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RESUMO

A utilizacdo de produtos com fins medicinais a base da planta Cannabis sativa tem
sido cada vez mais estudada. Estdo disponiveis no Brasil, atualmente, um
medicamento e dez produtos de cannabis autorizados pela Anvisa, além dos produtos
de importacéo individual e os fornecidos por associagéo de pacientes. Uma vez que
sao utilizados para fins terapéuticos, o controle de qualidade destes produtos €&
essencial para garantir que estes cumprem 0s requisitos de qualidade, pureza e
seguranca. Neste sentido, evidencia-se a importancia de métodos para analise de teor
dos principios ativos canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC), além de suas
substancias relacionadas. Ressalta-se ainda, a importancia do controle de THC, visto
gue é uma substancia psicoativa. Apesar do crescente uso, ndo ha monografia para
avaliacdo de canabinoides na Farmacopeia Brasileira (FB) nem em outros
compéndios aceitos no Brasil, de acordo com a RDC n° 511/2021. Portanto, este
trabalho teve por objetivo desenvolver um método rapido e de facil aplicacao para
guantificacdo de canabinoides em produtos para fins medicinais. O método foi
desenvolvido por CLAE-UV, com fase estacionaria C18 (150 x 4,6mm, 5um), eluicéo
em gradiente da fase mével composta por 0,1% de acido férmico em acetonitrila e em
agua, fluxo de 0,6 mL.min! e deteccdo no comprimento de onda de 220nm, no qual
foram possiveis resolver os picos de CBD, THC, &cido canabididlico e canabinol. O
preparo das amostras se deu pela utilizacdo de etanol:agua (95:5) como solvente de
extracao e etapas de agitacdo por inversao, vortex e ultrassom, além de centrifugacao.
O método desenvolvido foi aplicado em dois produtos e cumpriu 0S requisitos
estabelecidos de preciséo, exatidao e seletividade. Visto a importancia de um método
farmacopeico para estabelecer requisitos minimos de qualidade de medicamentos e
produtos para fins medicinais e considerando a quantidade destes produtos
disponiveis no Brasil, conclui-se que se faz importante a avaliacdo da implementacao
do método desenvolvido em outros produtos para uma futura validagdo, com intuito

de sua insercao na FB.

Palavras-chave: Canabinoides. Controle de Qualidade. CLAE-UV



ABSTRACT

The use of medicinal products based on the Cannabis sativa plant has been
increasingly studied. Products derived from this plant are available in Brazil, among
them, one drug, ten cannabis products (CP) authorized by Anvisa, individual import
products and those provided by patient associations. Once these products are used
for therapeutic purposes, quality control of these products is essential to ensure that
they meet the requirements of quality, purity, and safety. So, the importance of
methods for analyzing the content of cannabidiol (CBD) and tetrahydrocannabinol
(THC) active compounds and their related substances is evidenced. The importance
of controlling THC is also highlighted, since it is a psychoactive substance. Despite the
growing use, there is no monograph for the evaluation of cannabinoids in Brazilian
Pharmacopoeia (BP) or in other compendia accepted in Brazil, according to the
legislation RDC n° 511/2021. Therefore, this work aimed to develop a quick and easy
method to quantify cannabinoids in products for medicinal purposes. The method was
developed by HPLC-UV, with C18 stationary phase (150 x 4.6mm, 5um), gradient
elution of the mobile phase composed by 0.1% formic acid in acetonitrile and water,
flow rate of 0.6 mL.min! and 220nm wavelength detection, in which it was possible to
resolve the peaks of CBD, THC, cannabidiolic acid and cannabinol. Sample
preparation was carried out using ethanol:water (95:5) as extraction solvent and
inversion, vortex and ultrasound agitation steps, in addition to centrifugation. The
developed method was applied to two products and met the established requirements
of precision, accuracy, and selectivity. Considering the importance of a pharmacopeial
method to establish minimum quality requirements for medicines and products for
medicinal purposes and considering the quantity of these products available in Brazil,
it found that is important to evaluate the implementation of other products in the method
developed for a future validation, in order to insert the method in BP.

