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RESUMO

Ha milénios os extratos medicinais de espécies de Cannabis sao utilizados no tratamento de
diversas condigdes patologicas, principalmente pela cultura Chinesa. Diversos estudos
demonstram que a Cannabis desempenha efeito anti-emético, estimulante do apetite, analgésico,
euforizante, anti-inflamatdrio, anticonvulsivante, sedativo, redutor da ansiedade e estabilizagdo
dos niveis de humor, o que tem impulsionado na ultima década diversos estudos farmacologicos.
Diversos compostos formados no metabolismo secundario desta planta sdo de interesse
farmacologico, especialmente os canabinoides (terpenofenolicos). Dentre os fitocanabinoides, os
mais estudados até o momento sao o THC, como constituinte psicoativo presente majoritariamente
na planta e o canabidiol (CBD). No Brasil, somente em 2014, ¢ que o Conselho Federal de
Medicina regularizou o uso de canabinoides, impulsionado pelos resultados clinicos no tratamento
da epilepsia. Hoje, a ANVISA retirou o canabidiol de sua lista de substancias proibidas e liberou
a fabricacdo de extratos no Brasil. Com a recente liberacao, outras necessidades mercadologicas
fazem-se necessarias, principalmente no que se refere a regulamentacdo do uso de extratos
medicinais de Cannabis ¢ a necessidade de fiscalizagdo ¢ monitoramento com fins de saude
publica, justificando a padronizacdo de métodos de controle de qualidade aplicaveis ao insumo
farmaceéutico ativo vegetal (IFAV) e aos extratos formulados em veiculos oleosos. A maior parte
dos medicamentos e outras substancias quimicas, quando administradas ao organismo, sofrem
processos de absor¢do, distribuicdo, metabolizacdo e eliminagdo. A distribuicdo se refere ao
momento que os fArmacos estdo na cirulagdo sanguinea sistémica e entdo sdo capazes de atingir
os tecidos e células alvo, induzindo o efeito farmacoldgico pretendido. Ou seja, toda vez que um
medicamento ¢ ingerido, varios sistemas e 6rgaos sao atingidos com o objetivo de receber o efeito
farmacoldgico. Desta forma, saber de fato a concentracdo do farmaco me medicamento
administrado e no sangue ¢ essencial para prever os efeitos terapéuticos e adversos de qualquer
droga. No caso dos fitocanabinoides, ainda sdo pouquissimos os laboratérios no mundo que
dominam a tecnologia e protocolo para esta dosagem. Pois, a matriz biologica sangue, que possui
inimeras substancias como proteinas, enzimas e outros, ¢ um fator complicador para a facil leitura
dos niveis de farmacos. Portanto, o conhecimento detalhado dos niveis e concentragdes de
fitocanabinoides na circulagdo sanguinea pode proporcionar um direcionamento especifico para a
prescri¢do, previsdo de efeitos e cuidados que cada paciente que toma estes medicamentos
necessita. Sendo assim, os objetivos do presente projeto sdo validar e implementar no laboratorio
de cromatografia da UNILA as metodologias de anélise de canabinoides em extratos de Cannabis
e no sagune de pacientes em terapia canabica.

Palavras-chave: Cannabis, canabinoides, THC, dosagem, validacdo de método.
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INTRODUCAO

Ha milénios (2700 a.C.) os extratos medicinais de espécies de Cannabis sdo utilizados no
tratamento de diversas condi¢des patologicas, principalmente pela cultura Chinesa (ZUARDI, 2006;
MECHOULAM et al., 2014). No Brasil, somente em 2014, é que o Conselho Federal de Medicina
regularizou o uso de canabinoides, impulsionado pelos resultados clinicos no tratamento da epilepsia.
Com isso, em 2015, a ANVISA retirou o canabidiol de sua lista de substancias proibidas e em 2019
liberou a fabricagdo de extratos no Brasil (ANVISA, 2019).

Com a recente liberacdo, outras necessidades mercadologicas fazem-se necessarias,
principalmente no que se refere a regulamentacdo do uso de extratos medicinais de Cannabis e a
necessidade de fiscalizagdo e monitoramento com fins de saude publica, justificando a padronizacao
de métodos de controle de qualidade aplicaveis ao insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) e aos

extratos formulados em veiculos oleosos.

A Cannabis e os fitocanabinoides

A planta Cannabis sativa (Cannabis), conhecida popularmente no Brasil como maconha, ¢ a
droga ilegal mais consumida no mundo ocidental (DI MARZO, 2004; MECHOULAM et al., 2014). O
uso da Cannabis para fins medicinais foi datada pelos chineses em aproximadamente 2.700 a.C. ¢ ja
fazia parte de sua farmacopeia, a mais antiga do mundo, hd alguns séculos (ZUARDI, 2006;
MECHOULAM et al., 2014). As indicagdes para o uso de Cannabis incluiam: dor reumatica,
constipagao intestinal, distirbios do sistema reprodutor feminino, malaria e para anestesiar pacientes
durante operacdes cirtrgicas (MECHOULAM, 1986; ZUARDI, 2006).

