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RESUMO

Cannabis sativa L. é uma espécie herbacea que possui Varios principios ativos,
sendo os mais conhecidos o A°-tedrahidrocannabinol (A°-THC) e o canabidiol (CBD).
Efeitos farmacoldgicos séo atribuidos a interacdo de canabinoides com receptores
canabinoides distribuidos no Sistema Nervoso Central (CB1) e Periférico (CB2). No
Brasil, pacientes pediatricos com epilepsia refrataria estdo em tratamento
medicamentoso com extrato oleoso de cannabis e apresentam resposta terapéutica
satisfatoria. Familias desses pacientes estdo produzindo seus proprios extratos de
forma artesanal, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa),
portanto, € necessario realizar o controle de qualidade desses extratos.
Considerando isso, este estudo consistiu ha avaliacdo microbiolégica de um total de
78 amostras, dentre elas flores de cannabis (n = 6), extratos artesanais (n = 40) e
extratos importados (n = 32), disponibilizadas ao Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) por meio de parceria com a Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ). A avaliagdo microbiolégica baseou-se nos limites
preconizados pela 52 edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010 e 2° suplemento de
2017) para este tipo de produto. Todas as flores avaliadas apresentaram altas taxas
de contaminacdo microbiana, 40% das amostras de extratos artesanais estavam
fora dos limites recomendados pela Farmacopeia Brasileira e apenas 16% dos
extratos importados apresentaram-se fora desses limites. Foram encontrados 0s
seguintes  micro-organismos:  Escherichia  coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae,
Enterobacter pyrinus, Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans, Cedecea
davisae, Cedecea neteri, Bacillus spp., Aspergillus spp. e Candida albicans. Os
resultados mostraram que o controle microbiolégico é essencial, uma vez que altas
cargas microbianas podem alterar as propriedades fisicas e quimicas do produto e
ainda caracterizar risco de infeccdo para os usuarios. Portanto, espera-se com este
estudo subsidiar estratégias de monitoramento desses produtos para minimizar 0s

riscos, a fim de garantir a seguranca e a efetividade do produto.

Palavras-chave: Cannabis. Extrato Medicinal. Controle de Qualidade. Analise

Microbioldgica.



ABSTRACT

Cannabis sativa L. is an herbaceous species that has many active principles, the
most known being A°-tedrahydrocannabinol (A°-THC) and cannabidiol (CBD).
Pharmacological effects are attributed to the interaction of cannabinoids with
cannabinoid receptors distributed in the Central Nervous System (CB1l) and
Peripheral (CB2). In Brazil, pediatric patients with refractory epilepsy are in medical
treatment with oily cannabis extract and have presented satisfactory therapeutic
response. Families of these patients are producing their own extracts in an artisan
way, according to the National Agency of Sanitary Surveillance (Anvisa) therefore, it
is necessary to carry out the quality control of these extracts. Considering this, this
study consisted in the microbiological evaluation of a total of 78 samples, among
them cannabis flowers (n = 6), handmade extracts (n = 40) and imported extracts (n
= 32), made available to National Institute of Quality Control in Health (INCQS)
through a partnership with the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ). The
microbiological evaluation was based on the limits recommended by the 5th edition
of the Brazilian Pharmacopoeia (2010 and 2nd supplement of 2017) for this type of
product. All evaluated flowers presented high rates of microbial contamination, 40%
of the samples of handmade extracts were outside the limits recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia and only 16% of the imported extracts presented outside
these limits. The following microorganisms were found: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae,
Enterobacter gergoviae, Enterobacter pyrinus, Cronobacter sakazakii, Pantoea
agglomerans, Cedecea davisae, Cedecea neteri, Bacillus spp., Aspergillus spp. and
Candida albicans. The results showed that the microbiological control is essential,
since high microbial charges can alter the physical and chemical properties of the
product and still characterize risk of infection for the users. Therefore, it is expected
with this study to subsidize strategies of monitoring these products to minimize the

risks, in order to guarantee the safety and effectiveness of the product.

Keywords: Cannabis. Medicinal Extract. Quality Control. Microbiological Analysis.
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1 INTRODUCAO

O uso medicinal de Cannabis sativa L. tem sido regulamentado em varios
paises da Europa, como Portugal, Holanda, Bélgica e Espanha, em alguns estados
americanos, como Califérnia, Minnesota e a capital Washington (ROBSON, 2001,
ZUARDI et al.,, 2006; SZAFLARSKI; BEBIN, 2014). Medicamentos a base de
extratos de cannabis sdo produzidos para diferentes indicacbes terapéuticas como
Alzheimer (IUVONE et al., 2004), dor neuropatica na esclerose multipla (ROG et al.,
2005) e na artrite reumatoide (BLAKE et al., 2006), esquizofrenia (ZUARDI et al.,
2006), Parkinson (ZUARDI et al., 2009) e epilepsia (HUSSAIN et al.,2015),
constituindo por vezes a Unica alternativa terapéutica no controle de doencas graves
e incuraveis.

Apesar do canabidiol (CBD) ter sido isolado a partir do extrato de cannabis
em 1940 por Adams e colaboradores (1940), foi a partir da década de 1960, apos a
identificacdo do A°-tedrahidrocannabinol (A°-THC) pelo grupo do professor Raphael
Mechoulam, de Israel (MECHOULAM et al., 1963), que varios trabalhos cientificos
vém sendo desenvolvidos mostrando as propriedades farmacolégicas de seus
compostos (MECHOULAM et al., 1970; MECHOULAM et al., 2007; WHITING et al.,
2015).

Os efeitos farmacolégicos sao atribuidos a interacdo dos canabinoides com
seus receptores distribuidos no Sistema Nervoso Central (CB1) e Periférico (CB2)
(LEWEKE & KOETHE, 2008). O CBD apresenta efeitos farmacol6gicos paradoxais
em relacdo aos efeitos do A°-THC, enquanto o A°-THC se relaciona aos estados de
euforia, ansiedade e psicéticos, o CBD tem mostrado efeitos depressores no
Sistema Nervoso Central (SNC) com acédo antipsicotica e ansiolitica (MECHOULAM
et al., 2007).

O sistema endocanabinoide consiste em receptores de canabinoides,
canabinoides enddgenos e varias enzimas que controlam a ativacdo e a
disponibilidade destes endocanabinoides (SAITO et al., 2010). O A%-THC se liga aos
receptores CB1 e CB2 agindo como um agonista parcial, exercendo uma atividade
neural mista, excitatoria e inibitéria, em diferentes areas do cérebro, mostrando n&o
atuar somente em receptores canabinoides especificos (PERTWEE, 2008). Ao
contrario do A%-THC, o CBD apresenta baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2,

sua acao parece resultar de mediacdo na sinalizacdo dos endocanabinoides atraves
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da hidrolise enzimatica ou inibicho da recaptacdo da anandamida, o
neurotransmissor canabinoide endégeno (MECHOULAM et al., 2002). Além disso, o
CBD parece ser capaz de funcionar como um agonista dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT1A promovendo efeito ansiolitico (CAMPOS;
GUIMARAES, 2008; FOGACA et al., 2014; MARINHO et al., 2015).