Keywords: Cannabinoids. Quality control. HPLC-UV
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1 INTRODUCAO

A Cannabis sativa e produtos derivados estdo sendo cada vez mais
pesquisados e utilizados para fins medicinais. O efeito psicoativo causado por um de
seus constituintes, o tetrahidrocanabinol (THC), € o motivo pelo qual ela € utilizada de
forma recreativa e por ser proscrita no Brasil. Apesar disto, desde 2015, produtos
derivados da planta podem ser utilizados para fins medicinais de forma regulamentar.
Existem indicativos do uso da Cannabis para diversas condic¢des clinicas, entretanto,
tais evidéncias ainda ndo comprovam sua seguranca e eficacia a nivel de utilizacdo
como um medicamento para todas elas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2021; BRASIL, 1998, 2015).

Atualmente, no Brasil, apenas um produto, que contém como principios ativos
os canabinoides THC (27 mg.mL?) e canabidiol (CBD) (25 mg.mL™?), é registrado
como medicamento, 0 Mevatyl®, que em outros paises possui 0 nome de Sativex®.
Ele tem como indicacdo em bula o tratamento dos sintomas de pacientes adultos que
apresentam espasmos, de moderados a graves, por causa da esclerose multipla, que
ndo apresentaram bons resultados apés a utilizacdo de outras medicacdes
antiespasticas (BEAUFOUR IPSEN FARMACEUTICA LTDA, 2021).

Além do Mevatyl®, brasileiros que necessitam dos canabinoides para
tratamento de doencas podem ter acesso a produtos com fins medicinais destas
substancias através de prescricdo médica, pela aquisicdo de produtos de ambito
sanitario regulados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa): produtos
de importagdo individual e Produtos de Cannabis (PC) (BRASIL, 2019; BRASIL,
2020).

Apesar da disponibilidade destes produtos, devido ao valor elevado em que séo
comercializados, existem pacientes que fazem uso de produtos artesanalmente
produzidos e fornecidos por associacdes de pacientes e familiares de usuarios da
cannabis medicinal, que possuem autorizacdo da justica para a atividade
(CARVALHO, 2017).

Os produtos de importacao individual foram inicialmente regulamentados pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 17/2015, publicada em 06 de maio de
2015, que define os critérios e os procedimentos para a importacdo, em carater de
excepcionalidade, de produto a base de CBD em associacdo com outros
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canabinoides, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescrigdo de profissional
legalmente habilitado, para tratamento de saude (BRASIL, 2015).

Nesta RDC foram apresentados os produtos que poderiam ser objeto de
importacéo e explicitado que eles ndo eram registrados no Brasil, portanto, a Anvisa
ndo havia avaliado sua seguranca e eficacia. Esta Resolucdo foi alterada pela
publicacdo da RDC n° 66/2016, que também alterou a Portaria 344/98, e incluiu na
autorizacdo de importacdo para uso medico pessoal a planta Cannabis sativa L.,
partes da planta e de seus compostos, incluindo o THC (BRASIL, 2015; BRASIL,
2016).

Em janeiro de 2020, a RDC n° 17/2015 foi revogada pela publicacdo da RDC
n° 335/2020, que traz em seu caput a definicdo dos critérios e os procedimentos para
a importacado de Produto derivado de Cannabis, por pessoa fisica, para uso préprio,
mediante prescri¢cdo de profissional legalmente habilitado, para tratamento de saude,
sendo esta, entdo, a base legal para importacdo destes produtos atualmente. As
alteracdes em relacdo a resolucdo anterior foram principalmente relacionadas ao
produto, que anteriormente deveria ser a base de CBD e agora sao derivados da
planta Cannabis spp. e a validade das autorizacdes de importacdo (BRASIL, 2020).