A Cannabis sativa, Cannabis indica e a Cannabis ruderalis sao as trés espécias mais estudadas,
sendo que existem diversas subespécies e inumeras variedades de planta para o cultivo (WORLD
DRUG REPORT, 2009). Dentre as trés espécies mais estudadas, a Cannabis sativa possui altos niveis
de THC e baixos niveis de CBD e CBN, a Cannabis indica tem niveis médios de THC e niveis médios
de CBD e CBN, ja a Cannabis ruderalis tem baixos niveis de THC e altos niveis de CBD e CBN.
Diversos compostos formados no metabolismo secundario desta planta sdo de interesse farmacoldgico,
especialmente os canabinoides (terpenofenolicos). De acordo com uma recente revisdo, mais de 545
constituintes metabolicos foram identificados na Cannabis, sendo 144 deles isolados e classificados
como fitocanbinoides (HANUS et al., 2016). Os fitocanabinoides foram classificados em 11 subclasses

de acordo com suas estruturas quimicas: (1) canabigerol (CBG); (2) (-)-A’-trans-tetra-hidrocanabinol



(THC); (3) canabidiol (CBD); (4) canabicromeno (CBC); (5) canabinol (CBN); (6) (-)-AS-trans-tetra-
hidrocanabinol (A%-THC); (7) canabiciclol (CBL); (8) canabinodiol (CBND); (9) canabielsoina (CBE);

(10) canabitriol (CBT); e (11) tipos diversos. (Figura 1).
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Figura 1 - Biossintese de fitocanabindides e rotas de

degradacgdo e produtos (Transcrito de Berman, 2018).

Dentre os fitocanabinoides, chamados aqui apenas de canabinoides, os mais estudados até o
momento sdo o THC, como constituinte psicoativo presente majoritariamente na planta e o canabidiol
(CBD) que nao apresenta efeitos psicoativos significantes (MECHOULAM, 1986; RUSSO, 2004;
PERTWEE, 2015). Atualmente, diversos estudos demonstram que a Cannabis desempenha efeito anti-
emético, estimulante do apetite, analgésico, euforizante, anti-inflamatério, anticonvulsivante e
sedativo (ZUARDI, 2006; DE PETROCELLIS, 2011). No entanto, suas aplicagdes clinicas
permanecem circunscritas, em grande parte devido aos conhecidos efeitos psicoativos do THC

(WILEY, 2018; ZUARDI, 2006; MECHOULAM et al., 2014).

O THC foi isolado e identificado pelos cientistas Gaoni e Mechoulam. A identificacdo e
isolamento desta molécula em meados dos anos 60 seguramente foi o momento essencial para acria¢ao
e evolugdo de todo um campo da medicina que hoje chamamos de sistema endocanabinoide ou
medicina canabinoide (MECHOULAM, 2000). Mechoulan e seu grupo perceberam que a molécula de
THC isolada era capaz de mimetizar os principais efeitos agudos e temporarios da Cannabis,
hipotermia, analgesia, catalepsia e alteragdo cognitiva. Ou seja, o THC era o principio ativo mais

importante da Cannabis (MARTIN et al., 1999).



O canabidiol (CBD) embora tivesse tido sua estrutura identificada ainda no século XIX foi
também isolado e melhor estudado de forma pioneira pelo grupo do professor Mechoulam. No entanto,
diferentemente do THC, o CBD possui baixissima atividade psicoativa e clinicamente esse efeito ¢
praticamente desprezivel. Além disso, o CBD possui outros efeitos mais proeminentes, como redutor
da ansiedade e estabilizagdo dos niveis de humor (MARTIN et al.,, 1999; PERTWEE, 2015;
CRISTINO et al., 2020).

Biodisponibilidade e farmacocinética dos canabinoides

As duas formas de ingestdo mais populares sao por inalagdo (fumo) e por via oral (ingestao).
Os canabindides quando inalados sdo metabolizados nos pulmdes, quando ingeridos sao metabolizados
no figado, sendo que diferentes enzimas estdo envolvidas e diferentes metabolitos sdo produzidos.
Sabe-se que o THC pode se decompor quando exposto ao ar, calor ou luz e, também, a exposicdo a
acidos pode oxidar o composto em canabinol (CBN), um canabindide muito menos potente (Figura 2)
(HUESTIS, 2007). Nos pulmdes a maioria dos metabolitos sdo hidroxilados na cadeia lateral
produzindo o 11-nor-A’-carboxi-tetrahidrocanabinol (THC-COOH) e o 11-hidroxitetrahidrocanabinol
(11-OH-THC), ja quando ingeridos produzem o canabinol (CBN) (Figura 2). A quantidade encontrada
no sangue dependera de como foi ingerido, podendo chegar a concentragdes superiores a 150 ng mL™!

quando inalado (HUESTIS, 2007).

R=H \q-Tetrahydrocannabmul (THC) Cannabinol (CBN)
R =0H 11-Hydroxy variant (11-OH-THC)

HO =

Cannabidiol (CBD) ‘11-Nor-9-carboxy-A°-Tetrahydro-
cannabinol' (THC-COOH)

Figura 2 — Estruturas quimicas do THC, CBN, CBN e THC-COOH.

O THC aparece no plasma imediatamente apds a primeira inalagdo, sendo rapidamente

metabolizado no ativo 11-OH-THC, com concentragdes maximas de aproximadamente 13 minutos
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apos fumar e atingindo 10% das concentragdes de THC (HUESTIS, 2005). O 11-OH-THC ¢ ainda
oxidado ao THC-COOH. As concentragdes plasmaticas de THC-COOH aumentam lentamente ao
longo da primeira hora ap6s fumar e estabilizam apds 2-4 h. Tanto o THC quanto seus metabolitos
possuem alta lipofilicidade, podendo ser armazenados no tecido adiposo, sendo entdo liberados com
o tempo (HUESTIS, HENNINGFIELD e CONE, 1982).