No Brasil, a cannabis medicinal tem sido muito utilizada para dores crénicas e
enfermidades neuroldgicas, mas o0 uso terapéutico de maior prevaléncia € no
controle de crises convulsivas em portadores de epilepsias refratarias (CARVALHO,
2017), neste caso o uso da planta se da na forma de extrato oleoso (Figura 1) com
teores de CBD maiores que THC, produzido a partir das flores da cannabis (Figura
2) como mostra o esquema apresentado na Figura 3. Os efeitos farmacoldgicos
dependem da dose e da interacdo entre THC e CBD que podem se apresentar em

diferentes proporc¢des nos extratos.

Figura 1 - Amostras dos extratos oleosos de cannabis produzidos artesanalmente

Tk
Fonte: (CARVALHO, 2017).

Figura 2 - Flores da Cannabis sativa

Fonte: (CARVALHO, 2017).



13

Figura 3 - Esquema geral da preparacao de extratos oleosos artesanais

Flores de Cannabis

- Transferir para bolsa {material tipo nylon)
com membrana perfurada (cerca de 200 pm)

+ Gelo seco (quantidade suficientes para
envolver toda a planta)

- Agitar vigorosamente e coletar material
finamente pulverizado denominado kief que
corresponde ao extrato seco

Extrato seco

- Transferir para recipiente de aguecimento
e agitacdo

+ Oleo de soja orgénico
+ Oleo de coco®

- Aquecer & 104 °C, sob homogeneizagdo
constante durante 4 h

Extrato oleoso

Nota: O éleo de coco orgdnico € adicionado para melhor a palatabilidade na proporgio de 1/3 2
1/2 do volume final de dleo.

Fonte: (CARVALHO, 2017).

A Cannabis spp. estd presente na lista de espécies que ndo podem ser
utilizadas na composicdo de produtos tradicionais fitoterapicos, de acordo com a
RDC N° 26, de 13 de Maio de 2014, que difere medicamentos fitoterapicos de
produtos tradicionais fitoterapicos.

A RDC N° 26/2014 afirma que medicamentos fitoterapicos sao aqueles
obtidos com emprego exclusivo de matérias primas ativas vegetais cuja seguranca e
eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela
constancia de sua qualidade. Ja os produtos tradicionais fitoterapicos sao obtidos
com emprego exclusivo de matérias primas ativas vegetais cuja seguranca e
efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na
literatura técnico cientifica e que sejam planejados para serem utilizados sem a
vigilancia de um médico para fins de diagndstico, de prescricdo ou de monitorizacao.
Além disso, os produtos tradicionais fitoterapicos ndo podem ser destinados ao

manejo de doencas, disturbios, condicdes ou agbes consideradas graves, nao
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podem conter matérias primas em concentracdo de risco toxico conhecido e néo
devem ser administrados pelas vias injetavel e oftalmica.

Considerando o cenario de uso atual em que o0s extratos de cannabis séo
utilizados para o controle de um quadro clinico extremamente grave que é a
epilepsia refrataria, o reconhecimento da Anvisa ao autorizar sua importacéo torna-
se clara a necessidade de discussdo da RDC N° 26/2014 que parece ndo ser
aplicavel a alguns produtos fitoterapicos de uso tradicional, como € o caso da
cannabis.

A epilepsia refrataria, ou farmacorresistente, no qual tem sido bastante
utilizado o extrato de cannabis para o controle das convulsGes, acometem
principalmente criancas portadoras de sindrome genéticas raras (CDKL5, Rett e
Dravet) que tem como caracteristica mais debilitante as crises convulsivas que
apresentam alta frequéncia com alto risco de Obito e lesBes neuroldgicas
irreversiveis (CAMPOS-CASTELLO et al., 2007; PEREZ; MORENO, 2015; ZHlI et al.,
2016).

A sindrome de Rett € uma doenca de heranca dominante ligada ao
cromossomo X, causada por mutacdes no gene MECP2, com um quadro clinico
caracteristico que ocorre principalmente nas meninas. Os sintomas desta
sindrome tém inicio em geral entre 6 e 18 meses de idade. Esta condicdo afeta
aproximadamente 1 em cada 10.000 meninas (CAMPOS-CASTELLO et al.,
2007). Caracteriza-se por perda de interesse e falta de interacdo com as
pessoas, associada a regressado da habilidade de comunicacéo e pela presenca
de movimentos estereotipados, especialmente das maos. Ha ainda
desaceleracdo da velocidade de crescimento craniano, alteracfes da frequéncia
respiratéria com periodos de apneia, bruxismo, escoliose e convulsdes
frequentes. Esta sindrome é causada por muta¢cdes no MECP2 na maioria dos
casos, mas uma proporcao de casos atipicos pode resultar de mutacdes no gene
cdkl5 (CAMPOS-CASTELLO et al., 2007).

O gene cdkl5 fornece informacdes para produzir a proteina CDKL5 que é
essencial para o desenvolvimento normal do cérebro. Embora pouco se conheca
sobre a funcdo dessa proteina, sabe-se que pode desempenhar um papel na
regulacéo da atividade de outros genes, incluindo o gene MECP2. A maioria das

criancas que apresenta a mutacdo no gene cdkl5 sofre de crises epilépticas que
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comecam nos primeiros meses de vida, desenvolve problemas na fala, na
locomocéo e dificuldades para se alimentar (ZHI et al., 2016).

A Sindrome de Dravet € uma encefalopatia progressiva rara que se
caracteriza por uma epilepsia grave e resistente ao tratamento convencional. E uma
doenca de origem genética e aproximadamente 80% dos pacientes afetados
apresentam uma mutacdo no gene scnla, o qual tem como funcédo codificar uma
proteina constituinte de um canal responsavel pelo transporte de sodio através das
membranas celulares (PEREZ; MORENO, 2015). A doenca geralmente aparece no
primeiro ano de vida, caracterizando-se por convulsdes cldnicas ou tonico-clonicas
generalizadas ou unilaterais de duracdo prolongada com possivel elevacdo da
temperatura corporal (PEREZ; MORENO, 2015).

O uso de extrato de cannabis por pacientes portadores de alguma dessas
sindromes diminuiu significantemente o numero de crises convulsivas diarias
(PORTER & JACOBSON, 2013). Visto isso, e diante do clamor e pressao de
movimentos sociais (CARVALHO et al., 2017), o Conselho Federal de Medicina
(CFM) regulamentou a prescricdo dos extratos de cannabis no final do ano de 2014
e sendo assim, no inicio de 2015 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
regulamentou a importagcdo desses extratos, através da Resolugdo CFM N° 2.113/14
(BRASIL, 2014) e da RDC N° 17/15 (BRASIL, 2015).

Os produtos a base de CBD |Iliberados para importacdo no
Brasil por pacientes que tenham cadastro na Anvisa, segundo a RDC N° 17/2015,
estdo associados com outros canabinoides, dentre eles o THC por se tratar de um
extrato vegetal. Sdo eles: Cibdex Hemp CBD Complex (Gotas) 1 a 20z, Cibdex
Hemp CBD Complex (Capsulas); Hemp CBD Oil 2000 mg Canabidiol- 240 mL; Real
Scientific Hemp Oil (RSHO) CBD 14-25% 3-10 g (Pasta) e Revivid LLC Hemp
Tincture 500mg (22:1 CBD/THC) (Gotas) — 30mL, todos produzidos por empresas
americanas e, portanto, ndo possuem eficacia e seguranca avaliadas pela Anvisa.