Ja o PC é regulamentado pela RDC 327/2019, e tem por definicdo ser um
produto industrializado, com Autorizagdo Sanitaria temporaria concedida pela Anvisa,
com finalidade medicinal. Estes produtos estao sujeitos ao monitoramento analitico
por meio de um programa coordenado pela Geréncia de Laboratorios de Saude
Publica (Gelas) da Anvisa, no qual, laboratérios oficiais ou credenciados devem
realizar analises na modalidade de orientacéo ou fiscais. Portanto, além do controle
de qualidade que deve ser realizado lote a lote pelo fabricante ou importador do
produto, seus laudos devem ser avaliados através do programa (BRASIL, 2019).

A criacdo desta nova categoria regulatoria pela agéncia tem como objetivo
ampliar o acesso a produtos de qualidade com fins medicinais a pacientes com
doencgas, para as quais a utilizagdo de canabinoides tem se mostrado promissora, e
cujos tratamentos convencionais ndo sdo eficazes (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2021; BRASIL, 2019).

Os PC podem ter como ativo derivados vegetais ou fitofarmacos da Cannabis
sativa. Um derivado vegetal € um produto da extracdo da planta medicinal in natura

ou da droga vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, tintura, alcoolatura, 6leo
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fixo e volétil, cera, exsudato e outros. Enquanto um fitofarmaco € uma substancia
purificada e isolada, a partir de matéria-prima vegetal, com estrutura quimica definida
e atividade farmacoldgica, que ndo tenha sofrido qualquer etapa de semi-sintese ou
modificacdo de sua estrutura quimica. Portanto, o PC pode apresentar os principios
ativos de forma isolada ou nao. Até o momento ja foram autorizados dez PC, sendo
seis fitofarmacos e quatro derivados vegetais (BRASIL, 2011).

Apesar de ndo serem registrados como medicamentos, os PC devem atender
aos mesmos requisitos, exceto por ndo necessitarem apresentar dados completos
sobre seguranca e eficacia. Findo o prazo da autorizacdo, se houver interesse na
continuidade de comercializagcdo do produto no mercado, ele precisa ser registrado
como medicamento. Dessa forma, torna-se obrigatério apresentar a agéncia estes
dados completos, conforme descrito em legislacédo especifica (BRASIL, 2019).

Estes produtos de ambito sanitario precisam ter o controle de qualidade
realizado para garantir que atendam aos requisitos de atividade, qualidade, pureza e
inocuidade. Assim, sdo necessarios métodos robustos e confiaveis para esta
avaliacdo. Ressalta-se ainda a importancia do controle do teor de THC, visto que é
uma substéncia psicoativa. Atualmente, ndo existe uma monografia compendial para
avaliacdo dos canabinoides e os métodos, até entdo utilizados, séo os desenvolvidos
e validados pelos préprios fabricantes (BRASIL, 1976; MECHOULAM et al., 1970).

1.1 Vigilancia Sanitéria

Produtos e servicos capazes de trazer riscos a saude estao presentes de forma
constante no dia a dia da populacdo, como alimentos, cosméticos, produtos de
limpeza e medicamentos. Estes produtos sao considerados de interesse da vigilancia
sanitaria (VISA), que tem como objetivo desenvolver acdes para eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e intervir em problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéao e circulacdo de bens e da prestagao de servigcos de interesse
da saude (BRASIL, 1990).

No ambito dos medicamentos, as acdes de VISA sao aplicadas de acordo com
a Lei 5.991 de 17 de dezembro de 1973, que dispde sobre o controle sanitario do
comeércio de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos e a Lei 6.360

de 23 de setembro de 1976, que dispbe sobre as normas de vigilancia sanitaria a que
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ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos,
0S cosméticos, saneantes e outros produtos. Além destas, de acordo com a
complexidade e etapa do ciclo de vida do produto, outras legislacdes, como Portarias
e Resolucdes da Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa, sédo aplicaveis (BRASIL, 1973;
BRASIL, 1976).