A biodisponibilidade apos a inalagdo foi relatada na faixa de 2 a 56%, devido em parte a
variabilidade intra e interindividual na dindmica do fumo, que contribui para a incerteza na distribui¢ao
da dose (AGURELL e LEANDER, 1971; OHLSSON et al., 1982; OHLSSON et al., 1985; AGURELL
et al., 1986). O niimero, duragdo e espacamento das inalacoes, tempo de espera e volume de inalagdo,
ou topografia do fumo, influenciam muito o grau de exposi¢ao ao medicamento (AZORLOSA et al.,
1992; HEISHMAN, STITZER e YINGLING, 1989; PEREZ-REYES, 1990). A expectativa da
recompensa do medicamento também pode afetar a dindmica do fumo. Cami et al. (1991) observaram
que os individuos foram capazes de mudar seu método de fumar cigarros de haxixe para obter maiores
concentragdes plasmaticas de THC. Concentragdes de 7,0 ng mL™! e 18,1 ng ml™! foram relatadas apos
a primeira inalacdo de fumo de cigarro contendo 1,75% de THC (ca. 16 mg) e 3,55% de THC (ca . 34
mg), respectivamente (HUESTIS, HENNINGFIELD e CONE, 1992; HUESTIS et al., 1992),
atingindo concentragdes maximas de 150 ng ml™! para o cigarro de 3,55% ap6s cerca de 6 min.

Com relacdo as concentragdes plasmaticas apds ingestdo oral, foram relatados niveis mais
baixos em relagdo a inalagao. Ohlsson et al. (1980) relatam concentracdes maximas de THC de 4,4 a
11 ng mL"!, ocorrendo de 1 a 5 horas ap6s a ingestdo de 20 mg de THC em um biscoito de chocolate,
sendo a biodisponibilidade oral estimada em 6%. Véarios fatores foram apontados por serem
responsaveis por essa baixa biodisponibilidade oral (em comparagao com a administragao intravenosa
do medicamento e oral), incluindo absor¢do varidvel, degradagdo do medicamento no estomago e
conversao significativa para o metabolito 11-OH-THC no figado. As concentragdes plasmaticas de
THC e seus metabolitos, 11-OH-THC ¢ THC-COOH, também foram monitoradas em outro estudo
com 17 voluntarios apds a ingestdo de uma Unica cipsula de MarinolM (10 mg de THC). A
concentragio média de pico de 3,8 ng mL"! de THC (intervalo 1,1 - 12,7 ng mL™), 3,4 ng mL"'de 11-
OH- THC (intervalo de 1,2 - 5,6 ng mL ") e 26 ng mL"'de THC-COOH (intervalo de 14 - 46 ng mL™")
foram encontrados 1-2 h ap6s a ingestdo (KIM e YOON, 1996).

Poucos estudos compararam diretamente a farmacocinética dos canabinoides em fumantes
ocasionais e frequentes. Toennes et al. (2008) demonstraram que as concentracdes maximas de THC
e THC-COOH em 8 h foram significativamente maiores em fumantes frequentes em comparagao com
fumantes ocasionais; no entanto, apds o ajuste das concentragdes basais, 0 THC foi significativamente

maior em fumantes frequentes, possivelmente devido a topografia de tabagismo alterada, o mesmo nao
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ocorreu com THC-COOH. Além disso, os padrdes de distribuigdo e elimina¢do foram comparaveis

entre os 2 grupos.

O Sistema Encodocanabinoide

Os canabinoides se ligam a entidades especificas nos organismos de mamiferos e outras
espécies: os receptores canabinoides. Estes receptores foram identificados nos anos 90 do século
passado. O primeiro a ser identificado foi o receptor canabinoide 1 (CB1), um receptor acoplado a
proteina G (GPCR), que ¢ distribuido de forma ampla, mas nao exclusiva, no sistema nervoso central
(MECHOULAM et al., 2014; CRISTINO et al., 2020). O receptor canabinodide 2 (CB2) também ¢ um
GPCR, ¢ encontrado principalmente em orgaos do sistema imune (PERTWEE, 2015; CRISTINO et
al., 2020). Os receptores canabinoides sdo acoplados a proteina G e estdo localizados pré-
sinapticamente na membrana plasmatica das terminagdes nervosas e, quando ativados, podem inibir,
por exemplo, a liberacao de transmissores por essas terminagdes (PERTWEE, 2008; CRISTINO et al.,
2020). Entretanto, os canabinoides também podem aumentar ou facilitar a atividade de algumas vias
neuronais pela inibi¢ao de conexdes inibitdrias. Por este motivo, os endocanabinoides sao chamados
de neuromoduladores, ou seja, o resultado de suas agdes podetanto estimular como inibir a atividade
neuronal (SAITO et al, 2010; PERTWEE, 2015; CRISTINO et al., 2020).

ApoOs a descoberta dos receptores canabinoides no cérebro de ratos em 1990, a
localizagdo desses receptores foi mapeada em outras espécies de mamiferos, incluindo seres humanos,
e mostrou-se presente em todo o hipocampo, nos nucleos da base e no cerebelo. (MATSUDA et al.,
1993; TURNER et al., 2017). Em 1992, o primeiro ligante enddgeno para esses receptores, conhecido
como endocanabinoide, foi isolado do cérebro de porco e denominado anandamida
(araquidonoyletanolamida, AEA) (MARTIN et al., 1999; MECHOULAM, 2000). Trés anos depois,
verificou-se que o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), um intermedidrio presente em varias vias de
sinaliza¢do também interagia com receptores canabindides e foi relatado como o segundo canabinoide
endogeno (MARTIN et al., 1999; SUGIURA ¢ WAKU, 2000; SUGIURA ¢ WAKU, 2002). Logo
foram descobertas varias enzimas que fazem parte deste sistema, com destaque para a FAAH
(hidrolase amido-acida gorduros), principal enzima degradadora da anandamida, e MAGL (lipase
monoacilglicerol), responsavel pela degradacdo do 2-AG (MARTIN et al., 1999; CRISTINO et al.,
2020).