Ja em 2017, a Anvisa aprovou o registro do medicamento especifico Mevatyl®
(THC, 27 mg/mL + CBD, 25 mg/mL) na forma farmacéutica de solucao oral (spray),
ilustrado na Figura 4. E o primeiro medicamento registrado no pais a base de C.
sativa. O novo medicamento Mevatyl®, registrado em outros paises com o nome
comercial Sativex®, é indicado para o tratamento sintomatico da espasticidade
moderada a grave relacionada a esclerose multipla, sendo destinado a pacientes

adultos ndo responsivos a outros medicamentos antiespasticos e que demonstram
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melhoria clinicamente significativa dos sintomas relacionados a espasticidade
durante um periodo inicial de tratamento com o Mevatyl® (BULA MEVATYL®,

Beaufour Ipsen Farmacéutica Ltda.).

Figura 4 - Medicamento Mevatyl® a base de THC e CBD

]
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tetraidrocanabinol 27 mg/ml
canabidiol 25 mg/m!
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ust L
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Fonte:(http://www.smokebuddies.com.br).

7

O Mevatyl® ndo é indicado para o tratamento de epilepsia, pois a alta
concentracdo de THC possui potencial de causar agravamento de crises epiléticas.
O medicamento também nao é recomendado para uso em criancas e adolescentes
com menos de 18 anos de idade devido a auséncia de dados de seguranca e
eficacia para pacientes nesta faixa etaria. Conforme dados de estudos clinicos
realizados com Mevatyl® a ocorréncia de dependéncia com o seu uso é improvavel
(BULA MEVATYL®, Beaufour Ipsen Farmacéutica Ltda.). Este fitofarmaco é
comercializado com tarja preta em sua rotulagem e a sua dispensacao esta sujeita a
prescricdo médica por meio de notificacdo de receita A prevista na Portaria SVS/MS
N° 344/1998 e de Termo de Consentimento Informado ao Paciente.

Posterior a este fato, no mesmo ano de 2017, a Anvisa atualizou a lista das
Denomina¢des Comuns Brasileiras (DCB) com a inclusdo da Cannabis sativa L.
(RDC N° 156/17). No entanto, a medida ndo é um reconhecimento
da cannabis como planta medicinal, uma vez que a DCB € apenas uma lista de
nomes oficiais para todas as substancias que séo ou podem vir a ser de interesse da
industria farmacéutica no Brasil. Assim, a designacao de uma DCB para uma planta,
nao implica em reconhecer que ela é planta medicinal, mas sim que ela tem
potencial para ser planta medicinal (para pesquisas) ou pode ser reconhecida e
importada como planta medicinal (por decisGes judiciais), ou pode ser utilizada como
insumo de um medicamento que receba registro.

Considerando que ainda n&o ha registro no Brasil de medicamentos a base
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de CBD para o tratamento de convulsGes epilépticas e que a importacdo desses
produtos gera custos elevados, familias recorrem a justica brasileira para liberagédo
do cultivo de C. sativa com objetivo de preparar o proprio extrato de cannabis
(ANVISA, 2017).

Como qualquer medicamento fitoterapico, os extratos de cannabis devem ter
o minimo de controle de qualidade e seguranga de uso para a populacdo, quesito
fundamental para a recuperacéo ou preservacao da saude do paciente. A qualidade
microbiolégica de fitoterapicos é definida por padrbes microbianos descritos em
compéndios oficiais e normas regulamentadoras da Anvisa, que estabelecem limites
méaximos da carga microbiana no produto e a auséncia de determinados patégenos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 edi¢éo, 2° suplemento, 2017).

Nos Estados Unidos da América (EUA) ja existe, desde 2013, uma
farmacopeia  especifica para  Cannabis spp. (AMERICAN HERBAL
PHARMACOPOEIA, 2013) que determina os padrdes de identidade, analises e
controle de qualidade para as plantas, logo, esta farmacopeia ndo tem aplicabilidade
para os extratos medicinais de cannabis, que quando importados sdo analisados de
acordo com o que esta preconizado na farmacopeia brasileira.

O presente estudo destinou-se a contribuir para a ampliagdo do conhecimento
sobre a qualidade microbiolégica dos extratos de cannabis importados e
principalmente aqueles produzidos artesanalmente. Além da qualidade das flores
utilizadas no processo de extracdo que, por se tratar de um processo artesanal, o
risco de contaminacdo microbiol6gica é mais elevado do que numa producao
industrial, podendo comprometer ndo s6 a qualidade do produto, mas também a
saude do paciente.
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2 JUSTIFICATIVA

Na legislacao atual, regulamentada pela Anvisa, a C. sativa é considerada
como proscrita, exceto para fins médicos e cientificos, de forma controlada e
supervisionada (BRASIL, 2017). Ou seja, isso nao impede a realizacao de pesquisas
e utilizacdo com finalidade terapéutica, sendo possivel, inclusive, o registro de
medicamento a base de substancia e/ou planta proscrita.

Ainda que a Anvisa autorize a importacdo dos extratos de cannabis, o acesso
a este medicamento acarreta em questdes burocraticas e principalmente financeiras,
uma vez que esses produtos sédo vendidos a precos elevados. Tendo em vista esse
fato, familias de pacientes portadores da epilepsia refrataria estdo obtendo
autorizacdo, por meio judicial, para cultivarem cannabis e produzirem seus préprios
extratos medicinais.

Considerando que os extratos de cannabis s&o utilizados em sua maioria por
criancas acometidas por doencas neurolégicas graves e a producao artesanal dos
extratos ndo tem nenhum tipo de controle de qualidade microbiologica, faz-se
necessario a analise desse extrato, pois a contaminacéo pode trazer riscos para a
saude do usuario e também causar mudancas na identidade e qualidade do extrato.

Existem muitos estudos sobre as propriedades farmacologicas da C. sativa,
mas poucos abordam sobre analise microbiolégica dos extratos oleosos de
cannabis, tampouco sobre seus contaminantes. Estudos revelaram o potencial
antimicrobiano dos canabinoides (APPENDINO et al., 2008), do 6leo da semente da
cannabis e produtos da extracdo alcodlica da planta (ALI et al., 2012), entretanto,
analises microbiolégicas dos extratos oleosos de cannabis realizadas no presente
estudo, demonstraram alta abundancia de micro-organismos patogénicos.

Além disso, responsaveis de pacientes que utilizam extratos medicinais de
cannabis produzidos artesanalmente relataram que seus filhos apresentaram casos
de diarreia e febre alta ap6s o uso do produto, que pode estar relacionado a
contaminagao microbiana.

Diante da importancia do tema para a saude publica, este estudo torna-se de
alta relevancia, pois envolve o monitoramento microbioldgico de extrato artesanal de
cannabis, abordagem ainda ndo adotada pelos produtores no Brasil, que podera
favorecer a melhoria da qualidade dos produtos e fornecer subsidios aos 6rgaos

sanitarios para a monitorizacao e regulamentacao desses produtos.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a seguranca microbiolégica de extratos de cannabis produzidos
artesanalmente e correlacionar com aqueles que sado comercializados, produzidos

no exterior.

