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RESUMO

O presente trabalho foi realizado parcialmente em parceria com a Universidad
de La Republica, Montevidéu, onde foi executado o estudo de influéncia de
alguns parametros de extracdo de canabinoides em amostras de flores. No
Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica da UFPR foram analisadas
trinta e nove amostras de produtos a base de Cannabis sativa, importados e
nacionais, em forma de extratos concentrados (EC) ou diluidos em diferentes
veiculos, como glicerina (G), ou azeites vegetais (AV) necessitando diferentes
formas de extragéo para cada classe. Foi utilizada a técnica de cromatografia em
fase gasosa com espectrometro de massas (CG-EM), onde foi possivel realizar
a quantificagdo de trés canabinoides, A%tetraidrocanabinol (A°-THC), canabidiol
(CBD) e canabinol (CBN), e a identificagdo de outros quatro compostos
minoritarios, canabicromeno (CBC), canabigerol (CBG), tetraidrocanabivarin
(THCV) e A8-tetraidronabinol (A8-THC). Dentre as amostras importadas o CBD
foi constatado como canabinoide majoritario, em concentracbes entre 3,3 e
26,8%, sendo consideradas amostras de EC, G e AV. As amostras produzidas
artesanalmente apresentaram principalmente A°-THC, com excecgdo de quatro
amostras onde CBD foi constatado como canabinoide majoritario,
independentemente de sua concentragao. As concentragdes variaram entre 22,6
em EC a teores menores que 1% em amostras em glicerina. A técnica de
cromatografia em fase gasosa se mostrou eficiente para a identificagcdo de
canabinoides neutros, visto que a ocorréncia do processo de descarboxilagdo no
injetor do equipamento. Os resultados demonstram a grande variedade de
composicao de canabinoides nas amostras de extratos de Cannabis, ratificando
a necessidade do desenvolvimento de pesquisas para melhor controle de
qualidade e da composi¢cao dos extratos de Cannabis utilizados no Brasil.
Estudos para esclarecer uma possivel variagao da biodisponibilidade em fungcao
do veiculo no qual os canabinoides estdo dissolvidos, sdo de fundamental
necessidade para melhor compreensao do uso da Cannabis para uso medicinal.

Palavras-chave: canabinoides. Canabidiol. Tetraidrocanabinol. CG-EM



ABSTRACT

This work was partially carried out in partnership with the Universidad of La
Republica, Montevideo, where the study of the influence of some parameters of
cannabinoid extraction on flower samples was carried out. In the Laboratory of
Natural Products and Chemical Ecology of UFPR, thirty-nine samples of
Cannabis based products, imported and domestic, were analyzed as
concentrated extracts (EC) or diluted in different vehicles, such as glycerin (G),
or vegetable oils (AV) requiring different forms of extraction for each class. Using
a gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS) was possible to quantify
three cannabinoids, A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC), cannabidiol (CBD) and
cannabinol (CBN), and it was possible to identify the presence of
cannabichromene (CBC), cannabigerol (CBG), tetrahydrocannabivarin (THCV)
and A8-tetrahydronnabinol (A8-THC). Among the imported samples, CBD was
found to be the major cannabinoid, in concentrations between 3.3 and 26.8%,
being considered EC, G and AV samples. The domestic samples presented
mainly A9-THC, with the exception of four samples where CBD was verified as
the majority cannabinoid, independently of its concentration which remained in
the range of 22.6% in EC to less than 1% in glycerol samples. The gas phase
chromatography technique proved to be efficient for the identification of just
neutral cannabinoids, since the occurrence of the decarboxylation process in the
equipment injector. The results demonstrate the great variety of cannabinoids
composition in the samples of Cannabis extracts, confirming the need to develop
researches for better quality control and the composition of Cannabis extracts
used in Brazil. Studies to clarify a possible variation of the bioavailability as a
function of the vehicle in which the cannabinoids are dissolved are fundamentally
necessary for a better understanding of the use of Cannabis for medicinal use.

Keywords: cannabinoids. Cannabidiol. Tetrahydrocannabinol. GC-MS
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1 Introducao

Na Europa o uso das fibras de canhamo exerceu uma contribuicdo muito
importante para equipar as caravelas no periodo das grandes navegacoes,
possibilitando a confecgao de velas e cordas resistentes para suportarem as condigcbes

drasticas encontradas ao cruzar oceanos.3

No Brasil o primeiro registro da presenga do canhamo foi descrito por Garcia
Orta, onde em sua obra relatou o uso em rituais religiosos pelos povos escravizados do
bangtié, denominacado que foi utilizada por esses povos. Com o passar dos anos o
canhamo comecou a ser chamado de maconha, inicialmente na forma de giria, mas que
atualmente € uma das denominagdes mais conhecidas da planta de Cannabis. A palavra
tem origem a partir de um anagrama da palavra canhamo, como pode ser visto na Figura
1.5

MACONHA

CA A O

Figura 1: Anagrama com a palavra canhamo®

Apesar de ja se ter conhecimento ha milénios sobre as propriedades medicinais
da Cannabis, o uso medicinal ganhou destaque apenas em meados do século XIX, apds
a publicagao do livro Sobre as preparacées do Canhamo Indiano, escrita por William
O’Shaughnessy, médico irlandés que se baseou nos escritos indianos para escrever
uma obra que apresentava casos de sucesso no tratamento de dores, insénia,
reumatismo, convulsdes, incontinéncia, picada de cobra, espasmos musculares, tétano
e outros. A obra promoveu a distribuicao da espécie Cannabis indica pela Europa,
rapidamente o conhecimento chegou ao Brasil, tendo inclusive diversos medicamentos
a venda na farmacia, o mais conhecido era o Cigarros Indio da companhia Grimault, a
planta seca era enrolada na forma de cigarro, com indicagao de tratamento de asma e
insénia sendo encontrados como frascos com extratos e tinturas (Figura 2). As vendas
desses produtos foram intensificadas e permaneceram nas farmacias e boticarios até

as primeiras décadas do século XX.
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Figura 2: A esquerda, imagem com propaganda divulgada de Cigarros indios de Cannabis
vendidos no Brasil no fim do século XIX, inicio século XX. A direita imagem de um frasco
comercial de extrato de Cannabis indica
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No inicio do século XX iniciou a cannabis fazia parte da Farmacopéia brasileira
(um movimento a favor da proibicdo da Cannabis e seus derivados. Um brasileiro
exerceu papel relevante na intensificacdo desse movimento a nivel mundial, Dr
Pernambuco, como era conhecido, participou da Il Conferéncia Mundial sobre Opio, em
Genebra em 1924 e mesmo com pouco embasamento dos mais de 40 integrantes para
tratar do assunto, a Cannabis foi incluida na lista de substancias controladas junto com
Opio e cocaina, com o argumento de que estava havendo um uso endémico da

Cannabis, comparado as drogas narcoticas.

Figura 3: Imagem do Formulario Chernoviz (a esquerda) e ilustracdo da pagina 436 onde consta
a descrigdo dos usos de Cannabis®



No dia 2 de agosto de 1937 foi aprovada nos Estados Unidos a Lei de taxacdo
da Marihuana (denominacao informal da Cannabis naquele pais), taxando as produg¢des
e venda dos produtos de Cannabis, dessa forma os tratamentos e produgdes foram
inviabilizados. Nao demorou muito para que os efeitos desse movimento chegassem ao
Brasil. Em 25 de novembro de 1938 entrou em vigor o decreto de lei N°891 do Governo
Federal, que definiu a proibicao total do plantio, colheita e manipulacao por particulares
da maconha, coca, 6pio e seus derivados. Para realizar as atividades era necessaria
autorizagdo prévia do érgdo regulador, que exigia um depdsito no valor 40.000$000
(quarenta mil-mil réis). Nesse ano ainda nao havia salario-minimo definido, mas o valor

correspondia a 166 salarios-minimos de 1940.”

Em meio a uma intensa repressao ao cultivo e manipulacao da Cannabis e seus
derivados, o quimico bulgaro Raphael Mechoulam apresenta o artigo cientifico que
revolucionou a ciéncia e a compreensao sobre a planta. Intitulado /Identificacéo,
isolamento e sintese parcial de constituintes ativos do hashish, Mechoulam n&o apenas
elucida a estrutura de uma dezena de compostos presentes nos extratos, mas também
identifica que o A°-tetraidrocanabinol (A%-THC) é o principal componente psicoativo da
Cannabis.® Esse trabalho abriu uma grande linha de trabalho para diversos cientistas,
que se empenharam em compreender melhor o mecanismo de agao e as propriedades

oferecidas por aquela planta que até os dias de hoje gera tanta polémica.

Na década de 80, ja era conhecida a maioria das principais substancias
produzidas exclusivamente por plantas do género Cannabis, os canabinoides, o que
levou a diversos grupos buscarem por compreender como esses compostos atuam no
cérebro, levando a descoberta dos receptores responsaveis por interagir com essas
substancias. Esses receptores foram denominados receptores canabinoide CB1 e
CB2.%1° Muitas duvidas continuavam, qual a fungdo desses receptores em nosso
organismo? A busca por essa resposta levou ao descobrimento de substancias
endogenas que atuam diretamente nos receptores CB1 e CB2, a essa classe de
compostos foi dada a denominacao de endocanabinoides, sendo o conjunto que
engloba os receptores, substancias que neles atuam e as enzimas de sintese e

degradacao recebem a denominacgéo de sistema endocanabinoide (SEC).