As acgbes de VISA sao desempenhadas no ambito do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria (SNVS), definido pela Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, a
mesma legislacdo que criou a Anvisa. O SNVS abrange os servicos de VISA dos
municipios, os 0rgdos de VISA das Secretarias Estaduais de Saude e seus
Laboratorios Centrais (Lacen) e no nivel federal, a Anvisa e o Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS). De forma descentralizada, neste sistema
cada esfera possui suas atribuicdes e competéncias, portanto, o controle sanitario do
medicamento é feito desde sua producdo até o consumo pelo paciente (BRASIL,
1999).

Dentre as acBes de VISA, avalia-se a qualidade de produtos através de
analises que podem ser de natureza fiscal, de orientacdo ou de controle. Estas
analises tém como objetivo diminuir a exposicao da populacédo a produtos que nao
atendam os requisitos de qualidade. Sao realizadas pela Rede Nacional de
Laboratérios de Vigilancia Sanitaria (RNLVISA), na qual o INCQS est4 inserido. A
partir dos resultados obtidos, os desdobramentos sanitarios aplicaveis devem ser
realizados pela parte do SNVS competente (CONASS, 2011).

Além das andlises previstas em legislacao, demandadas pelos érgaos de VISA,
o INCQS também desenvolve, adequa e implanta metodologias analiticas aplicadas a
verificagdo da qualidade de produtos de &mbito sanitario e assessora os laboratorios
da RNLVISA (CONASS, 2011).

1.2 Cannabis Medicinal

Pertencente a familia Cannabaceae, a Cannabis sativa L. € uma planta que
possui apenas um género: Cannabis, uma espécie: sativa, e trés subespécies: sativa,
indica e ruderalis. Nativa da Asia Central, é usada para fins terapéuticos ha muitos
anos (ELSOHLY; SLADE, 2005; GONCALVES et al., 2019).
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Muitas referéncias foram encontradas de que a planta havia sido usada para
finalidades terapéuticas nos tempos faradnicos. Um dos documentos mais antigos,
gue data de 1700 anos a.C., relaciona seu uso ao tratamento de uma enfermidade,
com descricdo de utilizagdo por via ocular que, poderia fazer referéncia a um
tratamento para glaucoma ou como anti-inflamatério. Posterior a isto, outros
documentos, que descreviam 0 usoO terapéutico por outras vias e para diferentes
indicagcdes, também foram encontrados (RUSSO, 2007).

Seu uso foi descrito na farmacopeia mais antiga do mundo, baseada em usos
tradicionais Chineses. Entre as indicacdes encontradas, estdo o tratamento da dor
reumatica, constipacao, disturbios do sistema reprodutor feminino e malaria. Esta
mesma farmacopeia também fez referéncia a sua atividade psicoativa, hoje atribuida
ao THC, entretanto, ndo sdo encontrados relatos da época de seu uso como
alucinégeno (RUSSO, 2007; ZUARDI, 2006).

Na india, a planta era utilizada para fins psicoativos, religiosos, sendo
considerada uma planta sagrada, além de seu uso medicinal. Era utilizada como
analgésico, anticonvulsivante, hipnoético, ansiolitico, anestésico, anti-inflamatorio,
antibiético, antiparasitario, antiespéastico, digestivo, estimulante do apetite, diurético,
expectorante (ZUARDI, 2006).

Desde entdo, outras evidéncias de seu uso medicinal e estudos relativos a este
assunto também foram encontrados, inclusive, provenientes da medicina ocidental.
Na segunda metade do século 19, mais de 100 artigos ja haviam sido publicados na
Europa e nos Estados Unidos da América (EUA) a respeito do potencial terapéutico
da cannabis, que era comercializada também por laboratérios na forma de extrato e
tintura (RUSSO, 2007; ZUARDI, 2006).