3.20bjetivos especificos

e Avaliar microbiologicamente as flores secas de C. sativa utilizadas no processo
extrativo, os extratos medicinais da cannabis produzidos de forma artesanal no
Brasil e os extratos medicinais importados, produzidos industrialmente;

e Verificar a presenca de inibidores de crescimento microbiano;

e Realizar a contagem total de bactérias aerdbias, bolores, leveduras e bactérias
Gram-negativas bile tolerantes;

e Pesquisar patdgenos através de enriquecimento em meio seletivo e identifica-los
por caracterizacao fenotipica;

e Correlacionar os micro-organismos identificados nas amostras com a possivel

origem da contaminacéao.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os extratos oleosos de cannabis foram produzidos por familiares de pacientes
epilépticos que possuem habeas corpus para preparar seu proprio extrato com flores
de cannabis cultivadas em casa, no qual muitas preparacdes foram assistidas pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)através de um projeto de extensdo,
chamado Farmacannabis-UFRJ (CARVALHO, 2017).Ap0s a coleta, foram fornecidas
amostras para o Setor de produtos ndo estéreis, no Departamento de Microbiologia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacado
Oswaldo Cruz (Fiocruz), por meio da parceria (Oficio N° 657/2017) para verificagcao
da qualidade microbioldgica.

Além das amostras de extratos oleosos artesanais (n = 40), também foram
fornecidas amostras de extratos importados (n = 32) e algumas flores de C. sativa (n
= 6) que foram analisadas imediatamente apds o recebimento no laboratério.

Para a realizacdo das analises foram utilizados os Procedimentos
Operacionais Padronizados (POPs) do Laboratorio de Produtos Nao Estéreis: POP
65.3210.008, rev.: 18 (Pesquisa de patdgenos em produtos ndo estéreis e matérias-
primas de uso em sua fabricacdo e 4gua para didlise); POP 65.3210.009, rev.: 20
(Verificagdo da capacidade inibitoria de produtos ndo estéreis do departamento de
microbiologia); POP 65.3210.010, rev.: 20 (Contagem total de bactérias aerobias,
bile tolerantes, bolores e leveduras em produtos farmacéuticos e agua para didlise).

Todos os POPs citados foram baseados na 52 edicdo da Farmacopeia
Brasileira (FARMACOPEIA Brasileira 2010 e segundo suplemento 2017) e
correspondem a ensaios acreditados pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) pela Norma Técnica da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) ISO/IEC 17.025/2017 e também sdo qualificados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

4.1 Verificacdo da capacidade inibitéria

O ensaio da verificagdo da capacidade inibitoria € o ensaio inicial realizado
em todas as amostras com o objetivo de verificar se ha uma possivel presenca de
inibidores microbianos na amostra que possa originar um resultado falso negativo
(INCQS, 20189).
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Na realizagdo deste ensaio sao utilizados cinco micro-organismos de
referéncia: Staphylococcus aureus (ATCC CRM 6538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC CRM 9027), Escherichia coli (ATCC CRM 8739), Salmonella typhimurium
(ATCC 14028) e Candida albicans (ATCC CRM 10231). A partir da criopreservagao
dos micro-organismos de referéncia, foram feitos subcultivos em 5 mL de caldo
caseina-soja (Merck, EUA) separadamente e foram posteriormente incubados a
(32,5 £ 2,5) °C por 18 - 24 horas, com excecao de C. albicans que foi incubada a
(22,5 + 2,5) °C até 5 dias.

Apés o periodo de incubacdo dos micro-organismos, foram preparados o0s
indculos através de diluicbes decimais a partir do fator 2 até a obtencdo de 100
células viaveis. Posteriormente inoculou-se 1 mL da suspensdo de cada micro-
organismo, separadamente em tubo contendo 8 mL de caldo caseina-soja e 1 mL da
amostra (identificado como presenca da amostra); paralelamente, inoculou-se 1 mL
da suspensdao, em tubo contendo 9 mL de caldo caseina-soja sem a
amostra(identificado como auséncia da amostra) e tubo contendo meio sem amostra
e sem micro-organismo identificado como branco. Os tubos identificados como:
presenca da amostra, auséncia da amostra e branco foram incubados a (32,5 £ 2,5)
°C por 24 h, com excecdo dos ensaios frente a C. albicans que foram incubados a
(22,5 £ 2,5) °C por até 5 dias.

ApOs o periodo de incubacéo e ao verificar crescimento dos micro-organismos
empregados na presenca da amostra indica a auséncia de substancias inibidoras,
devendo entdo prosseguir com as analises microbiolégicas da amostra. Ja a
auséncia de crescimento dos micro-organismos empregados frente a amostra indica
a presenca de substancias inibidoras de crescimento microbiano. Essa atividade
inibitéria deve ser entdo eliminada, antes das andlises microbioldgicas, conforme

descrito a seguir.

4.1.1 Procedimentos para eliminar a atividade inibitéria

a) Método de diluicdo: aumentar o volume do diluente ou meio de cultura a ser

utilizado mantendo constante a quantidade do produto.

b) Método de inativacdo: adicionar ao meio de cultura substancias inativadoras na

guantidade suficiente, de acordo com a substancia presente na amostra: utilizar
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caldo caseina-soja com 1% de penicilinase para amostras que contenham
penicilinas; ou utilizar caldo caseina-soja com 0,4% de polissorbato 80 e 0,5% de
lecitina de soja para amostras com outras substancias que requeiram inativacao ou
usar outras substancias inativadoras adequadas de acordo com o produto, por

exemplo: Caldo neutralizante DEY-ENGLEY ou Neutralizante Universal.

c) Associacdo dos métodos da diluicdo e inativacdo: aumentar o volume do meio

utilizado e adicionar ao mesmo a substancia inativadora, conforme o caso.

d) Método de filtracdo por membrana: eliminar, através de lavagens sucessivas, as
substancias inibitérias presentes na amostra que possam dificultar ou inibir o

crescimento de micro-organismos contaminantes.

Se mesmo assim ndo for possivel a eliminagdo da atividade inibitéria do
produto atribui-se ao produto uma atividade antimicrobiana, frente aos micro-

organismos testados.

4.2 Contagem total de bactérias aerdbias, bolores e leveduras

Como os extratos de cannabis sao produtos de natureza lipidica, transferiu-se
1 mL da mistura da amostra paratubo de ensaio com 9 mL de caldo caseina-soja
com 0,1% de polissorbato 80para atingir a diluicdo 1:10. O produto foi
homogeneizado cuidadosamente a uma temperatura de 40-45°C em banho
termostatico. Foram preparadas diluicbes decimais sucessivas com 0 mesmo
diluente (caldo caseina-soja) acrescido de polissorbato 80. Ja para andlise das flores
secas de cannabis transferiu-se 1 g da amostra para tubo de ensaio com 9 mL de
caldo caseina-soja para atingir a diluicdo 1:10, foram preparadas diluicdes decimais
sucessivas e entdo foi dado prosseguimento ao ensaio.

Utilizou-se o método de contagem por semeadura em profundidade (em
duplicata) e para contagem total de bactérias aerdbias foram transferidas aliquotas
de 1 mL de cada diluicdo (101, 102, 103, 10 e 10°) da amostra para 2 placas de
Petri e adicionado 20 mL de agar caseina-soja (Merck, EUA), previamente fundido e
resfriado a 45-50°C em banho termostatico. Ap6és homogeneizagéo e solidificacéo
do &gar as placas foram incubadas a (32,5 + 2,5) °C por 48 h (INCQS, 2018").
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J& para a contagem de bolores e leveduras (semeadura em profundidade)
foram transferidas aliquotas de 1 mL de cada diluicdo (10, 102 e 10®) da amostra
para 2 placas de Petri e adicionado 20 mL de agar sabouraud-dextrose 4% (Difco,
EUA), previamente fundido e resfriado a 45-50°C em banho termostatico. Apds
homogeneizacéo e solidificacdo do agar as placas foram incubadas a (22,5 + 2,5) °C
por 5 a 7 dias (INCQS, 2018%).

