ao longo do tempo apds tratamento com diferentes

amostras

[,
S
<

—— NaOH
—— NaCl e Grupos Testados

Porcentagem de sobrevida
N
<
lllllllllllllllllll

=]

0 200 400 600
Tempo (s)

Fonte: Elaborado por Ana Luisa Gini e Caio Humberto Perego no software Excel (Microsoft 365).
Legenda: Grafico de Linhas apresentando a sobrevivéncia dos grupos testados com as amostras, o controle

positivo e o controle negativo.

Os extratos testados (OE4Hras e OE4Hm) em todas as concentragdes (100, 200 e 400
4L) também mantiveram uma taxa de sobrevida de 100 %, sugerindo que ndo apresentam
toxicidade significativa dentro do periodo de observagao, conforme evidenciado pelo grafico.
Esses resultados reforcam a seguranga dos extratos em comparagdo ao NaOH, que demonstrou
uma toxicidade acentuada (Figura 18).

A andlise da irritabilidade e seguranga de OE4Hras e OE4H, realizada neste estudo
revela implicag¢des significativas para suas potenciais aplicagdes farmacéuticas, cosméticas e
alimenticias. Utilizando a CAM como modelo, foi possivel investigar a resposta irritativa e a
integridade vascular apos a exposi¢do a diferentes concentragdes dos extratos.

Nas concentracdes de 100 e 200 uL, tanto OE4Hras quanto OE4Hm demonstraram um
perfil de seguranca favoravel, sem provocar irritacao significativa. Isso foi evidenciado pelas
pontuacdes de irritagdo e HET-CAM, indicando que os extratos, nessas doses, mantém a
integridade dos vasos sanguineos da CAM. A auséncia de irritagdo nestas concentragdes sugere
que esses extratos sao promissores para uso em formulagdes que requerem alta seguranga, como

produtos topicos destinados a peles sensiveis ou para aplicagdo prolongada.
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Por outro lado, ao aumentar a concentragdo para 400 uL, observou-se um aumento
significativo na irritabilidade, especialmente para OE4Hm. A pontuacdo de irritagdo para
OE4Hm a 400 uL foi de 17,67 &+ 0,73, consideravelmente maior que a de OE4Hras na mesma
concentracdo, que foide 7,16 + 1,26. Essa diferenca, estatisticamente significativa (p <0,0001),
indica que OE4Hm contém componentes com maior potencial irritante em doses mais elevadas.
A pontuagdo HET-CAM de 2 para ambos os extratos nesta concentragdo sugere uma irritacao
moderada, destacando a importancia da dosagem na resposta irritativa da CAM.

Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de um controle rigoroso na dosagem de
produtos contendo OE4Hras e OE4Hm. Embora as concentragdes mais baixas tenham se
mostrado seguras, a concentragdo de 400 uL resultou em um nivel de irritacao que pode limitar
a aplicabilidade desses extratos em formulagdes topicas, a menos que medidas sejam tomadas
para mitigar os efeitos adversos. A maior irritabilidade observada em OE4Hm, em comparacao
com OE4Hras, sugere uma diferenca significativa na composicdo quimica dos OE,
possivelmente devido a presenca de componentes mais reativos ou em maior concentragdo em
OE4Hm. Isso ressalta a necessidade de uma caracterizagao quimica detalhada para identificar
0s componentes responsaveis pela irritagdo e ajustar as formulagdes para melhorar a seguranca.

A andlise por CCD revelou que os perfis quimicos de todos os OE obtidos sdo
semelhantes. No entanto, apenas analises mais detalhadas por CG-MS e CG-FID podem
fornecer informagdes precisas sobre possiveis variagdes na composi¢ao quimica e quantificagao
de cada composto identificado nos diferentes OE. Essas analises sdo fundamentais para dar
continuidade aos estudos experimentais ou para consultas na literatura cientifica, a fim de
identificar quais componentes presentes nos OE extraidos por 4 h de DV rasurada ou moida
poderiam estar associados a irritagdo observada no modelo biologico testado.