Apesar disso, em meados do século XX, houve uma reducédo de seu uso. Este
fato é atribuido ao desenvolvimento de outros medicamentos no século anterior, cujos
principios ativos isolados eram mais facilmente entendidos e para os quais havia
indicacbes semelhantes aos da cannabis que, até entdo, era oferecida
medicinalmente na forma de extrato ou tintura. Ademais, um consenso sobre a
guantidade necessaria para efeitos clinicos e parametros de qualidade néo havia sido
estabelecido (RUSSO, 2007; ZUARDI, 2006).

Além do desenvolvimento de outros medicamentos, esta reducdo esti

extremamente associada a sua proibi¢cdo, que limitou o uso medicinal e cientifico. A
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proibicdo comecou, inicialmente, nos EUA, pela cobranca de taxas de pessoas que
utilizassem a planta de forma medicinal ou ndo. Caso o pagamento n&o fosse feito,
eram aplicadas punicbes como multas ou reclusdo. Posteriormente, a cannabis
passou a ser banida dos EUA e, a partir de decisbes tomadas em Convencodes
Internacionais, em outros paises também. Por fim, em 1941, ela foi retirada da
Farmacopeia Americana (BERTOLOTE, 2020; ZUARDI, 2006).

No Brasil, a cannabis comecou a sofrer restricdes pelo Decreto-lei n°® 891 de
1936, que proibia em todo territorio nacional o plantio, a cultura, a colheita e a
exploragdo desta e de outras plantas. Qualquer atividade relacionada a uma das
plantas mencionadas no decreto deveria ser respaldada por licenca da autoridade
sanitaria e visto da autoridade policial competente (BERTOLOTE, 2020).

Posteriormente, esta lei foi revogada pela publicacéo da Lei 6.368 de 1976, por
fim pela Lei 11.343 de 2006, que vigora até a presente data, sendo conhecida como
lei das drogas. Nesta Ultima, caracterizam-se drogas, as substancias entorpecentes,
psicotropicas, precursoras e outras sob controle especial, da Portaria SVS/MS n° 344,
de 12 de maio de 1998 (BERTOLOTE, 2020; BRASIL, 1998, 2006).

Devido a estas dificuldades impostas pelas restricbes legais, apenas apés a
identificagdo do THC em 1964, a descoberta do sistema endocanabinoide, formado
pelos receptores CB1 e CB2 e seus ligantes enddgenos, a anandamida e o 2-
araquidonoilglicerol (2AG), que a pesquisa cientifica sobre a cannabis se intensificou.
Por conseguinte, foram identificados mais de 323 constituintes quimicos presentes na
planta e houve aumento significativo das pesquisas sobre os efeitos terapéuticos
(GAONI; MECHOULAM, 1964; MARTIN; MECHOULAM; RAZDAN, 1999; RADWAN
et al., 2021; SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010; ZUARDI, 2006).

Entre estes constituintes quimicos da planta, estdo presentes flavonoides,
terpenos, alcaloides e canabinoides, sendo estes os mais conhecidos e produzidos
exclusivamente pela Cannabis sativa. Também chamados de fitocanabinoides, devido
a sua origem, eles séo secretados em resina pelos tricomas, encontrados nas flores
e em menor quantidade nas folhas do terco superior da planta (HAZEKAMP, 2007,
RADWAN et al., 2021; SHOYAMA et al., 1975; ZUARDI, 2006).

Os canabinoides sao metabdlitos secundarios da planta classificados
quimicamente como terpenofendis e sdo predominantemente apolares. Entre eles, 0s

mais abundantes na planta sdo o acido canabididlico (CBDA) e &acido
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tetrahidrocanabindlico (THCA), que apds sofrerem descarboxilacdo apresentam-se
em suas formas neutras como CBD e THC, respectivamente, sendo estes 0s mais
estudados para efeitos medicinais (GONCALVES et al., 2019; HAZEKAMP, 2007,
RADWAN et al., 2021; SHOYAMA et al., 1975).