A Figura 5 apresenta o esquema do ensaio para a contagem total de

bactérias aerdbias, bolores e leveduras.

Figura 5 - Esquema do ensaio da contagem de micro-organismos.
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Fonte: (FERREIRA, 2016).

4.2.1 Contagem de colonias

Foi contado o numero de col6nias nas placas de agar caseina-soja, que
apresentaram até 300 colbnias de bactérias e nas placas de &agar sabouraud
dextrose com até 100 coldnias fungicas, utilizando contador de colonias.

Para a realizacdo do calculo foi utilizado a seguinte férmula:

Z P|)
Z V|)
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Onde:

N = Numero de Unidade Formadora de Colénia (UFC) /1 gou 1 mL
D = Fator de diluicdo usado

2Pi = Soma do numero de colbnias observadas em cada placa

2Vi = Soma do volume do teste em cada placa

Quando as placas de todas as diluicbes ndo apresentavam colbnias, a
contagem foi registrada como sendo menor que uma vez a menor diluicdo. Por
exemplo, se nenhum crescimento foi detectado na diluicdo 1:10, a contagem foi
inferior a 10 unidades formadoras de colonias/g ou mL.

4.3 Contagem de bactérias gram-negativas bile tolerantes

Transferiu-se uma aliquota de 1 mL da diluicdo 1:10 da amostra (antes de sua
incubacédo) para tubos contendo 9 mL de caldo Mossel para enterobactéria (Difco,
EUA), realizando diluicGes em série até 103. Os trés tubos foram incubados a (32,5+
2,5) °C por 24 a 48 h. Apoés periodo de incubacgéo, para cada tubo com crescimento
positivo, foram realizadas subculturas em agar violeta vermelho bile glicosado
(VRBG) (Merck, EUA) e posteriormente incubadas a (32,5 = 2,5) °C durante 18 a 24
horas (INCQS, 2018%).

O crescimento de coldnias bem desenvolvidas de bactérias Gram-negativas,
geralmente vermelhas ou avermelhadas, indica contaminagdo (resultado positivo).
Anotam-se os resultados positivos e negativos, e determina-se o numero mais

provavel de bactérias por grama ou mililitro do produto segundo tabela 1.
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Tabela 1 - Interpretacdo dos resultados do teste quantitativo para bactérias Gram-
negativas bile tolerantes

Resultados para

guantidade de produto de Numero provavel de
bactérias por grama, ou
01lg 00lg 0,001g mililitro do produto
oumL oumL ou mL
+ + + Mais de 103
+ + - Menos de 102 e mais de 102
+ - - Menos de 102 e mais de 10
- - - Menos de 10

Fonte: (Modificado da FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 edi¢do, 2010).

4.4 Pesquisa de patdégenos

Esse método possibilita verificar a presenca ou a auséncia de micro-
organismos especificos em meios seletivos. Para todas as pesquisas descritas a
seguir, utilizou-se a amostra na diluicdo 10 em caldo caseina-soja previamente
incubada a (32,5 £ 2,5) °C durante 18 a 24 h (INCQS, 2018°).

4.4.1 Escherichia coli

Transferiu-se 1 mL da amostra para 100 mL de caldo MacConkey (Difco,
EUA). Incubou-se a (43 £ 1) °C durante 24-48 h. Apés periodo de incubacéo,
realizou-se subcultura em placa de Agar MacConkey (Difco, EUA) e incubou-se a
(32,5 + 2,5) °C durante 18 a 72 h. O crescimento de col6nias vermelhas, geralmente
ndo mucosas, com micromorfologia caracteristica de bacilo Gram-negativo, indica
presenca provavel de E. coli que deve ser confirmada por coloracdo de Gram
(INCQS, 2016) e testes bioquimicos especificos: citrato (Merck, EUA), indol (Merck,
EUA), eosina azul de metileno (EMB) (Merck, EUA), vermelho de metila (VM) e
VogesProskauer (VP) como apresentado na figura 6.
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Figura 6 - Esquema das metodologias dos ensaios para pesquisa e identificacdo de
E. coli

PESQUISA DE Escherichia colt

(_* -_:1' agar Mae Conkey
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EMB
Indol 2 Citrato
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Nota: TSA inclinado = agar caseina soja inclinado
Fonte: (FERREIRA, 2016).

4.4.2 Salmonella

Transferiu-se 0,1 mL da amostra para tubo de ensaio contendo 10 mL de
caldo enriguecimento Salmonella Rappaport-Vassiliadis (Merck, EUA). Incubou-se a
(32,5 £ 2,5) °C durante 18 a 24 h. Apés periodo de incubacéo, realizou-se subcultura
em placa contendo agar xilose lisina desoxicolato (XLD) (Difco, EUA) e incubou-se
a32,5 + 2,5) °C durante 24h. O crescimento de colonias bem desenvolvidas,
vermelhas com ou sem centro negro indica presenca provavel de Salmonella que
deve ser confirmada por coloracdo de Gram e testes bioquimicos especificos: agar
lisina ferro (LIA) (Merck, EUA), agar triplice acucar ferro (TSI) (Merck, EUA) e agar

ureia (Merck, EUA), como apresentado na figura 7.

Figura 7 - Esquema das metodologias dos ensaios para pesquisa e identificacdo de
Salmonella
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Nota: TSA inclinado = agar caseina soja inclinado
Fonte: (FERREIRA, 2016).
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4.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Transferiu-se uma aliguota da amostra para placa contendo Agar cetrimide
(Difco, EUA). Incubou-se a (32,5 £ 2,5) °C durante 24 h. O crescimento de colGnias
verdes indica presenca provavel de P. aeruginosa que deve ser confirmada atraves
de coloracdo de Gram (INCQS, 2016) e testes bioquimicos especificos: oxidase,
pigmentacdo (extracdo de piocianina) e crescimento a 42°C, como apresentado na

figura 8.

Figura 8 - Esquema das metodologias dos ensaios para pesquisa e identificacdo de

P. aeruginosa
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Nota: TSA inclinado = agar caseina soja inclinado
Fonte:(FERREIRA, 2016).

4.4.4 Staphylococcus aureus

Transferiu-se uma aliquota da amostra para placa contendo agar sal manitol
(Merck, EUA). Incubou-se a (32,5 £ 2,5) °C durante 24 h. O crescimento de coldnias
amarelas ou brancas rodeada por uma zona amarela indica presenca provavel de S.
aureus que deve ser confirmada por coloracdo de Gram (INCQS, 2016) e testes
bioguimicos especificos: desoxirribonuclease (DNAse) (Merck, EUA), coagulase,

catalase, glicose e manitol com éleo, como apresentado na figura 9.
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Figura 9 - Esquema das metodologias dos ensaios para pesquisa e identificagdo de

S. aureus
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Nota: TSA inclinado = agar caseina soja inclinado
Fonte: (FERREIRA, 2016).

4.4.5 Candida albicans

Transferiu-se uma aliquota para placa contendo Agar sabouraud dextrose e
Agar Nickerson. Incubou-se a (32,5 + 2,5) °C durante 24-48 h. O crescimento de
colénias brancas em Agar sabouraud e col6nias pretas em Agar Nickerson indica

presenca provavel de C. albicans que deve ser confirmada por testes bioquimicos.