Assim, o sistema endocanabinoide € composto por receptores proprios, enzimas e
neuromoduladores que sdo os canabinoides endogenos (MARTIN et al., 1999; MECHOULAM et al.,
2014; CRISTINO et al., 2020). Estes neuromoduladores sdo liberados apenas sob demanda em
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resposta a atividade sinaptica excitatoria, e sdo sintetizados em resposta ao aumento do calcio
intracelular no neurénio pos-sindptico, onde ocorre sua sintese e liberagdo (MARTIN et al., 1999;
PERTWEE, 2015). Sua acdo se da através da liberacdo de neurotransmissores pela via final em
terminais GABA¢érgicos, € em menor extensdo, glutamatérgicos, atuando como modulador dos outros
sistemas de neurotransmissdo (PERTWEE, 2015, CRISTINO et al., 2020). Ao contrario dos sistemas
de neurotransmissao classicos, os endocanabinoides possuem agdo pré-sinaptica, isto €, atuam em
receptores pré-sindpticos como mensageiros sinapticos retrogrados (MARTIN et al, 1999;
HOWLETT et al., 2002; CRISTINO et al., 2020).

O THC, como mencionado anteriormente, € o fitocanabinoide responsavel pelos efeitos
psicoativos do uso da Cannabis, como sedacao, prejuizo cognitivo e alteragdes perceptivas (LUCAS
et al, 2018). Porém, ha evidéncias que esteja envolvido em mecanismos sindpticos € neuroprotetores
(MARTIN et al., 1999; GRUNDY, 2002; BILKEI-GORZO et al., 2017). Ja o CBD esta envolvido
com mecanismos de modulagdo alostérica de receptores canabinoides, tendo por estes menor
afinidade. No entanto, intracelularmente ¢ capaz de aumentar os niveis de endocanabinoides, comoa
anandamida, através da inibi¢do da FAAH, (LAPRAIRIE et al., 2015), e parece amenizar os efeitos
adversos do THC, como intoxicagdo, sedagao e taquicardia (RUSSO e GUY, 2006). Essas substancias
também interagem de maneira independente de CB1 e CB2, através de outros GPCRs, canais i6nicos

e receptores de potencial transitorio (MORALES et al., 2017).

Autorizag¢do sanitaria para fabricag¢do e importagdo

Os teores dos canabinoides THC e CBD sao empregados para classificar a Cannabis como
droga/maconha (drug type/marijuana) ou como fibra/canhamo (fyber type/hemp). Em geral,
variedades com teores de THC superiores ao de CBD sdo classificadas como maconha e sujeitas a
maior controle devido a propriedades psicoativas do THC, enquanto variedades com teores de CBD
superiores ao de THC (< 0,3%) sdo classificadas como canhamo e permitidas na produ¢ado de fibras,
suplementos alimentares e cosméticos (WORL DRUG REPORT, 2009).

No Brasil a importacao e fabricag@o de extratos medicinais de Cannabis foi regulamentada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da RDC N° 327/2019. Nesta
regulamentacdo para fins da fabrica¢do e comercializagdo de produto de Cannabis, a empresa deve
importar o insumo farmacéutico nas formas de derivado vegetal, fitofarmaco, a granel, ou produto
industrializado. Nao sendo permitida a importacdo da planta ou partes da planta de Cannabis spp.
Porém, A RDC 66/2016 da ANVISA incluiu a autorizacdo de importagdo para uso médico pessoal da

planta Cannabis sativa L., partes da planta e de seus compostos, incluindo o THC. Desta forma, ja
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existem em territdrio nacional muitas associagdes de pacientes com autorizagdo para plantio pequeno

da Cannabis ¢ fabricagdo dos extratos.

Hoje também, existem medicamentos com registro em territdrio brasileiro, como o
medicamento Mevatyl®, indicado para controle da espasticidade na esclerose multipla, constituido por
extrato hidroalcoélico de Cannabis sativa L. contendo 27 mg mL™' de THC e 25 mg mL™"' de CBD,
além de outros canabinoides minoritarios e terpenos. Devido ao teor mais alto de THC em relagdo ao
CBD, este medicamento ¢ contra-indicado para controle de convulsdes e para pacientes menores de 18

anos.

Producdo dos extratos

Os extratos medicinais de Cannabis sao produzidos com as flores das espécimes pistiladas
(fémeas) (CARDOZO, 2019). Basicamente, a extragao ¢ classificada com extragao sélido-liquido, pois

as flores sdo a parte solida e o extrato sera constituido do solvente extrator.

Antes da extrag@o, as amostras passam pelo processo de secagem, que pode ocorrer em
estufas de circulagdo natural ou a vacuo e em liofizadores, que realizam o processo sem aquecimento.

As amostras secas sao entdo moidas e precede-se a extragao.

Com relagdo a extracao existem diversos métodos, uns classicos, como hidrodestilacao,
extracao por arraste de vapor, maceragdo, extragdo com gordura fria (enfleurage) e extracdo por
Soxhlet, e outros mais modernos, como extragdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido
supercritico, extragdao liquido pressurizada, extragdo assistida por microondas (NAHAR, 2021). A
sofisticagdo dos métodos, acarreta em maiores aparatos, o que ocasiona também a elevacao dos custos
e, como vantagem, a maior eficiéncia de extracdo. Desta forma, a escolha de um método de extracao
deve ser uma decisao que leve em conta diversos fatores, como: quantidade do extrato a ser produzido,
nivel de pureza do extrato, estabilidade dos canabinoides durante a extragdo, custo e impacto
ambiental. Dentre estes parametros de escolha, algumas varidveis sdao de grande relevancia, pois
influenciam mais de um desses fatores. Por exemplo, a temperatura de extragdo influencia tanto no
custo da extracdo quanto na estabilidade das canabinoides, pois sabe-se que existem algumas
interconversoes causadas pela temperatura (HUESTIS, 2007). O tipo do solvente utilizado, também
influenciard na eficiéncia de extra¢do de determinados canabinoides, por afinidade quimica, quanto no
impacto ambiental. O solvente mais comumente utilizado para extratos ricos em CBD ¢ o etanol e as

temperaturas de extracdo sdo abaixo de 100°C. Rotulos dos produtos importados e de produtos de
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produzidos por associagdes de pacientes, descrevem que o veiculo mais empregado € o triglicerideo
de cadeia média (TCM), enquanto na preparacdo artesanal, a resina de Cannabis ¢ geralmente

dissolvida em 6leos de oliva, de coco ou de girassol.