Atualmente é comprovado que o SEC esta ligado a fungbes basicas do nosso
organismo, desde fungbes regulatérias do sono e apetite, coordenacédo motora,
modulagdo neuronal, regulando inclusive mutagdes realizadas em por¢des do DNA. O
SEC foi encontrado em diversos grupos do reino animal, desde mamiferos'®', aves,

peixes'?, e inclusive insetos'®. Muito maior do que esperado, os estudos sobre o SEC



abriram um leque de possibilidades para o entendimento do funcionamento dos
organismos e a possibilidade de criagdo de novas drogas. As pesquisas relacionadas a
Cannabis multiplicaram apés o descobrimento do sistema endocanabinoide, conforme

pode ser verificado na Figura 4.
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Figura 4: Grafico demonstrando o numero de artigos relacionados com as palavras-chave
Cannabis, canabinoides e endocanabinoides, durante o periodo de 100 anos. A busca foi
realizada no portal eletrénico sciencedirect.com, acessado em 18 de julho de 2016.

No Brasil do século XXI a proibigdo continuou ganhando forga. Apds a nova Lei
de Drogas de 2006 (Lei 11.343/06) e a despenalizagao do usuario, os inquéritos por
trafico aumentaram de forma nunca vista. Em 2006, apenas 9% da populagao carceraria
no pais respondia por trafico, subindo para 28% em 2014, sendo que entre as mulheres

o indice chega a 58%, que sofreu um aumento de 117% em menos de 10 anos.™

O cenario nacional sofreu uma mudanca, a partir do ano de 2013, no quesito das
propriedades medicinais da planta. Com a divulgacdo de reportagens em grandes
veiculos de comunicagéo, impressa e digital,'® relatando casos de familias que realizam
tratamento de criancas e jovens com sindromes de dificil controle, como CDKL5, Dravet
e West, utilizando extratos importados, ricos em canabidiol CBD, importados
inicialmente de forma ilegal. Nos casos mais evidentes, o extrato rico em CBD € o unico
medicamento efetivo no tratamento dos sintomas desses pacientes. Houve alguns
casos de indiciamento por trafico internacional de drogas, quando o medicamento
entrava no Brasil. Diversas familias identificaram essa como uma possivel alternativa
no tratamento de seus familiares, gerando pressado sobre os 6rgaos reguladores que,
até 2017, ja emitiu cerca de 2000 autorizagdes para importacdo de medicamentos a
base de Cannabis. At¢é o momento, quatro familias possuem liminar protetiva para

realizar o cultivo de Cannabis para fins medicinais. No dia 28 de abril de 2017, a



Associacao Brasileira de Apoio a Cannabis Esperanca (ABRACE) se tornou a primeira
associacgao autorizada a plantar, manipular e distribuir um produto nacional a base de
Cannabis, para fins medicinais. A liminar judicial foi expedida pela 22 Vara Federal -PB,
possibilitando o atendimento de, por enquanto, até 151 familias. Ha diversos casos de
tratamentos realizados com extratos feitos de forma artesanal, com plantas cultivadas
de forma ilegal, que oferecem beneficios a seus usuarios. Os tratamentos véao além de
epilepsia de dificil controle, ao menos uma paciente obteve liminar protetiva para cultivo
de plantas com alto teor de THC, para tratamento dos sintomas de fibromialgia.'® Ha
diversos estudos que ratificam o uso do THC como a gente anticancer em modelos pré-

clinicos."

Em outubro de 2016 foi lancado o projeto Farmacannabis, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro em parceria com a Fundacao Oswaldo Cruz, com objetivo de
realizar atividades de controle de qualidade dos 6leos nacionais e importados e o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a Cannabis. Em novembro de 2016 a
empresa brasileira Entourage Phytolab importou dez quilos de flores secas de Cannabis,
previamente moidas, para desenvolver pesquisas com objetivo de produzir
comercialmente um produto a base de Cannabis para fins medicinais.” No caso dos
produtos importados ou produzidos no Brasil, estes ndo possuem, até o momento,
nenhum controle de qualidade 6rgdos reguladores. Essa falta de controle afeta
diretamente aqueles pacientes sensiveis a certo canabinoide, como no caso em que
doses elevadas de THC podem levar a uma piora no quadro clinico. Para que seja
realizado o acompanhamento adequado por um médico, € necessario saber a dosagem
e a biodisponibilidade dos principios ativos que esta sendo administrada ao paciente,
essa informacao nao esta presente em todos os rotulos dos medicamentos importados

e ausente nos 6leos artesanais.

1.2 Aspectos botanicos
As plantas do género da Cannabis sao angiospermas, dioicas, de ciclo anual,

que fazem parte da familia Cannabaceae, familia na qual faz parte o Humulus lupulus,
o conhecido lupulo utilizado na produgéo de cerveja.’ As folhas desse género sdo
caracteristicas, possuindo perfil espalmado, podendo conter de 3 a 11 foliolos

serrilhados.?

A primeira identificagao botanica foi realizada em 1753, pelo botanico sueco Carl
Linnaeus, quando analisando as variedades da planta presente na Europa realizou a
identificacdo da Cannabis sativa L. Apenas quinze anos apos a primeira identificagcao,

Lammarck, enquanto estudava algumas variedades de Cannabis presente na india,



identificou uma variedade distinta daquela descrita pelo naturalista Linnaeus, essa
segunda variedade foi denominada Cannabis indica Lam., em 1919 uma terceira
variedade foi identificada na regiao da Sibéria, com caracteristicas distintas das duas
anteriores, a qual foi denominada Cannabis ruderalis Janisch. Atualmente ainda ha
muitos debates acerca da classificagdo botanica, sendo que alguns autores consideram
trés espécies distintas, enquanto outros consideram como sendo uma unica espécie,
Cannabis sativa, onde dentro dessa encontra-se trés principais variedades, Cannabis
sativa L. ssp sativa, Cannabis sativa L. ssp indica e Cannabis sativa L. ssp ruderalis.?’
Entretanto, com a ac&o antrépica, promovendo diversos cruzamentos para obtencao de
plantas com caracteristicas unicas, ha no mercado centenas de sub variedades hibridas

que sao apresentadas com nomes comerciais variados aplicados por seus criadores.
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Dentre as trés variedades supracitadas € possivel facilmente identificar
diferencas que as caracterizam. A variedade sativa possui maior crescimento vertical,
podendo atingir de 1,5 m a 5 m de altura e menor nimero de ramificagdes, possuindo
folhas mais longas que podem conter entre 5 e 7 foliolos. As plantas da variedade indica
possuem menor crescimento vertical, quando comparados a sativa, podendo chegar a
1,2m de altura em média. Suas folhas podem possuir maior nimero de foliolos (7 a 11)
e maior numero de ramificagbes. A terceira variedade, ruderalis, € a com menor
crescimento vertical, normalmente nao ramificada, com folhas que possuem entre 3 e 5
foliolos (Figura 5).2%Atualmente ha centenas de plantas hibridas disponiveis
comercialmente, que podem mesclar diferentes caracteristicas de duas ou mais

variedades.




Figura 5: Perfil de crescimento de trés variedades de Cannabis; S= C. sativa; |= C. indica; R= C.
ruderalis. As representagcdes foram feitas com crescimento de 2,4m, 1,2m e 0,6m
respectivamente. Ao lado de cada amostra é apresentado o perfil foliar de cada variedade.2°

As inflorescéncias femininas de plantas de Cannabis sdo conhecidas pela
presenca de alta densidade de tricomas, glandulas de secre¢do e armazenamento,
dentro da qual armazena enzimas que produzem compostos como acido
tetraidrocanabindlico (THCA). Pela sua classificagéo, essa é a Unica enzima localizada
dentro de uma cavidade de secregdo. A maior concentracdo de tricomas ocorre em
inflorescéncia de plantas femininas, podendo ocorrer em menor concentracao em tecido

foliar jovem (Figura 6).%

Figura 6: Apresenta uma flor feminina de espécie de Cannabis denominada White Widow (A),
vendida pelo banco de sementes Royal Queen Seeds. Em B a regido abundante em tricomas
ampliada. A direita, imagem de microscopia de fluorescéncia apresentando apenas um tricoma
(C) e a direita imagem do tricoma com contraste (D) indicando regiao da enzima THCA sintase.

1.3 Canabinoides

1.3.1 Fitocanabinoides
Canabinoides sdo compostos quimicos denominados monoterpenos fendlicos,

com estrutura basica de 21 atomos de carbono, e incluem os compostos que sao
produzidos exclusivamente por plantas do género Cannabis, seus derivados e produtos
de transformacao, dessa forma denominados fitocanabinoides.?® A biossintese desses
compostos ocorre a partir da condensacgao enzimatica do pirofosfato de geranila (GPP),
produzido pela rota do mevalonato, e o acido olivetdlico, oriundo da rota Biosintética dos
policetideos (Figura 7), na presenga da enzima geranylpyrophosphate:olivetolate
genanyltransferase.?* Nessa rota, o primeiro canabinoide sintetizado ¢ o acido
canabigerdlico (CBGA) (Figura 8).
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Figura 8: Rota de biossintese do acido canabigerdlico (CBGA), acido canabigerovarinico
(CBGVA) e acido sesquicanabigerdligo, de acordo com Yukihiro.25

O proprio CBGA podera ser submetido a reagdo com trés principais enzimas,
CBDA sintase, THCA sintase e CBCA sintase, que originarédo o acido canabidiolico
(CBDA), acido A%tetraidrocanabindlico (A>THCA) e o acido canabicromendlico (CBCA),
sendo esses 0s principais canabinoides produzidos por rotas enzimaticas. Outra classe
de canabinoides é formada pela reacdo de condensacao enzimatica entre GPP e o acido
divarinico, que originara o acido canabigerovarinico (CBGVA), que por sua vez pode ser

submetido a reagdes enzimaticas pelas enzimas CBDA, THCA e CBCA sintase,



formando o acido canabidivarinico (CBDVA), acido tetraidrocanabivarinico (THCVA) e

o0 acido canabicromevarinico (CBCVA) (Figura 9).2°
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Figura 9: llustragédo de trés reagbes enzimaticas que o acido canabigerdlico (CBGA) pode ser
submetido, originando o acido canabididlico, acido tetraidrocanabindlico (THCA) e acido
canabicromendlico (CBCA), quando em interagdo com as enzimas CBDA sintase, THCA sintase
e CBCA sintase, respectivamente.