Na literatura, sédo encontradas evidéncias para o uso do CBD de forma isolada
para o tratamento da epilepsia e reducéo de convulsdes, principalmente, associadas
a Sindromes de Lennox-Gastaut e Dravet. Além disso, também existem estudos
clinicos que indicam seu potencial uso no tratamento da dor e inflamacéo, sintomas
relacionados a esquizofrenia, Doenca de Parkinson, transtorno de estresse poés-
traumatico, melhora na abstinéncia e nos transtornos causados pelo uso de opioides,
nicotina, da propria cannabis de forma recreativa, e como ansiolitico (BARON, 2018;
SHOLLER; SCHOENE; SPINDLE, 2020; WHITING et al., 2015).

Ja o THC, de forma isolada, é indicado para prevencao de nauseas e vomito
induzidos por quimioterapia e caquexia relacionada ao HIV ou céncer, e possui
evidéncias de eficacia comprovadas em estudos clinicos para o tratamento da dor
cronica. Combinado com o CBD, € indicado para o tratamento da dor e espasticidade
na esclerose multipla (LEVINSOHN; HILL, 2020; WHITING et al, 2015; BARON,
2018).

Mais recentemente, tem-se observado importante efeito terapéutico do
Canabigerol (CBG), produto da descarboxilacdo do acido canabigerdlico (CBGA),
substancia precursora do CBDA e THCA. Apesar de ndo apresentar muita afinidade
com os receptores do sistema endocanabinoide, apresenta efeitos antifungicos,
analgésico e antiemético, sendo estes dois ultimos, aparentemente, superiores aos
do THC (LIMA, 2019).

Portanto, para garantir a qualidade, eficAcia e seguranca dos produtos de
ambito sanitario a base de Cannabis, torna-se necessario quantificar os principais
canabinoides utilizados para fins terapéuticos, CBD, THC, além dos canabinoides
relacionados, como seus precursores, CBDA, THCA e o ja conhecido produto de
degradacédo do THC, o Canabinol (CBN), que pode ocorrer dependendo das
condi¢des de armazenamento, temperatura e tempo (LEWIS et al., 2017). (Figura 1).



21

Figura 1 - Principais canabinoides no controle de qualidade de produtos derivados da

Cannabis sativa para fins medicinais.

CBDA

OH

CBN

Fonte: O autor, 2022.

1.3 Analise quantitativa de canabinoides
1.3.1 Preparo de amostra

Na analise de teor de um produto, o preparo da amostra é variavel de acordo
com a forma farmacéutica na qual o principio ativo € veiculado e a técnica analitica a
ser utilizada. Entre os processos podem estar presentes etapas de dispersao ou
solubilizacdo do analito de interesse; concentragdo; clean up, para remocédo dos
interferentes; filtracdo, para remocdo de materiais insolluveis e, no caso de formas
farmacéuticas solidas, a reducdo do tamanho de particula (NICKERSON, 2011).

No Brasil, os produtos derivados da Cannabis para fins medicinais séo
apresentados na forma de solucdes orais. Geralmente, para esta forma, o preparo da
amostra consiste apenas na diluicdo em solvente compativel com o método analitico
empregado, uma vez que o principio ativo ja esta solubilizado de forma homogénea
no produto. Entretanto, os produtos em questéo séao veiculados em matrizes viscosas.

Portanto, um preparo de amostra com mais etapas, como a agitacao e centrifugacéao,
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pode ser requerido para aumentar a eficiéncia no processo de extracdo do principio
ativo da amostra (NICKERSON, 2011; BU et al, 2011).

Neste caso, a escolha do solvente e a técnica de preparo, sobretudo a etapa
de agitacdo, tornam-se criticos para garantir que todo o principio ativo seja dissolvido
e recuperado. A agitacdo deve ser capaz de extrair o principio ativo para o diluente e
garantir boa homogeneizacao. Ela pode ser feita de forma manual ou mecénica, por
inversao, agitacdo magnética, movimento reciprocante, vortex, onde a mistura é feita
com movimentos circulares rapidos; ou, ainda, por sonicacao (agitacdo promovida por
energia ultrassoénica), que é considerada uma técnica, tanto de agitacdo quanto de
reducdo de particula (NICKERSON; LUNG, 2011).