Controle de qualidade dos extratos

Qualquer controle de qualidade de extratos medicamentosos € realizado através de
analises quimicas dos seus constituintes e do veiculo utilizado para o preparo. As andlises englobam

tanto a dosagem dos principios ativos quanto a pureza do medicamento.

A RDC 327 diz que os extratos de Cannabis devem possuir qualidade farmacéutica para
uso humano, e ¢ a empresa que € responsavel pela documentagdo técnica que comprove a qualidade
do produto e também por ter condi¢cdes operacionais para realizar as andlises do controle de qualidade

em territorio brasileiro, sendo que as mesmas podem ser terceirizadas.

Terceirizar o controle de qualidade ¢ uma alternativa muito viavel para médias e pequenas
empresas, devido aos altos-custos dos equipamentos para dosagem. Além disso, para um laboratdrio
analitico estar apto a realizar o controle, ele deve estar habilitado pela Rede Brasileira de Laboratérios
Analiticos em Satde (REBLAS), 6rgdo controlado pela ANVISA. E um longo percurso para conseguir
todos os critérios que sao descritos na RDC N° 390 (ANVISA, 2020) que trata da habilitagdo dos
laboratorios, € sdo os seguintes: I - ser legalmente constituidos; II - possuir os equipamentos,
infraestrutura, instalagdes e recursos humanos necessarios para a realizacdo dos ensaios analiticos do
seu escopo de atuagao; III - cumprir com as Boas Praticas para Laboratorios de Controle de Qualidade
previstas na Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n°® 11, de 16 de fevereiro de 2012, e nos
regulamentos técnicos especificos de boas praticas de fabricagdo da categoria de produto analisado; IV
- realizar autoavaliagdo anual para demonstrar o cumprimento dos requisitos técnicos estabelecidos na
RDC n° 11, de 16 de fevereiro de 2012; V - possuir Responsavel Técnico devidamente habilitado pelo
Conselho de Classe Profissional; VI - possuir as licengas ambiental e do Corpo de Bombeiros e as
demais licencas e autorizacdes exigidas pela legislacdo federal, distrital, estadual e municipal; e VII -
possuir licenca ou alvara sanitrio vigente emitido por 6rgdo da Vigilancia Sanitaria do Estado, Distrito

Federal ou Municipio.

Pode-se perceber a dificuldade de pequenos e médios produtores, como as Associacdes de
pacientes, para obter uma analise que certifique o controle de qualidade de seus produtos, e também

dos laboratdrios para serem credenciados. Devido as recentes regulamentacdes, datadas de 2019 (RDC
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327) e 2020 (RDC 11), ainda sdo escassos os laboratérios credenciados que realizam analise de

canabinoides em territorio brasileiro.

Métodos de dosagem dos canabinoides

Em geral, os métodos de dosagem envolvem dois procedimentos, o preparo da amostra e a
dosagem em si (Skoog et al. 2009). O preparo de amostra diz respeito a abertura da amostra, ou seja,
purifica-la ou transforma-la de modo que o analito de interesse torne-se dosavel, sem que haja nenhuma
impureza ou interferente que prejudique a dosagem. Ja a dosagem ¢€ a técnica na qual sera aplicada
para ientificar e quantificar o analio. Esta tltima envolve os métodos analiticos instrumentais, € no
caso de farmacos ou extratos medicinais, 0 método mais empregado € a cromatografia. Contudo, todo
o procedimento, desde a abertura at¢ a dosagem, deve ser validado para que os resultados sejam
garantidos. O INMETRO ¢ o 6rgao que publica as orientagdes a serem seguidas para a validagdo de
um método analito (INMETRO, 2020), sendo que estas orientacdes seguem normas internacionais de
analise. Assim, toda metodologia de dosagem implementada num laboratério, para que os resultados
sejam garantidos, deve seguir previamente a validacdo com os seguintes parametros de desempenho:
Seletividade, linearidade / faixa de trabalho / faixa linear de trabalho / sensibilidade, limite de detec¢ao
(LD), limite de quantificacao (LQ), efeito de matriz, tendéncia/recuperacao, precisao (repetibilidade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade) e robustez.

No caso dos extratos de Cannabis temos dois tipos de amostras, a primeira com grau de pureza
elevada, produzida por industrias farmacéuticas, e amostras mais complexas ou impuras, produzidas
pelas associacdes de pacientes de uma forma mais rudimentar. Ambas as amostras contém THC ou
CBD na ordem de miligramas. Para que os canabindides sejam dosados, devemos ter conhecimento do
veiculo utilizado, e proceder com a abertura da amostra, que no caso sera uma diluicao e filtragdo em
filtros para cromatografia liquida de 22 um. A técnica mais empregada na literatura para a dosagem
de cannabinoides em extratos ¢ a a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector
diodarry (CLAE-DAD), pois muitos dos cannabinoides sdo termolabeis ndo podendo ser empregados
na cromatografia em fase gasosa (NAHAR et al., 2019). Os métodos validados apresentam 6timos
limites de detecgdo e quantificagdo, vairiando de 0,3 a 0,5 ug mL', e de 1 a 10 pg mL",
respectivamente (HADENER et al., 2019).