Os canabinoides produzidos enzimaticamente podem sofrer diversas reagdes
secundarias, sendo a principal a reagcado nao enzimatica de descarboxilagao, que ira
produzir os chamados canabinoides neutros. A reacao de descarboxilagdo do CBGA,
CBDA, A*THCA e CBCA irdo produzir o canabigerol (CBG), canabidiol (CBD),
tetraidrocanabinol (A>THC) e canabicromeno (CBC), respectivamente. Um estudo
indicou que a razado entre o A>THCA e A*THC é de aproximadamente 5,5 em plantas
frescas,? valor que diminui com a exposigdo a temperatura e armazenamento por tempo
prolongado. A reagdo de descarboxilacdo foi demonstrada como uma reacdo de
primeira ordem, sendo incentivada pelo aumento de temperatura, entretanto o aumento
da temperatura proximo de 145°C promove a degradagdo do A*THC em A®*THC, assim
como a evaporagdo desses compostos.?’ De forma analoga, os compostos CBDVA,
THCVA e CBCVA podem sofrer a reagao de descarboxilagdo originando canabidivarin
(CBDV), tetraidrocanabivarin (THCV), e canabicromevarin (CBCV) (Figura 10).
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Figura 10: llustracdo dos canabinoides acidos e seus respectivos canabinoides neutros obtidos
apos descarboxilagéo

Os canabinoides, acidos ou neutros, podem sofrer reagbes de oxidagao,
principalmente em casos de armazenamento inadequado, em que as flores
permanecem expostas a atmosfera. No caso do THC o produto de oxidagdo é o
canabinol (CBN), o primeiro canabinoide identificado, por Wood et al, em 18962, tendo
sua estrutura definida quarenta anos depois.??O Produto de Oxidagdo do THCA origina
o acido canabindlico (CBNA). O produto de oxidagdo do CBD é o canabinodiol (CBND),
isolado pela primeira vez em 1977 por Lousberg.*® De forma similar é encontrado os
canabinoides do tipo —varin, como o canabinodivrain (CBNDV), produto de oxidagéo do
CBDV (Figura 11).
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Figura 11 llustragdo apresentando os produtos de oxidagdo do canabidiol (CBD),
tetraidrocanabinol (THC), acido canabididlico (CBDA) e canabidivarin (CBDV), os quais quando
submetidos a condi¢gdes oxidantes originam canabinodiol (CBND), canabinol (CBN), acido
canabindlico (CBNA) e canabinodivarin (CBNDV)

Os canabinoides estao sujeitos a reagdes fotocatalisadas como, por exemplo, o
canabielsoin (CBE) e o acido canabielsoéinico (CBEA), produtos de degradacao do CBD
e CBDA, respectivamente. Os produtos gerados por reacoes fotocatalisadas a partir do
CBC e CBCA séo canabiciclol (CBL) e acido canabiciclolico (CBLA) (Figura 12).
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Figura 12: Produtos de degradacao fotocatalisada do CBDA e CBCA, os quais quando em
contato com luz, podem gerao o acido canabielsénico (CBEA) e o acido canabiciclélico (CBLA),
respectivamente, assim como os produtos de descarboxilgdo canabinélsénico e CBE e CBL.
Outros canabinoides podem ser formados a partir de reagdes com outros
compostos presentes no meio como a condensagdo com outra unidade de GPP,
gerando o acido sesquicanabigerdlico, agua em reacdes de hidratacao de alcenos, que
podem originar a classe de canabinoide canabitriol (CBT), e alcoois em reacdes de
esterificacdo de canabinoides acidos. Ha diversos relatos de produtos isolados e
identificados semelhantes aos relacionados acima, entretanto com a cadeia alquilica
como C4, C, e C4 (Figura 13). O conjunto de todos os canabinoides ja identificados

totaliza 104 compostos que podem ser agrupados em 11 classes conforme descrito na



TABELA 1.2
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Figura 13: Variedades de canabinoides minoritarios



TABELA 1 CANABINOIDES CONSTITUINTES DA CANNABIS CLASSIFICADOS POR CLASSES

CLASSE QUIMICA NUMERO DE COMPONENTES
NO-THC 18
NS-THC 2
CBG 17
CBC 8
CBD 8
CBE 5
CBL 3
CBN 10
CBT 9
CANABINOIDES MISTOS 22

1.3.2 Endocanabinoides
Endocanabinoides sao substancias enddégenas que atuam diretamente nos

receptores canabinoides (CB1 e CB2), derivados de acidos graxos, sendo o primeiro
identificado em 1992, e o mais conhecido a etanol amida do acido araquidénico,
denominado anandamida.'® O segundo endocanabinoide mais conhecido é o aracdonoil

glicerol (2-AG), descoberto pelo grupo de pesquisa do Prof. Mechoulam.™

A concentracao de 2-AG pode ser até 200 vezes maior que a concentracao de
anandamida em tecidos cerebrais.>’ Os endocanabinoides s&o produzidos sobre
demanda, associadas ao aumento intracelular de Ca?*, em sitios pds-sinapticos em

resposta a atividade sinaptica.?

Mais recentemente houve um aumento em desenvolvimento de outros compostos
que atuam nos receptores CB1 e CB2, principalmente, com isso houve o surgimento
dos chamados canabinoides sintéticos, que tanto sao utilizados para pesquisas por
novos tratamentos e como droga recreacional no mercado ilegal, conhecidas como
Spice, alguns compostos possuem afinidade muito diferentes com o receptores e seus

efeitos em longo prazo ndo sdo totalmente conhecidos.®

1.4 Uso Medicinal
Com a evolugado das pesquisas relacionadas a Cannabis e aos canabinoides

diversos tratamentos possiveis foram investigados pela comunidade cientifica, incluindo
muitos que ja eram conhecidos ha décadas ou até milhares de anos, mas agora com
embasamento cientifico que permite compreender o canabinoide responsavel por cada
tratamento. O controle de crises epiléticas ganhou muito destaque, com destaque nos

ultimos quatro anos no Brasil, atribuido principalmente pelo CBD, foi descrito pela




primeira vez pelo professor Elisaldo Carlini, da UNIFESP em 198134, e continua sendo
objeto de estudos por diversos grupos de pesquisas.®*3¢ Entretanto até o momento o
mecanismo de agdo no foi totalmente elucidado.®’O uso de Cannabis esta associado
ao alivio de sensagdo de nauseas decorrentes de tratamentos de quimioterapia3,
colaborando de forma associada ao aumento de apetite nesses pacientes.®® Outros
tratamentos reconhecidos como eficazes sdo para dor cronica®® e esclerose multipla,
além de outros tratamentos que continuam sendo investigados, relacionados a
transtornos de sono*', ansiedade e depress&o*?, doengas autoimunes, glaucoma,

recuperagdo 0ssea e cancer®,

1.5 METODOS DE ANALISE

Os canabinoides podem facilmente ser identificados por técnicas
colorimétricas e cromatograficas. Analises colorimétricas com o uso de Fast Blue
B permitem identificar a presenca de canabinoides sem que haja alguma
seletividade entre eles,** enquanto o reagente de Beam permite identificar CBD,
CBG e seus derivados acidos, sem que haja interferéncia de THC e outros
canabinoides.*® Qualquer outra informag&o quantitativa fica muito restrita para
esse tipo de analise, a aplicagdo conjunta de outra técnica mais sofisticada que
permita elevar a seletividade da técnica, como, por exemplo, cromatogréficas,

espectrofotométricas.*

A cromatografia em camada delgada (CCD) ja possibilita a identificacao
qualitativa de determinados canabinoides, acidos ou n&o, desde que
acompanhada do uso de padrdes. Pode ser uma o6tima alternativa, de baixo
investimento inicial, que possibilidade de resultados mais conclusivos.
Procedimentos de CCD validados utilizam diferentes combinagdes de fase movel
(FM). Para identificacdo de CBD e THC é descrito o uso de cromatoplacas de

fase normal (silica) e a mistura de hexano 4:1 éter etilico.*®

Para controle de qualidade de produtos de Cannabis, é preciso adotar
técnicas cromatograficas mais precisas e que oferegam resultados mais
confiaveis. A técnica de cromatografia em fase gasosa (CG) é uma alternativa
pratica para a determinacéo de teores totais de canabinoides. Entretanto, devido
ao emprego de alta temperatura para seu funcionamento, é inevitavel a

ocorréncia de descarboxilagdo dos canabinoides imediatamente ao injetar a



amostra no equipamento, requerendo etapas para derivatizagdo caso seja do
interesse analisar canabinoides acidos. Ao avaliar produtos ja descarboxilados,
ou nédo seja do interesse avaliar os canabinoides acidos, essa € uma técnica
muito adequada. Para deteccao na técnica de CG, em analise de rotina, sao
frequentemente utilizados o detector por ionizacédo por chama (FID-flame
ionization detector), técnica sensivel e de menor custo de operagcdo e
manutencido, mas com baixa seletividade quando comparada com detectores de

espectrometria de massas (MS).#

Detectores MS possibilitam a identificacdo qualitativa de compostos
minoritarios, mesmo em baixa concentragéo, na casa de parte por bilhdo (ppb —
Mg/Kg). Além disso, o uso de detectores MS permite comparar os fragmentos de
carga-massa singulares de cada composto, comparando-os com bibliotecas de
referéncia, o que permite identificar a presenca de determinado composto,
mesmo sem possuir padrdo de referéncia.*® Para analises quantitativas
detectores MS aumentam a seletividade da técnica por permitir que o sinal
analitico seja obtido a partir de fragmentos carga-massa especifico, evitando

interferéncias da matriz.

Para uma avaliagdo e determinacdo dos canabinoides acidos e nao
acidos, visto que esses possuem propriedades terapéuticas distintas. Para isso
a técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) atende
perfeitamente, por ndo requerer aquecimento para sua operagao, as analises

sao realizadas a temperaturas proximas a ambiente.4?