4.4.6 Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

Transferiu-se uma aliquota da amostra para placa contendo Agar sabouraud
dextrose. Incubou-se a (32,5 + 2,5) °C durante 24-48 h. O crescimento de colbnias
grandes com crescimento radial, micélio aéreo de coloracdo inicialmente branca,
tornando-se verde oliva em Agar sabouraud dextrose indica presenga provavel de A.
flavus e/ou A.  parasiticus sendo  necessarias observacbes macro e

micromorfolégicas que identificam os fungos filamentosos.
4.4.7 Outros micro-organismos

As colonias que ndo foram compativeis com as caracteristicas dos micro-
organismos pesquisados acima foram isoladas e submetidas ao crescimento em
agar caseina soja inclinado. Apés periodo de incubagédo (32,5 + 2,5) °C por 18-72 h
foram realizadas triagens e bioquimica complementar para identificacdo de género e

espécie.
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Os testes de identificacdo microbiana para a confirmagédo de cada micro-

organismo encontrado devem ser realizados segundo Jorgensen&Pfaller, 2015.

4.5 Avaliacdo da qualidade microbioldgica

Os produtos analisados foram avaliados microbiologicamente baseando-se
nos critérios preconizados pela Farmacopeia Brasileira, levando em consideracdo o
tipo de matriz, como pode ser observado no Quadro 1.

Quadro 1 - Limites microbianos para produtos nao estéreis

Canmgerr'a 1:a.ta1 Contagem fotal
de bactérias de funges
Via de administracio aerdbias Pesquisa de patdgenos” ©
T a
UFCigoumls | UFCEoumL
2 Produtos de origem vegetal®
2.1 Produto acabado
Para uso oral, contendo 10 10° Auséncia de Escherichia coli e
insumo ativo que for Staphvlococeus awreus em 1g ou mL.
submetido a pré-tratamento Auséncia de Salmonella em 10 g ou
que reduz a carga 10 mL. Limite maximo de 10°
microbiana. bactéria Gram negativa bile tolerante®
em lg oumL.
2 2 Insumos farmacéuticos vegetais
Droga vegetal (rasurado ou 107 10¢ Auséncia de Escherichiacoliem 1 g.
triturado) que sera submetida Auséncia de Salmonella em 10 g.
a pré-tratamento que reduz a Limite maximo de 10° bactéria Gram
carga microbiana negativa bile tolerante® em 1g.

Fonte: (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 edi¢do, 2° suplemento, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro ensaio realizado foi verificacdo da capacidade inibitoria, no qual
todas as amostras obtiveram resultados positivos, ou seja, ndo apresentaram
inibidores do crescimento microbiano. Os resultados da contagem total de bactérias
aerdbias, bolores e levedura, e bactérias Gram-negativas bile tolerantes, foram
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, referente as flores, extratos artesanais e extratos

importados, respectivamente.

5.1 Flores de cannabis sativa

Todas as seis amostras de flores de cannabis analisadas apresentaram
contaminagdo microbiana, porém, quatro amostras (66,7%) estavam acima dos
limites recomendados pela Farmacopeia Brasileira (Tabela 2).

Foram detectadas a presenca de enterobactérias em quase todas as
amostras, tais como: Enterobacter cloacae, E. coli, Enterobacter gergoviae, Pantoea
agglomerans, Enterobacter pyrinus, Cedecea davisae e Cedecea neteri.
Enterobacter sp. € comum em matérias-primas vegetais, uma vez que esta
relacionado ao meio ambiente das plantas (ARAUJO; OHARA, 2000).



31

Tabela 2 - Analise microbiologica de flores de Cannabis sativa

Contagem Total de Contagem de Bolores e Contagem de Bactérias

(o] _ . - . _ .
N° amostra Bactérias Aerdbias Leveduras Grarrlor;:rg;r?t\ézs bile Micro-organismos
1 6,0 x 102 <10 > 104 Enterobact_er _cloac_ae e
Escherichia coli
2 <10 1,0 x 108 <10 Aspergillus parasiticus e Aspergillus

alliaceus

Bacillus coagulans; Bacillus
3 3,0 x 108 1,0 x 10° >10° acidocaldarius; Enterobacter
cloacae; Enterobacter gergoviae;
Escherichia coli; Aspergillus
niger e Aspergillus parasiticus

6 5
4 20x10 <10 >10 Cedecea davisae; Cedecea neteri
e Escherichia coli
5 1,0 x 10° 1,0 x 103 > 103 Enterobacter cloacae; Pantoea
agglomerans e Aspergillus niger
6 25y 10 <10 > 10% Escherichia coli e Enterobacter

pyrinus

Nota: Resultados das contagens em Unidade Formadora de Col6nia por grama (UFC/q)
Fonte: (Do autor, 2018).
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5.2 Extratos oleosos artesanais de cannabis medicinal

De um total de 40 amostras de extratos artesanais de cannabis medicinal
analisadas, 16 apresentaram-se acima dos limites microbianos preconizados pela
Farmacopeia Brasileira para esse tipo de produto. Ou seja, 40,0% das amostras
estavam com elevado nivel de contaminagdo microbiana, dentre fungos e bactérias
(Tabela 3).



Tabela 3 - Andlise microbioldgica dos extratos artesanais de cannabis (continua)
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Contagem Total de Bactérias

Contagem de Bolores e

Contagem de Bactérias

N° amostra o Gram-negativas bile Micro-organismos
Aerbbias Leveduras tolerantes
1 <10 1,0 x104 <10 Candida albicans
2 3.0 x 10° 1.0 x 10° <10 Staphylococcus aureus e Aspergillus
brasiliensis
3 <10 <10 <10
4 2.0 x 102 1,0 x 10° <10 Bacillus cwcular']s., e Aspergillus
parasiticus
5 <10 1,0x 103 <10 Aspergillus parasiticus
6 <10 <10 <10
7 <10 <10 <10
8 <10 <10 <10
9 1,0 x 103 1,0 x 10¢ <102 Pantoea agglom_erans, Bac_lll_us pumilus e
Aspergillus parasiticus
10 <10 1,0x 108 <10 Aspergillus parasiticus
11 <10 <10 <10
12 <10 <10 <10
13 50 x 10° 1,0 x 10° <10 Bacillus mycmdes., Bacillus gg|docaldar|us
e Aspergillus parasiticus
14 <10 <10 <10
15 <10 <10 <10
16 <10 1,0 x 10 <10 Aspergillus parasiticus
17 <10 1,0x 108 <10 Aspergillus parasiticus
18 <10 <10 <10
19 <10 1,0x 10* <10 Candida albicans
20 <10 <10 <10
21 <10 <10 <10
22 <10 <10 <10



Tabela 3 - Analise microbiolégica dos extratos artesanais de cannabis (conclusao)
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Contagem Total de Bactérias