Contudo, o desafio analitio aumenta quando se trata de amostras bioldgicas como o sangue,
pois além de conter muitos compostos que podem interferir, a concentracdo sanguinea ¢ muito menor

que nos extratos, na ordem de nanogramas por mililitros. Nesta ordem de grandeza quantitativa os
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canabinoides devem ser analisados por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, técnica capaz de atingir dosagens em (partes por bilhdo) e ppt (partes por trilhdo). Todavia, a
abertura da amostra além da etapa de purifica¢do dos canabinoides do sangue (matriz complexa), deve-
se transforma-los em moléculas volateis para ser analisado por cromatografia em fase gasosa. Um
método publicado recente, utilizou cartuchos de purificagdo do tipo PhreeTM phospholipid para a
remocao dos fosfolipideos do sangue, mas existem outros descritos na literatura (PALLAZOLI et al.,
2018). A etapa de transformacao dos canabinoides em moléculas volateis, consiste em transforma-los
em ésteres através da reacdo de derivatizagdo em meio acido ou basico (FOLTZ, MCGINNIS e
CHINN, 1983; HUESTIS e HENNINGFIELD, 1992). Apds estas etapas, as amostras sdo levadas para
analise no cromatografo em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), detector este

capaz de identificar moléculas.

Desafios cientificos

O laboratorio de cromatografia da UNILA ¢ equipado, desde 2016, com 6 cromatografos,
incluindo um CLAE-DAD e um CG-EM. Sendo assim, possui os requisitos mais custosos para a
implementagao das metodologias de anélise em questdo. Desta maneira, a criagdo de novos projetos
para a utilizagdo dos equipamentos e também a criagdo de novas linhas de pesquisa, como o projeto
em questao, promovem a sustentabilidade cientifica, tecnologica e de inovacao da unidade. Além disso,
a equipe conta com profissionais de diversas areas que possuem conhecimento especializado na
tematica.

Outra questdo a ser considerada ¢ que muitos métodos descritos na literatura, ndo sdo
completos, faltam informagdes ou nao sao reprodutiveis, requerendo entdo pesquisas para a criagao de
adaptagdes, o que demanda tempo € recursos.

Ademais, o projeto em questdo promoverd a criacdo de elos com empresas privadas, o que
podera garantir, através de recursos de prestacdo de servicos, a manuten¢ao e bom funcionamento dos

equipamentos de grande porte.
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JUSTIFICATIVA

A maior parte dos medicamentos e outras substancias quimicas, quando administradas
ao organismo, sofrem processos de absor¢do, distribui¢do, metabolizacdo e eliminagdo (FAN e
LANNOY, 2013; BUXTON, 2018). A distribuicdo se refere ao momento que os farmacos estdo
na cirulag@o sanguinea sistémica e entdo sdo capazes de atingir os tecidos e células alvo, induzindo
o efeito farmacolédgico pretendido. Ou seja, toda vez que um medicamento € ingerido, varios
sistemas e Orgdos sdo atingidos com o objetivo de receber o efeito farmacologico (FAN e
LANNOY, 2013). Desta forma, saber de fato a concentragdo do farmaco me medicamento
administrado e no sangue € essencial para prever os efeitos terapéuticos e adversos de qualquer
droga. No caso dos fitocanabinoides, ainda sdo pouquissimos os laboratorios no mundo que
dominam a tecnologia e protocolo para esta dosagem. Pois, a matriz bioldgica sangue, que possui
inimeras substancias como proteinas, enzimas e outros, ¢ um fator complicador para a facil leitura
dos niveis de farmacos. Portanto, o conhecimento detalhado dos niveis e concentragdes de
fitocanabinoides na circulagao sanguinea pode proporcionar um direcionamento especifico para a
prescricdo, previsdo de efeitos e cuidados que cada paciente que toma estes medicamentos
necessita. Ademais, entender as possiveis associagdes destas concentragdes com doses e eficacia
de cada fitocanabinoide permitird um tratamento especializado e individual a determinada
populagdo ou até mesmo adeterminados pacientes, isto ¢, otimizando a eficcia e reduzindo efeitos
colaterais com o melhor custo-beneficio clinico e econdomico. Além disso, no que se refere a
pesquisa académica, a padronizacao destas dosagens eleva em muito a qualidade e o impacto de
publicacgdes cientificas de nosso grupo de pesquisa da UNILA.

A cooperagao da Associacdo Medicinal AME-C se dara através da doagdo de seus
extratos, produzidos na propria empresa. Ressalta-se aqui que j& existe uma parceria através de
convénio entre a AME-C e a UNILA, para a dosagem de seus extratos. Sendo assim, ressalta a
aplicagdo social pratica do projeto.

Como pode ser compreendido através da revisdo bibliografica, o projeto caracteriza-
se como interdisciplinar, pois requer a atuagdo das areas de quimica, farmécia, medicina e biologia.
A érea da quimica, especificamente a quimica analitica, detém a expetise de dosagem e técnicas
de andlise. A farmdcia possui todo o conhecimento farmacologico de medicamentos e a medicina
a parte clinica. A biologia, por sua vez, com a identificagdo molecular de espécies e variabilidade
genética interespecifica, permiti relacionar genodtipo e ambiente para alcangar melhor
produtividade ou as caracteristicas medicinais desejadas.