2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver metodologia de analise para

tracar o perfil da composicao de canabinoides em extratos de Cannabis, utilizados para

fins medicinais no Brasil, assim como realizar a quantificacdo dos principais

canabinoides, utilizando a técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrémetro de massas.

Objetivos especificos:

1-

2-

Investigacao dos parametros de tamanho de particula, solvente extrator e tempo
de extragao.

Analise qualitativa da presencga de canabinoides a partir do espectro de massas
e tempo de retencdo de cada composto

Desenvolvimento de curva de calibragao para analise quantitativa de CBD e
CBN.

Quantificagao de canabinoides em amostras de extratos e flores de Cannabis,

importados e artesanais.



3 Materiais e métodos
Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica

da UFPR e algumas etapas foram executadas em parceria com a Universidad de La
Republica, em Montevidéu, no laboratério de Farmacognosia, sob orientagdo do
professor Calos Garcia. Dessa forma, as atividades serao agrupadas pelo local onde

foram realizadas.

As atividades a seguir foram realizadas no Laboratério De Farmacognosia — UDELAR

Nessa etapa foram estudados alguns parametros para extracdo dos
canabinoides em flores de Cannabis, analisando por cromatografia em fase gasosa
com detector por ionizagdo de chama (FID). As amostras de flores foram recebidas por
doagdo do Instituto de Regulacdo e Controle da Cannabis (IRCCA), 6érgao
governamental uruguaio responsavel pelo controle dos cultivadores e clubes registrados
naquele pais. Essa amostra foi denominada IR074. Abaixo sdo descritos os métodos

para cada etapa realizada.

3.1.1 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA - CANABINOIDES
Os canabinoides em extratos de flores de Cannabis foram analisados utilizando

a técnica de cromatografia em fase gasosa por padronizagao externa, acompanhando
a razao de areas dos canabinoides e do padrao interno (dibutil ftalato). O equipamento
utilizado é um cromatodgrafo Shimadzu 17-A, coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS
(5% difenil + 94% dimetil polisiloxano), com 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym. Como gas de
arraste foi empregado hélio. A programacao de temperatura inicia a 200°C, 10°/min até
250°C, permanecendo por 6 minutos nessa temperatura, atingindo 280°C a 10°/min
onde permanecera por 3 minutos, totalizando 18 minutos de analise. Foi utilizado o

equipamento no modo split em razdo de 10, com injecdo manual de 1 L.

As solugdes para analise foram preparadas com 0,250 mL de cada extrato a ser
analisado, 0,500 mL de solugéo 0,2 mg/mL de padrao interno e 0,250 mL de metanol.

Nesse momento a quantificagao foi realizada seguindo a seguinte equagao:

[THC std] = pureza THC std  &rea SI std

THC| =
[ ] [si std] = pureza SI " area THC std

[si amostra] * pureza SI * diluigdo = 100
*

massa material vegetal

Equacédo 1: Equagao utilizada para realizar os calculos de concentragcdo dos canabinoides,
exemplificado para o THC. [THC] corresponde a concentragao final de canabinoide, [THC std] a
concentragao de canabinoide de referéncia, [S| std] a concentragdo do padrdo interno na
referéncia, valores de area Sl e THC corresponde as areas nos picos referentes ao padrao
interno e canabinoide, respectivamente.



INVESTIGAGAO DAS VARIAVEIS NO PROCESSO DE EXTRACAO

3.1.2 AREA SUPERFICIAL
Para verificar a influéncia do tamanho de particula do material vegetal no

processo de extragdo, foram realizados ensaios divididos em trés categorias de
tamanho. Para categoria de tamanho grande foi utilizada flores inteiras, com massa
préxima a um grama, sem nenhum seccionamento. Na categoria média, cerca de 1,0g
de flores foram cortadas em aproximadamente dez pedacos pequenos. O ultimo grupo,
de pedacos pequenos, foi utilizado um equipamento moedor, feito especificamente para
o processo de moagem de flores de Cannabis, conhecido popularmente no Brasil como
dichavador (Figura 14), o equipamento divide o material em pequenas particulas e
devera ser limpo com o auxilio de um pincel para recuperar o material vegetal e resina
retida nas paredes do equipamento. Para realizar a extracao foi utilizada a razdo mg de
material vegetal/mL de solvente proximo a dez. Cada ensaio foi realizado em triplicata
e analisado por cromatografia em fase gasosa. O material foi mantido sob agitagéo
magnética por cerca de vinte e quatro horas, protegido da luz e sem aquecimento. Apos
o tempo de extracdo o material foi filtrado, lavado e transferido a um baldo volumétrico

de cem mililitros.

Figura 14: Imagem ilustrativa do moedor utilizado no processo de moagem.

3.1.3 SOLVENTE EXTRATOR
Com objetivo de verificar a influéncia do solvente no processo de extracao por

maceragao dindmica, foi utilizada uma variacdo de cinco solventes e misturas de
polaridades distintas, sendo etanol, metanol: cloroférmio 9:1, metanol: cloroférmio 1:1,
acetato de etila: hexano 1:1 e hexano. Aproximadamente um grama de material vegetal
triturado foi mantido sob agitagdo magnética por trinta minutos, em seguida filtrado e a
solugao transferida a um baldo volumétrico de cem mililitros. Cada solugéao foi analisada

por cromatografia em fase gasosa.

3.1.4 TEMPO
Ensaios objetivando verificar a influéncia do tempo no processo de extracdo de

canabinoides em flores de Cannabis foram realizados utilizando como solvente a

solugéao cloroférmio: metanol 1:9, com material vegetal finamente dividido, sob agitacao



magnética nos tempos de 5, 15, 30, 60 e 90 minutos. Os ensaios foram realizados em

triplicata e analisados por cromatografia em fase gasosa.

A descricéo a seguir foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia
Quimica-UFPR

3.2 Materiais
O material utilizado para a realizagao desse trabalho consiste em metanol grau

HPLC (Panreac), heptano grau PA (Quimex), sulfato de sédio grau PA (Biotec). Para a
afericdo de volume foram utilizadas micropipetas automaticas (Labmatec — HTC) com
volumes de 2 a 20uL, 10 a 100uL e 100 a 1000uL. As analises foram executadas
utilizando um equipamento de cromatografia em fase gasosa da marca Shimadzu
modelo 2010, com injetor automatico modelo AOC-5000 plus, acoplado ao
espectrémetro de massas do tipo triploquadrupolo, modelo TQ8040. Como gas de
arraste foi utilizado gas hélio (White Martins) para cromatografia, pureza 5.0. Os padrdes
analiticos de CBD e CBN possuem pureza maior que 99%. Como padrao interno foi
utilizado dibutilftalato PA, marca NEON, do qual foi preparada uma solugao estoque de

concentracao 0,2mg/mL.

3.3 Amostras
As amostras analisadas nesse trabalho foram adquiridas por doagéo voluntaria

de pessoas que realizam tratamento com extratos de Cannabis no Brasil, distribuidas
entre amostras comerciais importadas, amostras produzidas no Brasil com autorizagao
judicial e amostras produzidas de forma artesanal em territério brasileiro. As amostras

foram nomeadas com a sigla do estado de origem e numeradas conforme ordem de

recebimento (Figura 15).

PA 01
PB 01/ PB 02/ PB 03/ PB 04/ PB 05

S
S |

] 4

# MG 01/ MG 02/ MG 03

SP 01/ SP 02/ SP 03/ SP 04/ SP 05/ SP 06/ SP 07

4

SC 01/ 8C 02/ SC 03/ SC 04/ SC 05/ SC 06/ SC 07/ SC 08
RS 01/ RS 02

Figura 15: Procedéncia das amostras analisadas organizadas conforme estado de origem



Ao todo foram analisadas trinta e nove (39) amostras e, para facilitar a
compreensdo, as amostras foram divididas entre comerciais e artesanais e em grupos
a partir da sua forma de apresentacao, considerando, quando houve, o veiculo no qual
o extrato foi diluido, extratos concentrados e flores. A classificacao foi realizada com
base na descricao contida no rétulo dos produtos comerciais, em informacoes descritas

pelo fornecedor da amostra e dos dados obtidos em ensaios preliminares a extragio.

Os extratos concentrados sao produzidos pela extragao etandlica de flores e/ou
folhas e talos de plantas de Cannabis, com posterior evaporagao do solvente. A amostra
se apresenta na forma de uma pasta escura de alta viscosidade, podendo conter
particulas insoluveis, assumindo colorag¢des que variam ente o amarelo claro a um verde
intenso. Devido a imprecisao quanto a forma de preparo e material vegetal de origem
de cada amostra ndo é possivel definir a causa, mas associando os relatos fornecidos
pelos doadores de amostras, fatores como presenca de folhas e tempo de exposicao ao
solvente podem colaborar para que o extrato final assuma coloracao esverdeada (Figura
16A).

7

Outra classe é composta por extratos de Cannabis diluidos em azeite/dleos
vegetais composto principalmente por acidos graxos de cadeia média e longa, como
azeite de oliva e 6leo de coco, por exemplo. Essas amostras sao apresentadas na forma
de um liquido a temperatura ambiente podendo solidificar conforme as propriedades de
cada oleo. Entre amostras artesanais foi possivel verificar maior quantidade de
particulas insoluveis, ocorrendo inclusive precipitagao visivel dessas particulas (Figura
16E).

As amostras diluidas em glicerina podem ser produzidas pela dissolugdo de
extratos nesse veiculo ou extracdo das partes aéreas da planta diretamente com esse
solvente, essa classe de amostras apresenta sabor adocicado caracteristico da glicerina

e baixa viscosidade (Figura 16B).