Na literatura, foram encontrados métodos para quantificacdo de canabinoides
em diferentes tipos de produtos, principalmente em partes da planta, mas também em
produtos derivados, como as apresentacdes veiculadas em 6leo. Por possuirem
matriz que pode ser extraida durante o processo, € necessario que o preparo da
amostra seja capaz de reduzir possiveis interferentes e apresentar uma recuperagao
satisfatoria para os analitos de interesse (CITTI et al., 2018a, 2018b; MICALIZZI et al.,
2021; NEMESKALOVA et al., 2020).

Entre o0s canabinoides presentes nos procedimentos de extracao
desenvolvidos estavam CBD, CBDA, CBG, CBGA, CBN, THC, THCA. Quanto aos
solventes de extracdo na literatura sédo encontradas referéncias a utilizacéo de etanol,
metanol, hexano, triclorometano, acetato de etila e propanol, separadamente ou em
combinagdo. Os procedimentos utilizados no preparo destas amostras foram
dispersao ou solubilizacdo da amostra, que incluiram etapas de agitacdo em voértex,
banho de ultrassom e aguecimento, além de etapas de clean up, nas quais foram
aplicadas refrigeracao a -20°C, centrifugacéo e filtracdo (BRIGHENTI et al., 2017,
CARVALHO et al., 2020; CIOLINO; RANIERI; TAYLOR, 2018; CITTI et al., 2018a).

1.3.2 Método analitico

Na avaliacdo analitica de canabinoides, foram encontrados métodos que
utilizaram principalmente técnicas de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccao por espectrometria de massas (EM)
ou ultravioleta (UV). Para analise de produtos, a técnica de CLAE é a mais vantajosa,
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uma vez que é possivel analisar tanto os canabinoides acidos como 0s neutros sem
a necessidade de derivatiza¢do. Quanto aos detectores, EM é a melhor opgéo, devido
a maior seletividade, importante quando os produtos sdo menos purificados
(LAZARJANI et al., 2020).

As fases estacionarias mais reportadas na literatura foram as colunas C18, mas
alguns métodos sO obtiveram separacdo dos canabinoides com a utilizacdo de
colunas C18 com ligacdo a outros grupos funcionais. Ja& como fases moveis,
acetonitrila e agua com adicdo de acido férmico foram as mais utilizadas, mas além
delas, também foram encontrados trabalhos que utilizaram metanol, acido acético ou
solugdo tampédo. Grande parte destes utiliza eluicio em gradiente (CIOLINO;
RANIERI; TAYLOR, 2018; CITTI et al.,, 2018a, 2018b; FEKETE et al., 2018b;
HADENER; KONIG; WEINMANN, 2019; LAZARJANI et al., 2020; PROTTl et al., 2019;
WANG et al., 2018).

1.4 Justificativa

Os produtos que possuem canabinoides como principios ativos, como 0s
medicamentos, PC, produtos de importacdo ou os fornecidos por associacoes,
possuem risco sanitario. Portanto, € necessario que sua qualidade seja verificada para
garantir a eficiéncia dos tratamentos e a reduzir possiveis eventos adversos, atraves
da quantificacdo de canabinoides nestes produtos.

Apos a implementagdo do Programa de monitoramento pés mercado de PC e
medicamentos contendo CBD/THC, o laboratério de Medicamentos do INCQS foi o
integrante da RNLVISA que realizou as analises destes produtos. Essas analises
foram feitas de acordo com o método do fabricante, pois, até o momento, ndo ha
monografias para canabinoides na Farmacopeia Brasileira (FB), o compéndio
farmacéutico nacional que estabelece as exigéncias minimas de qualidade,
autenticidade e pureza de insumos farmacéuticos, de medicamentos e de outros
produtos sujeitos a vigilancia sanitaria.