Contagem de Bolores e

Contagem de Bactérias

o i . ;
N° amostra Aerébias Leveduras Gram-negativas bile Micro-organismos
tolerantes
Bacillus circulans, Bacillus brevis
6 3 [ ]
23 1.0x 10 <10 >10 Cronobacter sakazakii e Escherichia coli
24 <10 <10 <10
25 <10 <10 <10
26 <10 <10 <10
27 1,5x 10* <10 > 103 C. sakazakii e Enterobacter cloacae
28 <10 <10 <10
29 <10 <10 <10
30 1,0 x 10° <10 > 10 C. sakazakii, Enterobagter cloacae e
Cedecea davisae
31 <10 <10 <10
32 <10 <10 <10
33 <10 <10 <10
Bacillus pumilus, Bacillus cereus, C.
34 1,5x 10° <10 > 108 sakazakii, Enterobacter cloacae e
Pantoea agglomerans
35 <10 1,0 x 10° <10 Aspergillus parasmcus e Candida
albicans
36 <10 <10 <10
37 <10 <10 <10
38 <10 <10 <10
39 1,0 x 10° <10 <10 Staphylococcus ep|q§rm|d|s e Bacillus
subtilis
40 <10 <10 <10

Nota: Resultados das contagens em Unidade Formadora de Col6nia por mililitro (UFC/mL)

Fonte: (Do autor, 2018).
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Os resultados demonstraram que mesmo o0 produto passando por um
processo extrativo com temperatura em torno de 104 °C, nao foi suficiente para
eliminar completamente a contaminacdo microbiana em alguns casos, com o
crescimento de uma variedade de espécie de bactérias e fungos.

Alguns fatores também s&o importantes a serem considerados no controle de
produtos de origem vegetal, como poluicdo na agua de irrigacdo e na atmosfera,
condicbes de coleta, manipulacdo, secagem e estocagem. Tais fatores relacionam-
se a ocorréncia de contaminacdo microbiana, por vezes de espécies patogénicas
que podem agir sobre a integridade do produto ou diretamente no usuario. Ao se
tratar de um produto com finalidade terapéutica, verifica-se a importancia de
especificacoes adequadas de qualidade microbiolégica, da mesma forma que ocorre
para os demais medicamentos ndo estéreis (BUGNO et al., 2005).

A necessidade do controle microbioléogico € importante, devido,
principalmente, a seguranca, eficacia e aceitabilidade, uma vez que falhas no
controle do processo de fabricagdo podem levar ao comprometimento do
desempenho do produto devido a quebra da estabilidade da formulacéo, a alteracéo
das caracteristicas fisicas (cor, viscosidade) e quimicas (inativagdo do principio
ativo) do produto, com graves consequéncias a saude do consumidor, pelo uso de
produtos em desacordo com suas caracteristicas de qualidade estabelecidas
(YAMAMOTO et al., 2004).

5.3 Extratos oleosos importados de cannabis medicinal

Dos extratos importados analisados, apenas 16,0% apresentaram falha no
atendimento as especificacbes quanto a presenca de contaminantes microbianos
acima do limite preconizado pela Farmacopeia Brasileira (Tabela 4). Os resultados
indicam que os produtos industrializados possuem um controle de qualidade
microbiano mais rigoroso, quando comparado aos extratos artesanais que

apresentaram mais que o dobro de amostras fora das especificacdes.



Tabela 4 - Andlise microbiolégica dos extratos importados de cannabis
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Contagem Total de

Contagem de Bolores e

Contagem de Bactérias Gram-

N° amostra Bactérias Aerobias Leveduras negativas bile tolerantes Micro-organismos
1 <10 <10 <10
2 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10
4 <10 <10 <10
5 <10 <10 <10
6 2,0x 10° 2,0x 108 <10 B. brevis, B. cereus e A. parasiticus
7 <10 <10 <10
8 <10 <10 <10
9 <10 <10 <10
10 <10 1,0 x 10 <10 A. parasiticus e Aspergillus brasiliensis
11 <10 <10 <10
12 <10 <10 <10
13 <10 <10 <10
14 <10 <10 <10
15 <10 <10 <10
16 <10 <10 <10
17 <10 <10 <10
18 <10 <10 <10
19 <10 <10 <10
20 <10 <10 <10
21 <10 <10 <10
22 2,0x 10° <10 > 108 P. agglomerans e E. cloacae
23 <10 <10 <10
24 <10 1,0x 10* <10 C. albicans
25 <10 <10 <10
26 <10 <10 <10
27 <10 <10 <10
28 <10 <10 <10
29 <10 <10 <10
30 <10 <10 <10
31 2,0x 103 <10 <10 Bacillus acidocaldarius e Bacillus subtilis
32 <10 <10 <10

Nota: Resultados das contagens em Unidade Formadora de Coléniapor mililitro (UFC/mL).

Fonte: (Do autor, 2018).
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5.4 Micro-organismos identificados

Existem poucos estudos que avaliam microbiologicamente os extratos
oleosos da cannabis medicinal, porém, um estudo desenvolvido por pesquisadores
na Califérnia - EUA (MCHARDY et al., 2018) relatou a presenc¢a de varios micro-
organismos em plantas de Cannabis sativa, dentre eles, P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, E. cloacae e algumas espécies do género Pantoea.

Outro estudo analisou flores de cannabis comercializadas em coffee shops na
Holanda (HAZEKAMP, 2006), no qual foram encontrados contaminantes
patogénicos, como E. coli, Penicillium spp., Cladosporum spp. e Aspergillus spp.,
com altas contagens em todas as amostras analisadas. Assim como no presente
estudo, em que todas as amostras de flores analisadas apresentaram contaminacao,
visto que, os produtos vegetais estdo em contato direto com o ambiente e, portanto,
o0 risco de contaminacao microbiologica € maior.

Alguns dos micro-organismos mencionados nesses dois estudos citados
também foram encontrados nas amostras analisadas no presente estudo, como E.
cloacae, Pantoea spp., Aspergillus spp. e E. coli.

Enterobacter cloacae é um bacilo Gram-negativo da familia
Enterobacteriaceae classificado como bactéria oportunista, responsavel por 65-75%
de todas as infec¢Bes por Enterobacter, corresponde entre 5 e 10% de todos os
casos de sepse por Gram-negativos e nos ultimos anos apareceu como importante
causa de infeccdo hospitalar. Seus reservatdrios enddgenos incluem o trato
gastrointestinal em adultos saudaveis, trato urinario e respiratorio, bem como locais
cirdrgicos e feridas de queimaduras (LIN et al., 2006).

Escherichia coli € uma bactéria que habita normalmente o intestino humano e
de alguns animais, no entanto, nem todas as linhagens de E. coli s&o comensais,
sendo as patogénicas capazes de causar doencas debilitantes em tecidos intestinais
e extra intestinais, como gastroenterite, intoxicacdo alimentar, infeccbes nos tratos
urinarios e respiratorios, podendo levar ao 6ébito. Devido a esta bactéria fazer parte
da microbiota intestinal de varios animais, é liberada nas fezes e sua presenca é
indicativo de contaminacao fecal (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

A P. agglomerans, espécie comumente encontrada em plantas, solo, agua e

alimentos, embora raramente reconhecida como agente de infecgcbes nosocomiais
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enddgenas, pode causar epidemias entre pacientes hospitalizados quando
associada ao uso de produtos intravenosos contaminados devido a sua capacidade
de crescer em fluidos de infusdo comerciais (BICUDO et al., 2007).