Seis amostras de flores femininas de Cannabis foram analisadas, cinco dessas
tém como origem sementes com genéticas hibridas, das quais foram colhidas e
tiveram as folhas removidas, permanecendo apenas as inflorescéncias. A amostra
PR12 foi recebida com informagdes que provém do mercado ilegal (Figura 16 C e D).
As amostras estao separadas por classe distribuidas em relagdo a sua origem, se é
comercial ou produzido artesanalmente, e conforme a apresentacao de cada uma,
diferenciando entre as amostras dissolvidas em azeite ou glicerina, amostras de

extratos concentrados e flores. Os dados estdo descritos na



Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo das amostras analisadas conforme origem (comercial ou artesanal) e pela
forma de apresentacao, considerando o veiculo utilizado para diluigcdo, extratos concentrados e

flores.

CATEGORIA

AMOSTRAS

Importado Diluido Em Oleo

PRO1; PR03; PR04; PR05; RS01; PR13

Importado Diluido Em Glicerina

PR02

Importado Concentrado

SP05

Artesanal Concentrado

PRO06; SCO03; SP02; SC04; SP03; SCO05; SP04;
SC06; SP06; SC07; SCO01; SCO08; SC02; RS02;
MGO03

Artesanal Diluido Em Azeite

SP01; SP07; MG02; PAO1

Artesanal Diluido Em Glicerina

MGO01; PBO1; PB02; PB03; PB04; PB05

Flores

PRO7; PR08; PR09; PR10; PR11; PR12




Figura 16: llustragdo das amostras que foram analisadas. A) amostra de extrato concentrado; B)
amostra de extrato de cannabis dissolvido em Glicerina; C) amostra de flor PR 12; D) amostra
PR11; E) amostras de extratos de Cannabis dissolvidos em azeite, da esqueda para a direita
SP07, PR13, PR0O3 e PR05

3.4 Procedimento experimental
3.4.1 Preparo de amostra
3.4.1.1 Extratos de Cannabis concentrados

As amostras de extrato concentrado foram preparadas com aproximadamente
20 mg da amostra, com posterior dissolucdo em 8 mL de metanol, sob agitacao
magnética por aproximadamente 10 minutos. Em seguida o material foi filtrado e
transferido diretamente para um baldo volumétrico de 10 mL. O balao teve seu volume
ajustado até o menisco seguido de agitacdo branda para homogeneizagdo. Para o
preparo da solugdo de analise foram coletados 0,100 mL da solu¢do da amostra,

diluidos em 0,50 mL de solugao de padrao interno e 0,40 mL de metanol.

3.4.1.2 Extratos de Cannabis diluidos em azeite
As amostras diluidas em azeite necessitam de um preparo de amostra para

remoc¢ao do veiculo no qual os canabinoides estao dissolvidos, possibilitando a analise
por cromatografia em fase gasosa. A matriz € composta principalmente por
triacilgliceréis de cadeia média a longa. Para isso, aproximadamente 250mg de amostra
foram coletados, transferidos para um frasco com tampa de rosca e entdo 8,0mL de
metanol foram adicionados. A amostra permaneceu sob agitacdo magnética por
aproximadamente 20 minutos. Depois de decorrido o tempo estabelecido a amostra
permaneceu em repouso para separagao de fases, visto que os triacilglicerdis nao sao
soluveis em metanol. O solvente foi removido com auxilio de uma pipeta de Pasteur e
0 processo repetido mais duas vezes, totalizando trés extragcbes. No Ultimo
procedimento foi adicionado ao frasco 1,0mL de heptano, possibilitando a dissolugéo
dos triacilglicerdis, facilitando a separacao de fases e a remocéo total do metanol. Ao
fim do processo foi obtido um volume total de metanol de aproximadamente 24mL, que
foram transferidos para um baldo volumétrico de 25mL, o volume foi ajustado até o
menisco e em seguida foi realizada a homogeneizagao por agitagdo manual. Para o
preparo da solugdo de analise, foram coletados volumes entre 0,05 e 0,250mL,
dependendo da concentragdo da amostra, aos quais foram adicionados 0,50mL de

padrao interno e o volume foi completado até um total de 1,00mL.

3.4.1.3 Extratos de Cannabis diluidos em glicerina
De forma semelhante as amostras diluidas em azeite, as amostras diluidas em

glicerina devem passar por uma etapa de remogéo da matriz na qual os canabinoides



estdo dissolvidos. Para isso, uma porcao de aproximadamente 1g da amostra foi
coletada e transferida para um frasco com tampa de rosca, em seguida foi adicionado
3,0mL de heptano e 1,0mL de agua destilada, visto que os canabinoides possuem
grande afinidade com solventes de baixa polaridade como heptano e baixa afinidade
com agua. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 20 minutos. Em alguns
casos houve a formacdo de emulsao entre as fases, o que dificulta a separacao das
fases. Para contornar esse ocorrido foi adicionada ao frasco uma pequena quantidade
de NaCl, que promove o aumento da tensdo superficial da agua, diminuindo
significativamente a presenca de emulsdo. A fase organica foi separada com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur e transferida para um frasco Erlenmeyer. O procedimento de
extracao foi repetido mais duas vezes. Ao frasco contendo as trés fragcdes organicas
(aproximadamente 9,0mL), foi adicionada uma pequena quantidade de sulfato de sédio
anidro (Na>S0O4) como agente secante, removendo a agua residual contida no solvente.
A fase organica foi filtrada, transferida a um baldo volumétrico de 10,0mL e o volume
ajustado até o menisco com heptano. Para o preparo da solugdo de analise foram
coletados 0,90mL da solugdo contendo a amostra aos quais foram adicionados 0,10mL

de solucdo de padrao interno.

3.4.1.4 Flores
Para analise das flores de Cannabis, cada amostra foi mantida em estufa a 35°C

pelo periodo de 24h, até que n&o fosse verificada variagdo na massa da amostra. Apés
secagem o material foi finamente dividido com o auxilio de uma tesoura de ago inox,
previamente limpa e seca. Todo o material moido foi transferido para um frasco
Erlenmeyer. Cada extragao utiliza aproximadamente 250mg de material vegetal seco.
Ao frasco foi adicionado 25mL da solugao metanol: cloroférmio (9:1 v/v) e entéo todo o
material foi mantido sob agitacdo por 30 minutos. Apds o tempo estabelecido o material
foi filtrado e transferido diretamente para um baldo volumétrico de 25mL e seu volume
foi ajustado até o menisco. Cada analise foi realizada ao menos em duplicata. Em
seguida as solugdes de analise foram preparadas com 0,25mL de extrato adicionado de

0,25mL de metanol e 0,50mL de padrao interno.

3.5 Condi¢coes Cromatograficas
Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida do tipo Rtx-5MS, que possui

fase estacionaria composta de 5% difenil + 95% dimetilpolisiloxano, com 30m de
comprimento, 0,25mm de didmetro e espessura da camada interna de 0,25um,
utilizando hélio como gas de arraste. O equipamento foi programado em modo split de
razao 1:90, com injetor a 250°C e sistema de ionizacao de impacto de elétrons a 70eV.

A programacao de temperatura inicia em 200°C, aquecendo em uma taxa de 10°C/min



até 250°C, permanecendo por 6 minutos, atingindo 280°C a 10°C/min, temperatura que
permanece por 3 minutos, totalizando um tempo total de 18 minutos cada analise. A
analise inicia em 3,5min apods a injegdo da amostra, em modo SCAN, com intervalo

espectrométrico entre 60 e 400 mz.

3.6 Curva Analitica
As curvas analiticas foram obtidas a partir da diluicdo da solucao analitica padrao

de 1,00mg/mL, sendo para o CBD as concentrag¢des de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100,
125, 150, 175 e 200ug/mL (ppb), enquanto para CBN as concentragdes foram de 5, 10,
15, 20, 25, 35, 50, 75, 100 e 125ug/mL. Em todas as solug¢des dos padroes CBD e CBN
foi adicionado 0,5 mL da solugéo de padrao interno dibutilftalato (DBF) em concentracao
de 200ug/mL. Cada ponto foi analisado em quadruplicata e 0 monitoramento do sinal
analitico de cada composto foi realizado a partir do pico base e tempo de retencao

relativo. O tratamento dos dados foi realizado com auxilio do software MS Excel®

3.6.1 Limite de detecgao
O limite de detecgao foi estabelecido considerando os picos cromatograficos

com razao sinal ruido superior ou igual a 3,0.

3.6.2 Limite de Quantificagao
O limite de quantificagao (LQ) foi determinado conforme descrito na resolugao
RE 899 da ANVISA, onde o LQ corresponde a razéo de dez vezes o desvio padréo (DP)

pelo valor da inclinagdo da curva (IC).%°

_ 10xDP
- IcC

4 Resultados e Discussao

4.1 Laboratério de Farmacognosia - UDELAR
Nesse trabalho foi possivel realizar a andlise da composicdo de canabinoides

em extratos de Cannabis, identificando ao todo sete canabinoides (A%-THC, CBD, CBN,
CBG, CBC, THCV e A%-THC), e realizando a quantificagio de trés principais compostos
(AS-THC, CBD e CBN). As andlises da composicdo de canabinoides realizadas pela
técnica de cromatografia em fase gasosa nao permite a identificacdo das espécies
acidas, devido ao processo de descarboxilagao que ocorre no momento de inje¢do da
amostra no equipamento, a menos que seja realizado o processo de derivatizacao.
Dessa forma, a identificacdo dos compostos presentes nas amostras analisadas sera

informada apenas na forma dos canabinoides neutros.



Os resultados a seguir foram obtidos no Laboratério de Farmacognosia —
UDELAR (Uruguai), através de um estagio de 45 dias sob a supervisdo do Prof. Dr.

Carlos Garcia Carnelli.