Até o momento, ndo foi concedida a Autorizagdo Especial Simplificada para
Estabelecimentos de Ensino e Pesquisa (AEP), expedida pela ANVISA, e necessaria para que
a Associagdo Flor da Vida forneca derivados vegetais de C. sativa a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista (FCF-UNESP). A obtencao dessa autorizagao
¢ crucial para garantir a seguranga juridica dos colaboradores dos projetos de pesquisa
envolvendo C. sativa e permitir a realizacao das analises quimicas dos OE por CG-MS e CG-
FID, além de diversos outros experimentos com a planta.

Nao foram encontrados dados na literatura cientifica sobre o teste HET-CAM com
amostras de OF ou extratos de C. sativa ou outras plantas da familia Cannabaceae. No entanto,
a acao anti-inflamatoria dos compostos (E)-cariofileno e a-humuleno, isolados quimicamente a

partir de Varronia curassavica Jacq., foi observada por Fernandes et al. (2007). Isso motivou a
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busca por estudos envolvendo o ensaio HET-CAM em outras plantas cujo OE contenha esses
dois sesquiterpenos majoritarios, a fim de comparar os resultados obtidos com C. sativa, onde
(E)-cariofileno e a-humuleno também foram identificados entre os componentes majoritarios
do OE.

Foi encontrado um estudo com teste HET-CAM utilizando o OE da planta Eugenia
dysenterica DC. conhecida como cagaita (Mazutti et al., 2018), e as concentragcdes dos OE
foram similares aos niveis de 100, 200 e 400 L. mL™! do OE de C. sativa testados no ensaio
HET-CAM. O OE de E. dysenterica foi analisado por CG-MS por Mazutti et al., (2018) que
relatou altas concentracdes de compostos sesquiterpénicos bioativos, como (E)-cariofileno e a-
humuleno. O OE diluido em azeite de oliva (veiculo) foi testado no ensaio HET-CAM nas
concentragdes 73, 146, 292, 584, e 1168 ug. mL ! apresentando resultados a¢do angiogénica e
anti-inflamatoéria nas amostras com concentra¢des 73, 146, 292 ug. mL!. Nas amostras com
concentragdes mais altas efeitos de irritacdo foram desencadeados, como danos vasculares leves

(584 ug. mL™") e moderados (1168 ug. mL™).
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6. CONCLUSOES
Na determinagdo do teor de OE segundo a Farmacopeia Brasileira 6* edicdo e nos
experimentos com extragdes por hidrodestilacdo variando os parametros estado de
fragmentacdo e tempo de extracdo (para DV rasurada) ndo foram observadas diferengas
significativas no teor de OE das inflorescéncias secas de C. sativa.
A analise por CCD demonstrou mesmo perfil cromatografico para todos OE e permitiu
a identificagdo dos sesquiterpenos (E)-cariofileno e a-humuleno como componentes

quimicos majoritarios do OE de C. sativa.

A anélise da DV por CLAE-UV demonstrou que a planta produziu THC potencial nas
inflorescéncias dentro da faixa informada pelo fornecedor das sementes. A analise por CLAE-
UV da biomassa residual recuperada apds as extragdes de OE por hidrodestilagao, demonstrou
que as amostras de todos os experimentos realizados contém quantidades significativas de THC
e niveis baixos ou ndo detectaveis de CBN, podendo ser reaproveitadas na cadeia produtiva do

0leo essencial para obtengao dessa substancia.

O teste HET-CAM das amostras contendo solucdo de OE extraido por hidrodestilacao
de DV rasurada e DV moida demonstrou que as concentracdes mais baixas sdo seguras (100 e
200 uL). A concentracao de 400 uL apresentou pontuagao alta de irritacdo nos OE obtidos nos
dois experimentos, o que sugere que a composicao quimica dos 6leos essenciais (OE) avaliados
deve ser distinta, sendo essa diferenca a provavel causa das variagdes nas pontuacdes de
irritacio da CAM observadas para a concentragio de 400 L. mL™! do OE extraido de DV
rasurada e DV moida.

O desenvolvimento da metodologia proposta neste projeto de pesquisa demonstrou que
a influéncia dos parametros de extragdo por hidrodestilagcdo (tempo de extragdo e fragmentacao
do material), resultou em composi¢des quimicas distintas nos 6leos essenciais obtidos do
mesmo material, e consequentemente, interferiu na sua toxicidade avaliada no modelo HET-

CAM.
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