Micro-organismos do género Bacillus sao bacilos Gram-positivos, formadores
de esporos, resistentes a condi¢des ambientais adversas, como calor e baixos niveis
de umidade, sdo comumente encontrados no solo, mas algumas espécies, como
Bacillus cereus e Bacillus subtils, sdo patogénicas, podendo causar diarreia, nausea
e vomitos. O B. cereus produz uma toxina termoresistente e outra enterotoxina
termolabil relacionadas a surtos de intoxicacdo alimentar. E a espécie do género
Bacillus mais frequente em infeccBes oportunistas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Pode ocasionar bacteremia, septicemia, meningite, abscesso
cerebral, pneumonia, endocardite e infec¢cdes supurativas em feridas e queimaduras.
Ja o B.subtilis é considerado um patdgeno oportunista. Foi isolado em pacientes sob
0 uso de préteses, imunocomprometidos e em infec¢cbes oculares e do sistema
nervoso central por introducao traumatica (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

A espécie S. aureus € um micro-organismo que pode sobreviver
permanentemente na microbiota das narinas, pele, garganta e trato intestinal de
alguns individuos, o que faz com que os individuos se tornem disseminadores desse
micro-organismo. Na maioria das vezes a colonizagdo € assintomatica
principalmente nas vias nasais. As rotas de transmissédo ocorrem por contato direto,
geralmente através da pele de uma pessoa colonizada ou infectada com lesdes
abertas ou com as maos e bocas de profissionais de saude contaminados (COSTA
et al., 2011).

Staphylococcus epidermidis, anteriormente considerado um micro-organismo
comensal in6bcuo na pele humana, agora € visto como um importante patégeno
oportunista, ocupando o primeiro lugar entre os agentes causadores de infec¢des
nosocomiais juntamente com o S. aureus. Em patrticular, S. epidermidis representa a
fonte mais comum de infeccbes em dispositivos médicos internos, provavelmente
pelo fato dessa bactéria ser colonizadora onipresente da pele humana, o que resulta
na alta probabilidade de contaminacdo do dispositivo durante a insercdo. Embora as
infecgcbes por S. epidermidis raramente se desenvolva em doengas potencialmente
fatais, sua frequéncia, e o fato de que elas sdo extremamente dificeis de tratar,
devido a presenca de genes de resisténcia a antibiéticos e a formacgéo de biofilmes,

representa um sério 6nus para o sistema publico de saude (OTTO, 2009).
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Cronobacter sakazakii € um patdgeno oportunista, habita em material vegetal
e pode sobreviver em condigdes muito secas. Foi encontrado em uma variedade de
alimentos secos, incluindo formulas infantis em po, leite em p6 desnatado, chas de
ervas e amidos, além de esgotos. Doencas causadas por essa bactéria sdo raras,
mas elas sao frequentemente letais para criangas e podem ser graves em pessoas
imunocomprometidas e idosos, podendo causar infecgcbes como enterocolite
necrosante, bacteremia, meningite e abscessos / lesdes cerebrais, devido a sua
capacidade de transitar no estbmago, atravessar o epitélio intestinal, sobreviver em
macrofagos e atravessar a barreira hematoencefédlica (IVERSEN et al., 2007;
FORSYTHE, 2018).

Fungos do género Aspergillus também foram encontrados nas amostras
analisadas no presente estudo. Estes sdo onipresentes no ar, solo e material em
decomposicdo, consequentemente estdo sendo constantemente inalados e, com
isso, o trato respiratorio € considerado a porta de entrada desses micro-organismos.
A exposicdo a este fungo no meio ambiente pode provocar reacfes alérgicas em
individuos hipersensiveis ou entdo aspergilose invasiva e doenca disseminada em
individuos com graves problemas de imunodepresséo. A aspergilose invasiva ocorre
em uma ampla variedade de cenarios clinicos, é variavel nas suas manifestagoes, e
ainda esta associado com uma taxa de mortalidade muito elevada (JORGENSEN;
PFALLER, 2015).

Candida albicans pode causar infecgdes invasivas em humanos associadas a
alta morbidade e alta mortalidade nos pacientes afetados. Uma das razdes pode ser
devido a resisténcia da levedura aos antifangicos utilizados em sua terapia. As
manifestacbes clinicas da candidiase apresentam uma ampla gama de
manifestacdes clinicas, como candidiase cutdnea da mucosa e candidiase invasiva
ou sistémica, esta Ultima caracterizada por infec¢des profundas ou invasivas e pode
ser localizada em um 6rgédo ou disseminada pela corrente sanguinea. Apresentam
sintomas cardiacos, digestivos, respiratorios, hepaticos, renais, oculares, nervosos
centrais ou disseminados, que é uma forma de tratamento clinicamente dificil
(VIEIRA; SANTOS, 2017).Um produto colonizado com esses micro-organismos
pode sofrer perda das suas propriedades fisico-quimicas e principalmente prejudicar
a saude dos usuarios, que neste caso sdo, em sua maioria, criangas

imunocomprometidas. Esses micro-organismos encontrados nas amostras podem
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estar envolvidos nos casos de diarreia e febre alta relatados por mées de pacientes
gue fazem uso dos extratos artesanais de cannabis.

Fisk e colaboradores (2009) desenvolveram um estudo em que sementes de
C. sativa foram submetidas a irradiacdo gama, e através de uma andlise
microbiolégica antes e apds a irradiacdo puderam observar que 0s raios gamas
eliminavam todos os micro-organismos que foram encontrados nas sementes.
Porém, a viabilidade das sementes, ou seja, 0 seu potencial de germinacéo diminuiu
exponencialmente com o aumento da dose de irradiacéo.

Levando em consideracédo esse estudo, pode-se pensar numa possibilidade
viavel de esterilizar as flores da cannabis antes da preparacdo do extrato ou até
mesmo do préprio produto final, entretanto, deve-se verificar se esta técnica pode
alterar as concentracbes dos canabinoides presentes. Mais estudos devem ser
desenvolvidos, visto que isso podera otimizar o controle microbioldgico dos extratos

artesanais de cannabis.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que nenhuma das amostras
analisadas apresentou inibidor de crescimento microbiano e um total de 27 amostras
apresentaram contaminacdo, seja por bactérias ou por fungos patogénicos,
considerada fora dos limites recomendados pela farmacopeia brasileira. Vinte e trés
espécies de micro-organismos foram identificadas, sendo dezoito espécies de
bactérias e cinco espécies de fungos. Todas as flores analisadas estavam
contaminadas e comparando o0s extratos analisados, aqueles produzidos
artesanalmente apresentaram maior numero de amostras contaminadas do que 0s
extratos importados, indicando que os produtos industrializados possuem maior
controle microbioldgico com boas préticas de fabricagao.

Os extratos medicinais de cannabis sdo usados por pessoas
imunocomprometidas e, quando contaminados, principalmente por micro-
organismos patogénicos, podem ndo apenas afetar a qualidade do produto, mas
também agravar ainda mais a saude dos usuarios.

Os medicamentos fitoterdpicos devem ser considerados com 0 mesmo rigor
gue os medicamentos sintéticos. A fiscalizacdo e o cumprimento as instrucdes
normativas devem ocorrer em todas as etapas do processo de extracdo até o
armazenamento, de modo, a evitar contaminacdo microbiana com consequente
perda das suas propriedades.

Devido ao crescente numero de pessoas que usam extratos medicinais de
cannabis e ao desejo de produzir seu proprio extrato, principalmente devido a
relacdo custo-beneficio, sdo necessarios mais estudos sobre este assunto. Além
disso, € necessario um monitoramento microbiolégico mais rigoroso na preparacao
do extrato, a fim de garantir a qualidade, seguranca e eficacia do produto e,

consequentemente, uma melhor qualidade de vida para os usuarios.
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