4.1.1 Investigagdao dos Parametros de Extragcao
4.1.1.1 Area Superficial

O primeiro ensaio visa estudar a influéncia da area superficial do material vegetal
no processo de extracdo. No primeiro momento foi possivel verificar a predominéncia
de THC na composicdo do extrato através de analises por CG/EM. Os outros
canabinoides permaneceram abaixo de um por cento em relagdo ao THC. Analisando
os dados obtidos nesse ensaio, diferente do esperado, as amostras que tiveram o
material vegetal finamente dividido apresentaram menores teores de THC (Grafico 1A).
Esse fato levou a proposicao de dois possiveis erros experimentais, uma possivel perda
de material no processo de moagem, ou um erro na escolha das flores, nao sendo
considerada a variacao entre as amostras. Para solucionar isso foram coletadas flores
de aspectos e massa semelhantes e entdo realizado novamente o procedimento com
amostras de tamanho pequeno e tamanho grande (Grafico 1B). Nesse segundo caso
as amostras de flores finamente divididas apresentaram os maiores teores de THC,
indicando que houve um erro relacionado a amostragem no primeiro ensaio. Dessa
forma é possivel inferir que ha diferencga significativa de concentragcao canabinoides em

diferentes partes da planta.
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Grafico 1: Concentragao de THC extraida em fungao do tamanho de particula utilizada no ensaio.
Os dados estdo em porcentagem em relacéo a massa seca. A) ensaio 1 e B) ensaio 2.

4.1.1.2 Solvente
O estudo relacionado ao solvente utilizado para a extragdo nao apresentou

variacao significativa entre o etanol, que apresentou maior teor de THC em seu extrato,
permanecendo a concentracao final muito proxima as misturas de metanol: cloroférmio
9:1 e 1:1, assim como para mistura hexano: acetato de etila 1:1. Apenas a extragao com
hexano apresentou menor eficiéncia, além de extrair grande quantidade de ceras, o que
dificulta a analise por cromatografia em fase gasosa (Grafico 2). Para os proximos
ensaios optou-se em utilizar a mistura metanol: cloroférmio 9:1 para a extragao, visto
que o etanol, apesar de melhor solvente extrator, possui um percentual de agua préximo
a 4%, o que deve ser evitado para analise de rotina, pois a agua pode causar danos a

coluna cromatografica.
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Grafico 2: Percentual de THC em relagdo a massa seca de material vegetal em fungéo do
solvente utilizado

4.1.1.3 Tempo
No ultimo parametro a ser avaliado no processo de extragdo, foi possivel plotar

um grafico de concentragao de THC em relagéo a massa seca de flores, em fungao do
tempo de extragdo. Foi possivel verificar que apds trinta minutos de extragéo foi
alcangado o equilibrio, ndo havendo variagao significativa da concentragdo nos tempos
de extracdo de 60 e 90 minutos (Grafico 3).
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Gréfico 3: Valores de concentragdo de THC em relacdo a massa seca, em fungdo do tempo de extragao
de flores de Cannabis



Esta etapa descrita a seguir foi realizada no LAPNEQ — UFPR.

4.2 Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica - UFPR
Devido a instabilidade de solugdes de THC, gerando a presenga de produtos de

degradagcédo como o CBN, a concentragdo desse canabinoide é usualmente
determinada utilizando a curva de calibragdo do CBN, considerando a razao entre os
fatores de resposta igual a 1,%' as atividades descritas a seguir foram analisadas dessa

forma.

4.2.1 Identificagcao Espectrométrica
Cada canabinoide foi identificado a partir de seu espectro de massas,

comparando com dados da literatura. CBN pode ser identificado pelo pico base de
m/z=295, correspondente a perda de um radical metila, apés a movimentacdo de uma
ligacao dupla para o nucleo arila. Essa movimentagcdo nao sofre influéncia dos

substituintes do anel aromatico (Figura 17).
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Figura 17: Proposta de fragmentagéo para formagao do pico base apresentado no espectro de
massas do CBN (a); Espectro de massas do CBN (b)

O espectro de massas apresentado para o CBD é muito semelhante ao do CBC,
ambos com pico base de m/z=231. Entretanto é possivel diferencia-los, além dos
tempos de retencéo relativos ao padrao interno diferentes (1,55 para o CBC e 1,86 para

0 CBD), pela presenca do fragmento m/z=246, presente apenas no espectro de massas



do CBD. Esse fragmento se origina de uma reacao retro Diels-Alder, e na sequencia
uma perda de radical metila, originando o fragmento m/z=231 (Figura 18 e Figura 19).
No espectro correspondente ao CBC o pico base de m/z=231 é originado a partir da
eliminagdo de um radical C6H11, de massa 83, que conforme apresentado a proposta

de fragmentagao na Figura 20, dara origem ao pico base correspondente.
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Figura 18: Proposta de fragmentagéo para formacao da estrutura do pico base apresentado no espectro
de massas do CBD.
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Figura 19: Espectro de massas do CBD
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Figura 20: Proposta de fragmentagéo para formagao do pico base apresentado no espectro de massas do
CBC

No espectro de massas do THC ¢é observado o ion molecular m/z=314, sendo o
pico base gerado a partir da eliminagdo de um radical *CHs, originando o fragmento de
m/z=299. Outro ion que colabora para a identificagdo do THC é formado pela perda, a
partir do ion molecular, de um radical *CsH7 e posterior formagao do anel diidrofurano
com razao massa carga de 271 (Figura 21, Figura 22).

100% AP THC
MW: 314

231

258

193 217 27z
77 95 175 | | =ss

D% i SIS WY I || IO S S WS ol ! Ll
100 150 200 250 300

Figura 21: Espectro de massas do A°-THC®?
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Figura 22: Proposta de fragmentagao de massas para o THC, considerando a formagéo do pico
base (231) e o pico com razdo massa carga 271.

Os espectros dos compostos THCV (pico base m/z= 271), CBG (pico base m/z=
193) e A8-THC (pico base m/z= 314) foram comparados diretamente com dados da

literatura (Figura 23).%?
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Figura 23: Referéncia de espectro de massas dos canabigerol (CBG), A8-Tetraidronacabinol (A8-
THC) e tetraidrocanabivarin (THV/THCV).52

4.2.2 Curva de calibracao
A curva de calibracao para o CBN foi ajustada aos pontos analiticos com perfil

linear (R* = 0,991), abrangendo as concentragbes entre 5 e 125ug/mL, sendo a
calibracao regida pela equagao (1) a seguir, onde aCBN corresponde a area do sinal
analitico referente ao CBN e aDBF ao sinal analitico do padrao interno (dibutilftalato).

Cada ponto foi injetado em quadruplicata (Figura 24).

aCBN
aDBF

= 0,006 x [CBN] — 0,056 (1)

(x100,000)
4.0

3.5

Figura 24: Cromatograma com os picos referente ao CBN nas concentragdes de 5, 10, 25, 35, 50, 75, 100
e 125 ug

Para desenvolver a curva para quantificagdo de CBD foram analisados padrbes
em dois intervalos de concentragdo, uma para concentragdes mais diluidas (2), em
concentragdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 75ug/mL (Gréfico 4), e outra para solu¢des mais
concentradas de 75, 100, 125, 150, 175 e 200ug/mL (grafico 5). Nos dois intervalos
analisados as curvas assumiram perfil linear (R*>0,99). Cada ponto foi injetado em

quadruplicata.
Concentragdes < 75ug/mL % = 0,0014 x [CBD] — 0,0017 (R?=0,9918) (2)

aCBD

=0,0047 X [CBD] — 0,2466 (R2=0,9946) (3)
aDBF

Concentracoes > 75ug/mL
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Grafico 4: Regresséo linear de CBD entre as concentragbdes de 5 a 75 ppb
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Grafico 5: Regresséo linear da curva analitica de CBD entre as concentragdes de 75 e 200 ppb
4.2.3 Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo do método foi calculado e apresentou que a

menor quantidade de analito que pode ser quantificada com preciséo aceitavel

corresponde a 8,9 yg/mL para CBN e 8,3ug/mL para CBD.

4.2.4 Avaliagdo Qualitativa
No momento de extracao foi possivel verificar semelhancgas e diferengcas no

aspecto fisico de cada amostra, como por exemplo cor, viscosidade. Em relagcao as
amostras diluidas em azeite, SP01, SP07, PA0O1, MGO01, PR0O1, PRO3, PR 04, PR 13
apresentaram aspecto homogéneo e cor amarela a castanha, entretanto as amostras
comerciais (PR03, PR04 e PR13) apresentaram menor teor de particulas insollveis,
demonstrando melhor eficiéncia no processo de filiracao durante o preparo. O veiculo
utilizado (azeite) possui baixa afinidade por metanol, promovendo clara e facil separagao

de fases apods repouso, 0 que proporcionou um cromatograma livre de impurezas e facil



identificacdo dos canabinoides (Figura 25). As extracbes eram monitoradas utilizando
revelador colorimétrico Fast Blue Salt B em placa de silica, que por uma variagao
colorimétrica indica a presenga de canabinoides, e confirmadas por analise em
cromatografia em fase gasosa. O cromatograma da Figura 26 indica que nao havia
presencga significativa de canabinoides no veiculo apés a extragdo, o sinal analitico

referente aos canabinoides apresentou razao sinal ruido menor a 1,0.
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Figura 25: Cromatograma referente a amostras PR03, apds extracao dos canabinoides.
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Figura 26: Cromatograma do veiculo (azeite) da amostra PR03 apds extracao dos canabinoides.

As amostras PR0O1, PR05 e RS01 foram semelhantes nas analises por CG/EM
por utilizarem outro tipo de azeite vegetal, com caracteristicas de acidos graxos de
cadeia média, promovendo substancial solubilidade em metanol, deixando residuos do

veiculo na solugao de analise (Figura 27).
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Figura 27: Cromatograma referente a analise cromatografica da amostra PR05, demonstrando a
presenca de impurezas
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As amostras de extratos dissolvidos em glicerina exigiram um procedimento de
extragdo distinto daquele realizado para as amostras dissolvidas em azeite vegetal,
devido a alta solubilidade da glicerina em metanol. Para isso a extracéo foi testada
utilizando heptano para solubilizar os canabinoides e agua para reter a glicerina. O
método foi testado com uma amostra preparada dissolvendo uma pequena porgao de
um extrato rico em THC, sendo observada a remogao quantitativa dos canabinoides do
meio de glicerina. Em todas as amostras ocorreu a formagao de emulséo entre as fases
de solvente, com diferentes intensidades. Para evitar a emulsao e facilitar a separacao
de fases foi adicionada uma pequena quantidade de NaCl no frasco, efeito que aumenta

a tensao superficial da agua e diminui a intensidade da emulsao.