O projeto em questdo subsidiara a impletamentacdo dessas metodologias de dosagem
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dos fitocabindides na UNILA. A faixa etdria escolhida leva em consideracdo tanto as diferentes

areas da equipe envolvida e também os altos custos dos insumos a serem utilizados.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Validar e implementar no laboratorio de cromatografia da UNILA as metodologias de andlise de

canabinoides em extratos de Cannabis e no sagune de pacientes em terapia canabica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Solicitar a autorizagao junto a ANVISA para estudos com Cannabis;

e Validar a metodologia de dosagem de canabinoides nos extratos de Cannabis por CLAE-
DAD;

e Testar e comparar diferentes metodologias para analise de canabinoides no sangue por CG-
EM;

e Validar a metodologia de dosagem de canabinoides no sangue por CG-EM,;

e Criar protocolos de analises para a dosagem de canabinoides nos extratos de Cannabis e

no sanguc;

METODOLOGIA

Amostras de extratos de Cannabis
As amostras de extratos serdo obitidas em Associa¢des de pacientes e com pacientes que

utilizam extratos industrializados, por meio de doagdes.

Amostras de sangue
As amostras de sangue serdo coletadas externamente ao laboratorio de Cromatografia da
UNILA, em cooperagdo com outros de pesquisa, como o projeto “Investigacdo clinica com
microdoses de canabinodides para tratamento da Doenca de Alzheimer” (Aprovado pelo CEP

UNIOESTE sob nimero CAAE: 09713219.9.0000.0107 e registrado na Unila sob numero:
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PIB2229-2019). O descarte do material bioldégico apds uso para andlise serd através de
autoclavagem seguida de descarte junto ao material bioldgico descartado pelo procedimento
operacional padrao do HMPGL de acordo com as normas da resolugdo CNS No 441/2011 item

2.1V. Todas estas informagdes também constam no TCLE com uma linguagem nao técnica.

Analise de THC e CBD no extrato

As amostras de extratos ou 6leo serdo preparadas de acordo com Burnier et al. (2019).
Resumidamente, para cada 100 mg do extrato, serdo acrescentados 5,0 mL de etanol (P.A.) em um
tubo conico tipo Falcon de 15 mL. A mistura serd submetida a 1 minuto em agitador tipo vortex, em
seguida sonicada por 15 minutos e entdo, centrifugada por 1 minuto a 3000 rpm. O sobrenadante sera
filtrado em filtro PTFE hidrofilico 0,22 um, e uma aliquota diluida a 1:5 em acetonitrila sera analisado
por cromatografia liquida de alta eficiente acoplado ao detector diod-array (CLAE-DAD) nas
condigdes cromatograficas descritas por Burnier et al. (2019). Outras metodologias podem ser

testadas, dependendo do bom desempenho (limite de quantificagdo e limite de detec¢ao) do método.

Analise de THC, CBD e metabdlitos no sangue

Duas metodologias serdo inicialmente testadas e combinadas. A primeira consiste na
metodologia de Foltz et al. (1983) que faz a derivatizacdo, porém, nao faz a purificacdo de
fosfolipideos. Em tubos de PTFE de 10 mL sao adicionados 1 mL de sangue total ¢ 100 uL de etanol.
O tubo ¢ agitado em vortex por 10 s e, em seguida, deixado equilibrar por 1h a4 °C. Ao tubo adiciona-
se também 2 mL de acetonitrila e imediatamente procede-se com agitacao em vortex por 30 s. As
fases solida e liquida sdo separadas por centrifugacdo em 2.000 rpm e o sobrenadante ¢ transferido
para outro tubo. O volume do sobrenadante ¢ reduzido para 1 mL, e adiciona-se 1 mL de NaOH 0,2
N e 2 mL de solucao de hexano:acetato de etila (9:1 v/ v). A mistura ¢ agitada por 30 min em shaker.
Ap6s centrifugacdo por 5 min a fase organica, contendo compostos neutros e basicos, ¢ transferida
para um tubo de cultura e serd utilizado para determinagdo de THC e 11-OH-THC. A fase aquosa
basica contém os compostos acidos e ¢ usada para a dosagem do THC-COOH.

A fracgdo contendo compostos neutros e basico sao adicionados 2 mL de HCI1 0,1N. Depois
o tubo ¢ agitado por 15 min em shaker e as fases separadas por centrifugagdo. A fase organica ¢é
transferida para um tubo de evaporacdo conico com rolha de vidro (12 ml). O extrato organico ¢

evaporado até a secura.
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A derivatizagao ¢ realizada pela adi¢do de 100 pL de cloroféormio e 100 pl de trifluoroacético
anidro. O tubo ¢ agitado em vortex por cerca de 10 s e, em seguida, aquecido a 70 °C por 10 min. A
mistura de reagdo ¢ resfriada a menos de 50 °C e em seguida, evapora-se até a secura. O residuo ¢é
reconstituido em 20 pL n-heptano e levada para o CG-EM.

A fragio contendo o THC-COOH ¢ acidificada com ImL de HCI IN e extraida por agitagéo
com 2 ml de solugdo de hexano:acetato de etila (9:1v/v) por 30 min. O tubo ¢é centrifugado, a fase
organica € transferida para um tubo de evaporacao conico com rolha de vidro e o solvente € removido
por evaporacao. A derivatizacdo € realizada por um processo de duas etapas. Apos a adigao de 200
puL de solugao BF3:metanol (14% p/v), o tubo ¢ agitado em vortex e aquecido a 70 °C por 10 min. O
tubo € entdo deixado resfriar por 5 minutos antes da adicdo de 1 mL de 4gua ultrapura e 2 mL de
hexano. O tubo ¢ agitado por 15 min e centrifugado, e a fase organica ¢ transferida para outro tubo,
onde se procede a evaporacao do solvente até secura. O residuo € ressuspendido em 100 pL de
cloroformio e 100 pl de trifluoroacético anidro. O tubo ¢ agitado em vortex por 10s e aquecido a 70
°C por 10 min. A mistura de reacao € resfriada a menos de 50 °C, evaporada até a secura. O residuo
¢ reconstituido em 20 uL n-heptano e levada para o CG-EM.