Ja nos primeiros ensaios foi possivel verificar que as amostras em glicerina
apresentavam baixa concentracdo de canabinoides, 0 que exige a utilizagdo de maior
quantidade de amostras para que seja possivel a deteccao dos canabinoides dentro do
limite de quantificacdo do método analitico. Mesmo dessa forma foi possivel realizar a
quantificagdo, apenas para o canabinoide majoritario. A identificacao de canabinoides
minoritarios ficou prejudicada pela baixa razao sinal/ruido referente a esses compostos.
O cromatograma a seguir apresenta o perfil cromatografico da amostra PB01, onde é
possivel verificar a presenga de canabinoides, mas em concentragdo muito inferior
quando comparadas a maioria das amostras em azeite vegetal, mesmo utilizando
massas até 20 vezes maior para a realizagéo do procedimento de extragao (Figura 28).
O fato de apresentar menor concentragcao de canabinoides nao desqualifica a qualidade
dessas amostras, & necessario compreender efeitos de biodisponibilidade dos
canabinoides no organismo em fungdo do veiculo no qual esses compostos estao

dissolvidos.
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Figura 28: Cromatograma referente a amostra diluida em glicerina (PB01), destacando a baixa
concentragcao de canabinoides

Amostras de extratos concentrados sdo as que exigiram menos etapas no
preparo da amostra, visto que o extrato é facilmente dissolvido em metanol, podendo

conter maior ou menor quantidade de particulas insoluveis. Apesar de nao ter sido



avaliado por técnicas instrumentais, foi possivel observar menor quantidade de residuos
de solvente na amostra comercial importada (SP05), ja que o extrato apresenta aspecto
mais soélido e seco em relagdo as amostras artesanais, que, a mesma temperatura,
assumiam consisténcia de um liquido de alta viscosidade. De qualquer maneira esses
extratos possuem alta concentragdo de canabinoides, principalmente THC nas
amostras artesanais e CBD na amostra importada. Durante o preparo das amostras foi
necessario aumentar a diluicdo para o preparo da solugado de analise, visto que a alta
concentragcdo de canabinoides pode provocar danos ao detector do equipamento de
cromatografia utilizado. Nos cromatogramas apresentados a seguir é possivel verificar
a alta concentragdo de THC na amostra SC01, sendo possivel identificar facilmente a

presenga de outros canabinoides minoritarios (Figura 29, Figura 30).
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Figura 29: Cromatograma referente a analise da amostra de extrato de Cannabis concentrado
(SCO01), onde é possivel destacar a presenga de THC como canabinoide majoritario
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Figura 30: Cromatograma referente a analise da amostra de extrato de Cannabis concentrado
(SCO01), onde é possivel identificar a presenca de canabinoides minoritarios.

As amostras de flores seguiram o procedimento de extragdo desenvolvido
durante os ensaios de investigacdo dos parametros de extragdo, realizados na
Universidad de La Republica (UDELAR). As amostras eram compostas por pequenas
inflorescéncias, sem folhas, mas que ndo necessariamente representam a planta como
um todo, visto que ndo houve descricao adequada do método para colheita dessas
amostras, a modo de garantir que haja essa homogeneidade. De qualquer forma é
possivel compreender melhor a composi¢do de canabinoides de algumas variedades
comerciais. Foi possivel verificar que THC representa o componente majoritario do

extrato obtido a partir das flores analisadas, representado na Figura 31 pela amostra



PRO09, o que ratifica a necessidade de compreender de forma mais ampla a composigcao
€ a genética de cada planta, para que seja possivel direcionar cada planta ao tratamento

clinico que necessite da composi¢cao apresentada por cada variedade.
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Figura 31: Cromatograma referente a analise de amostra PR09, sendo possivel verificar a
predominancia de THC (9,45 min).

4.2.5 Avaliagdao Quantitativa
4.2.5.1 Amostras Importadas

Entre as amostras importadas, independente da forma de apresentacdo do
produto, foi possivel verificar a presenga de CBD como canabinoide majoritario, ainda
que haja diferenga entre as concentragbes das amostras. A amostra com maior
concentragao de CBD foi PR04 (26,8% * 1,92) e PR05 (25,3% + 0,67), sendo os unicos
a superarem 25%. Outras duas amostras, RS01 e PR03, apresentaram elevado teor de
CBD, 23,9 £ 0,66 e 22,5% + 2,81, respectivamente. Duas amostras possuem CBD,
entretanto em menor concentracdo, PR02(4,7% + 0,46) e PR01(3,4% + 0,07). As
amostras importadas apresentam baixo teor de THC. Em apenas uma amostra foi
possivel quantificar THC e a concentracdo permaneceu abaixo de 0,2%, conforme
descrito na tabela abaixo (Grafico 6). Outros canabinoides (CBC e A®-THC) foram
identificados nas amostras, mesmo que em baixissima concentracdo, quando
comparados ao CBD. A amostra PR13, mesmo trabalhando com massas superiores a
1g ndo apresentou concentragdo de canabinoides em concentragao dentro do LQ (limite

de quantificagc&o).
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Grafico 6: Dados de concentragdo (m/m) das amostras de extratos de Cannabis importadas.
Nesse grafico ndo ha distingdo da forma de apresentagéo de cada amostra

4.2.5.2 Amostras Artesanais

As amostras artesanais, independente da forma de apresentagdo, tiveram
principalmente THC como canabinoide majoritario, com excecdo de apenas duas
amostras, PR06 e SP01, nas quais houve a prevaléncia de CBD. Essas duas amostras
foram descritas como preparadas a partir da variedade comercial de Cannabis
denominada Harle-Tsu, apresentada ja como uma variedade comercial rica em CBD.5%A
concentracdo dos canabinoides varia em relacao a forma de apresentacao, extratos
concentrados podem ultrapassar 20% de THC ou CBD, enquanto as amostras
dissolvidas em glicerina nao ultrapassaram 1%, mais diluido inclusive que extratos

dissolvidos em azeite vegetal. Abaixo € apresentada a descrigdo por classe.

4.2.5.2.1 Extrato de Cannabis dissolvido em azeite
E possivel verificar que as amostras artesanais dissolvidas em azeite

apresentam menor concentragdo de canabinoides totais, em comparacdo com as
amostras importadas, entretanto um numero pequeno de amostras (4) dessa classe
foram analisadas e essas contam com informacgdes pouco detalhadas em relagcao ao
preparo das amostras. A amostra mais concentrada foi MG02, que atingiu 3,42%
(x1,28), contendo também a maior concentragéo de CBN, correspondendo a quase 30%
do canabinoide majoritario, indicando que o material vegetal que deu origem ao extrato
foi colhido de forma tardia, ou armazenado de forma inadequada entre o periodo de
colheita e a produgao do extrato. Duas apresentaram concentragdo préoximo a 1% do
canabinoide majoritario, SP01 destaca-se pela presengca de CBD (1,10% +0,10)
enquanto SP07 THC (1,20% £0,12). A amostra PAO1 foi a mais diluida (0,22%z 0,07)
(Grafico 7).
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Grafico 7: Dados de concentragdo (m/m) de canabinoides em amostras artesanais dissolvidas
em azeite.

Devido a baixa concentragdo de canabinoides, a identificacdo de canabinoides
minoritarios foi prejudicada, foi possivel identificar poucos componentes minoritarios por
amostra. Destaca-se a presenca de CBD e CBN em trés amostras, sendo que com
maior intensidade em SP07, mas ainda abaixo do LQ. THCV foi encontrado em apenas
uma amostra dessa classe (MG02), com intensidade muito proxima ao LD A amostra

SPO01, rica em CBD, apresentou apenas uma pequena quantidade de THC (Grafico 8).
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Grafico 8: Canabinoides minoritarios identificados em amostras de produgdo artesanal de
extratos de Cannabis dissolvidos em azeite.

4.2.5.2.2 Glicerina
As amostras artesanais dissolvidas em glicerina apresentaram como

semelhanca a baixa concentracdo de canabinoides, sendo que nas amostras PB01 —



PBO05, permaneceu abaixo de 0,1%, independente do canabinoide majoritario presente
na amostra. A amostra mais concentrada, MG02, teve predominancia de CBD, mas em
baixa concentragdo, proxima a 0,9% (m/m) (x0,1), enquanto THC corresponde a
aproximadamente 50% em relagédo ao CBD, ou seja, a razdo CBD:THC encontra-se
proximo a 2:1. Para essas amostras, mesmo que tenha sido encontrada a presenca de
CBN, nao foi possivel quantificar, devido a baixa concentragéo, permanecendo abaixo
do LQ do método (Grafico 9). A dissolugao de canabinoides em glicerina torna o produto
mais palatavel a algumas pessoas, devido ao sabor adocicado do glicerol, mas, talvez
pelo modo de preparo das amostras analisadas, essa € classe de amostras analisadas
com menor concentragao de canabinoides, o que, como dito anteriormente é necessaria

maior compreensao quanto a biodisponibilidade dos canabinoides nesse veiculo.
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Grafico 9: Dados de concentracdo de canabinoides em extratos de cannabis dissolvidas em
glicerina

4.2.5.2.3 Extratos Concentrados
As amostras de extratos concentrados apresentaram a maior variedade de

canabinoides por amostra analisada, sendo possivel identificar a presenca de sete
canabinoides, sendo que CBD, CBN, THCV e CBG foram comuns quase a totalidade
de amostras. Além do CBN, outro produto de degradagédo do componente majoritario
(AS-THC) foi identificado em apenas duas das amostras analisadas, o A3-THC.A amostra
SCO02 foi a amostra que apresentou o maior numero de canabinoides detectavel, além
dos compostos supracitados, houve a presenca de CBC. A amostra PRO6 é a Unica que

contém THC em baixa concentrac¢ao (Grafico 10).



Em apenas uma amostra de extratos concentrados (PR06) foi identificado o CBD
como o canabinoide maijoritario, atingindo 22,6% (+ 0,1), enquanto a concentragédo de
THC ficou proximo a 4,1%, exibindo uma razdo CBD:THC préximo a 5. Como descrito
acima, esse extrato foi feito com flores de uma planta da variedade Harle-Tsu, mas como
pode haver diferenga genética entre as plantas da mesma variedade, ndo é possivel

garantir que todas as plantas apresentem esse perfil de composigéao.

THCV mCBD mCBG ®mCBN mEA8-THC mCBC mTHC
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3 |PRO6|SCO1|SC02|SCO3|SC04|SCOS | SCO6|SCO7|SCO8 | SPO2 |SPO3 | SPO6 | SPO4
THCV 0,96%(0,36%0,20%/0,99%]1,14%1,09%(0,94%0,92%0,85%(1,36%|1,33%1,14%(1,32%
mCBD  [5,09% 2,67%1,03%(7,52%4,15%2,70%5,03%6,09%4,39%(7,23%5,57% 5,76%
u CBG 2,05%1,00%]|1,17%3,35%2,26%0,60%3,12%3,23%(1,78% 1,67%|1,45%]1,35%3,92%
CBN  [2,06%0,64%0,76%) 1,29%2,62%2,65%2,71%4,45%3,01% 1,78%0,63% 1,05%
® A8-THC 0,24%0,07%
= CBC 0,03% 0,04%
® THC 3,81%

Grafico 10: Grafico de canabinoides minoritarios identificados nas amostras de extratos de
Cannabis concentrados. Os valores expressos representam a razdo da area do sinal analitico do
canabinoide pela area do canabinoide majoritario. Com exceg¢do da amostra PRO6, todas as
amostras possuem THC como canabinoide majoritario. Os canabinoides majoritarios e
compostos com razéo superior a 10% n&o foram n&o sao expressos nesse grafico.

Em todas as outras amostras houve a prevaléncia de THC, em concentragdes
que variam de 4,86 + 0,3 (SP06) e 22,6 + 2,8 (SC01), apresentando variadas
concentracdes de CBD e CBN. Nas amostras SC02, SC04, SP04 e MG03 apenas THC
se enquadrou dentro do LQ (Grafico 11). A amostra SP06 além de apresentar baixo teor
de THC, a razdo THC/CBN nao ultrapassa 1,7, ou seja, ha uma quantia significante de
CBN em relacdo ao THC, demonstrando que o material vegetal de origem nao foi bem

armazenado entre a colheita e o processo (Grafico 12 e Grafico 13).
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Grafico 11: Perfil de concentragdo de CBD, THC e CBN em extratos de Cannabis de amostras
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Grafico 12: Concentragdo de CBD, THC e CBN em extratos concentrados das amostras SC01

a SC08
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Grafico 13: Concentragdao de CBD, THC e CBN em extratos de Cannabis das amostras MGO03,

PRO06, RS02, SP02, SP03, SP05 e SP06



Essa analise possibilita entender a composi¢cao em relagdo a canabinoides, mas
nao se avaliou neste estudo a presenca de contaminantes bioldgicos, pesticidas e
fungicidas, sendo necessario compreender que com a utilizagdo de extratos
concentrados, pode ocorrer também o acumulo de diversas substéncias, nocivas ou
nao, que possam ter sido aplicadas ou entrado em contato com a planta durante o

periodo de cultivo e manipulagao para producao de extratos.

4.2.5.2.4 Flores
As flores analisadas apresentaram principalmente THC em sua composicgéao,

com teores que variam de 6,5 £ 1,60 da amostra PR08 a 9,63% + 1,12 da amostra PR11.
Duas amostras apresentaram teores de CBN proximo a 1,0%, sendo a maior
concentracao encontrada na amostra PR12, oriunda do mercado ilegal, que por sinal
apresentou a maior concentracao de CBD (1,29% + 0,07). Na amostra PR 07 apenas o

sinal analitico do THC se enquadrou dentro do LQ do método (Grafico 14).
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0,00% = = CBN
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= THC| 7,96% 6,50% 6,63% 6,77% 9,63% 7,87%
CBN| 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,93% 0,99%

Grafico 14: Dados de concentragdo (m/m) de CBD, THC e CBN nas amostras de flores

A baixa concentracdo de CBN nas amostras PR07, PR08, PR09 e PR10 indica
que as flores estavam frescas, assim como CBG que foi encontrado em consideravel
concentracao em PR12, indicando que a planta analisada pode ter sofrido uma colheita
precoce, ou seja, se a planta fosse cultivada por mais tempo, o canabigerol poderia ser
transformado a THCA e CBDA, elevando os teores desses canabinoides. Apesar de
baixissima concentragao, foi possivel identificar a presenca de THCV em trés amostras
de flores (Grafico 15).
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Grafico 15: Dados da razdo entre a area do sinal analitico dos canabinoides minoritarios em
relacdo a area de THC, em amostras de flores

Na figura 32 é apresentada a distribuicdo dos resultados das amostras
analisadas, considerando a predominancia do canabinoide majoritario e a concentracao
desse, onde é possivel verificar que ha poucas amostras artesanais com altos teores de
CBD. Nessa imagem é possivel verificar a grande variedade de composicdo e
concentracdo das amostras analisadas. As amostras importadas se concentram nos
quadrantes referentes a alta concentracdo de CBD, quadrantes esses que contém

apenas trés amostras artesanais.
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Figura 32: Distribuicio das amostras de extratos e flores de Cannabis analisadas em funcdo da composicio de
canabinoides (THC e CBD) e da concentracio



5 Conclusao
A técnica de cromatografia gasosa com espectrOmetro de massas demonstrou

adequada para realizar a identificacdo dos principais canabinoides presentes em
extratos de Cannabis. Foi possivel desenvolver curvas analiticas para a quantificacao
dos principais canabinoides na forma neutra (ndo acida), possibilitando a analise
quantitativa de amostras nacionais e importadas. Dessa forma foi possivel verificar que
as amostras cultivadas e processadas em territdrio nacional possuem principalmente
THC, com excegao de trés amostras analisadas (PR06, PB04 e SP01) mesmo que com
grande diferenca de concentragdo entre essas amostras. Dentre as amostras
importadas houve a predominancia de CBD, também com grande variacdo de
concentracao entre as amostras. Esse fato acende um alerta quanto a necessidade de
controle e monitoramento de cultivos direcionados a fins terapéuticos, principalmente
quando relacionados a criangas, visto que devido a psicoatividade atribuida ao THC, a
administracdo desse composto a um organismo que ainda esta em desenvolvimento
pode acarretar consequéncias que ainda nido sao totalmente compreendidas pela
ciéncia. A presencga de canabinoides minoritarios (CBG, CBC, THCV e A%-THC) contribui
para o efeito sinérgico, ai se deve a importancia de monitora-los, para que dessa forma
seja possivel ter uma ideia mais ampla sobre a agdo desses compostos nos organismos

estudados.

Ha grande diferenca entre as concentragées de canabinoides entre as amostras
analisadas, visto a alta concentracdo em amostras importadas, por exemplo, € a
concentragao baixa em amostras diluidas em glicerina ou na amostra PR13, mas isso
nao deve desqualificar nenhuma dessas amostras, mas despertam a necessidade de
estudos que esclarecam a questdo de biodisponibilidade dos compostos quando
administrados no organismo em diferentes veiculos, possibilitando que haja uma melhor
compreensao clinica quanto aos efeitos relacionados ao uso de cada uma dessas

apresentacgoes.



6 Recomendacgoes
Os estudos dos canabinoides presentes em produtos a base de extratos de

Cannabis é essencial para o desenvolvimento da ciéncia que estuda os efeitos dos fito
e endocanabinoides, a endocanabinologia. Entretanto para que seja possivel ter uma
compreensdo mais ampla dos efeitos desses compostos, principalmente quando
utilizados extratos brutos, é desejavel que sejam realizadas analises mais completas,
quantificando os canabinoides acidos, que possuem outra rota farmacoldgica em
relagdo aos canabinoides neutros, além da composicao de terpenos. Ha evidéncias de
que os terpenos influenciam nos efeitos provocados pelo uso de Cannabis, mas sua

composi¢ao em relacao a cada variedade de planta ainda € pouco descrita.

No Brasil ainda ha uma caréncia em relagdo a pesquisas cientificas
relacionadas a Cannabis e canabinoides, é desejavel que sejam realizadas pesquisas
para o desenvolvimento de um produto nacional, possibilitando que um maior nimero
de familias tenha acesso ao tratamento, seja para criangas, jovens, adultos e idosos.
Para que isso seja possivel, ha a necessidade de desenvolver processos de extragao
de preferéncia sem o uso de solventes e que mantenham as propriedades e a
composicao integral da planta, a formulagdo de um produto que seja acessivel as
familias, com controle de qualidade e garantia de manutengéo do tratamento. Para que
tudo isso seja possivel, é necessario que os agentes publicos responsaveis pela
regulamentagao e controle facilitem o acesso a plantas de Cannabis, para pesquisa

cientifica e produgdo doméstica e industrial.

A mudanca mais efetiva no cenario mundial da Cannabis, seja para uso medicinal
social, inicia com a compreensao do fracasso da guerra as drogas, com o respeito aos
direitos civis daqueles que mais sofrem com essa guerra, a populagao periférica, pobre,
em sua maioria negra, que atualmente serve como bode expiatério de uma politica

arcaica e ineficiente.
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ANEXOS

Cromatogramas por amostra
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