A segunda metodologia ¢ a de Palazzoli et al. (2018) que nao realiza a derivatizagdo, pois
analisa as amostras por CLAE-DAD. Resumidamente, uma 200 pL de sangue sera transferido para
tubos tipo Falcon de 1,5 mL, em seguida serd adicionado 900 pL de solucdo 0,1% (v/v) de éacido
formico em acetronitrila:metanol (70:30 v/v) e 20 uL de solugdo de padrao interno. Os tubos serao
submetidos a 1,3 minutos em agitador tipo vortex, em seguida centrifugados por 7 min a 6000 rpm.
O sobrenadante sera coletado e aplicado em tubos tipo Phree™ para remocdo de fosfolipidos. O
extrato obtido serd evaporado até secar sob nitrogénio a 55 C. O residuo sera ressuspendido em 150
pL de solugdo 2,0 mM acetato de amdnio aquoso: acetonitrila (70:30, v/v).

Outras metodologias poderdo ser testadas, dependendo do desempenho da combinagdo das

duas mencionadas.

Validacdo dos métodos

Toda a metodologia sera validada seguindo as instru¢des do INMETRO (2020). Os seguintes
parametros de desempenho serdo realizados: Seletividade, linearidade / faixa de trabalho / faixa linear
de trabalho / sensibilidade, limite de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ), efeito de matriz,

tendéncia/recuperacao, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e robustez.

Analise estatistica

Os dados resultantes da validagdo serdo avaliados segundo os critérios do INMETRO (2020)
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com os seguintes testes de comparagdo de resultados: Teste de normalidade, teste F de variancia,

teste t-Student. O software Action-Stat sera utilizado (licenga privada).

CRONOGRAMA

Primeiro ano
Ano 2021/2022

Atividades Dezembro| Janeiro | Fevereiro Julho Agosto | Setembro | Outubro | Novembro
Aquisi¢do dos insumos

Validagdo do método de dosagem nos
extratos

Andlise dos resultados

Obtengdo da autorizagdo para estudos
Revisdo bibliografica

Segundo ano

Ano 2022/2023 (20 ano)
Atividades Dezembro| Janeiro | Fevereiro Setembro | Outubro | Novembro
Revisdo bibliografica
Aquisi¢do dos insumos

Validagdo do método de dosagem nos
extratos

Analise dos resultados

Aplicagdo do método de dosagem em
extratos reais

Terceiro ano

Ano 2023/2024
Atividades Dezembro| Janeiro | Fevereiro Setembro | Outubro | Novembro
Revisdo bibliografica

Aplicagdo do método de dosagem em sangue
Divulgagdo dos resultados (congresso)
Elaboragdo de artigo cientifico |
Elaboragdo do relatério final e prestagdo de
contas
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PROPOSTA DE EXECUGCAO FINANCEIRA (ANEXO IV)

EDITAL IMEA 03/2021

Nome do projeto de pesquisa/estudo:

a terapia canabica.

Dosagem de fitocanabinoides em extratos medicinais de Cannabis e no sangue de pacieni

Areas de conhecimento envolvidas:

Ciéncias Exatas e da Terra, Ciéncias Biolégicas e Ciéncias da Saude

Valor Unitario

Categoria de Item Financiavel Especificacdo/descricdo do item financiavel Quantidade
(R$)
CUSTEIO
Padrdes analiticos de canabinoides 10 R$ 1.000,00
Cartuchos para purificacdo de sangue 4 R$ 500,00
Reagentes para derivativacéo 4 R$ 200,00
Vials para inje¢do nos cromatografos 4 R$ 200,00
I Materiais de consumo. Acido trifluoroacético grau HPLC 1 R$ 4.000,00
Cloroformio grau HPLC 4 R$ 500,00
Filtros de purificacéo para HPLC 4 R$ 300,00
Acetonitrila grau HPLC 8 R$ 300,00
Acetato de metila grau HPLC 8 R$ 200,00
I |Pagamento de servicos de terceiros.
Traducéo de artigo cientifico 1 R$ 2.200,00

Servicos de traducéo, revisao e taxa de




publicacéo de artigos em periédicos
indexados, com classificacdo Qualis igual ou
superior a B1, produto de pesquisas e/ou
estudos fomentados por este edital

Licenca/taxa de acesso a publicacdes
eletrbnicas, consideradas como custeio,
desde que ndo contemplados no portal de
periédicos da CAPES ou base de dados na
qual a UNILA tem acesso.

Licenca junto a ANVISA para estudos com Cannabis

R$ 3.000,00

Material de consumo, componentes e/ou
pecas de reposicao de equipamentos,
classificados como material de consumo
pela UNILA.

Vi

Despesas com passagens, deslocamento
interurbano e auxilio de viagem para
apresentacéo de trabalhos em eventos
académicos nacionais e internacionais do
coordenador do projeto. Ou vinda de
pesquisador para apoiar projeto.

i

Insumos para instalacdo, recuperacéo e
manutengdo de pequena ou grande monta
em equipamentos;




TOTAL CUSTEIO:




es submetidos

Valor Total

(R$)

R$ 10.000,00

R$ 2.000,00

R$ 800,00

R$ 800,00

R$ 4.000,00

R$ 2.000,00

R$ 1.200,00

R$ 2.400,00

R$ 1.600,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 2.200,00

R$ 0,00




R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 3.000,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00

R$ 0,00




R$ 0,00

R$ 30.000,00