Além da FB, é estabelecido pela RDC 511/2021 que na auséncia de monografia
na FB, podem ser usadas outras Farmacopeias definidas nesta mesma resolucéao.
Porém, nenhuma destas possui monografias para o doseamento de canabinoides em

produtos derivados da Cannabis. Destas, apenas as Farmacopeias Japonesa e Aleméa
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possuem monografias para cannabis publicadas, mas para fruto e flores,
respectivamente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; BRASIL, 2021).

As Farmacopeias Chinesa, Aiurveda, Indiana e Farmacopeia Americana de
Fitoterapicos possuem monografias ou recomendacdes de qualidade para derivados
ou partes da planta, entretanto, estas ndo sao autorizadas pela legislacao vigente.
Além destes, sdo encontrados na literatura alguns métodos de quantificacdo de
canabinoides, porém, ndo sdo muitos os trabalhos que apresentam estes métodos
aplicados a produtos com fins medicinais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2021; BRASIL, 2021).

Neste sentindo, considerando que o INCQS é referéncia nacional para controle
da qualidade de produtos vinculados a vigilancia sanitaria, e a importancia da
avaliacdo da qualidade analitica destes produtos pertencentes a diferentes categorias
regulatorias, este trabalho visa o desenvolvimento de um método rapido e de facil
aplicagdo para quantificagcdo de canabinoides em PC e medicamento a base de
Cannabis. O método serd posteriormente implementado e validado em outros
produtos de ambito sanitario, com o intuito de ser inserido na FB.

O desenvolvimento de um método farmacopeico se torna importante para
estabelecer os requisitos minimos de qualidade dos produtos que estdo sendo
comercializados no Brasil com fins terapéuticos, principalmente os produzidos de
forma artesanal pelas associacdes de pacientes, e os de importacao individual, que
ndo sdo autorizados ou registrados pela Anvisa, portanto, ndo possuem qualidade,
seguranca e eficacia comprovados perante a agéncia. Sendo assim, a verificacao
analitica destes produtos auxiliara na reducéo dos possiveis riscos sanitarios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologia por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada ao detector de arranjo de diodos (DAD) para determinacgéo dos canabinoides

CBD, THC, CBDA e CBN em produtos a base de Cannabis para fins medicinais.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar diferentes condicBes de preparo das amostras e estabelecer a mais
adequada;

e Avaliar diferentes condi¢6es cromatogréficas;

e Avaliar os parametros de precisdo, exatidao, linearidade e seletividade do
meétodo para o ensaio de teor de CBD e THC;

e Aplicar metodologia desenvolvida em produtos derivados da cannabis para fins

medicinais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Os produtos derivados de cannabis utilizados como amostras foram
disponibilizados através do programa de monitoramento analitico pés-mercado de
produtos da Cannabis e medicamentos contendo CBD/THC, coordenado pela Anvisa.
Foram utilizados quatro lotes de produtos, de dois fabricantes, ambos formulados em

solugéo oral (Quadro 1).

Quadro 1 - Produtos no estudo de desenvolvimento de método

Principio Concentragao . Densidade
Produto ativo (mg.mL1) Excipientes (g/mL)
1 CBD 200 Oleo de milho e butil- 0,03
hidroxianisol.
Propilenoglicol, 6leo de
2 CBD e THC 25e 27 hortela-pimenta, etanol | 0,92 — 0,94
anidro.

Fonte: O autor, 2022.

3.2 Equipamentos, materiais e reagentes

3.2.1 Equipamentos

e Agitador de tubos tipo vortex individual. Fabricante DLAB, modelo MX-S.

e Balanca analitica. Fabricante Mettler Toledo, modelo AG258.

e Banho ultrassom. Fabricante Branson, modelo 2510.

e Centrifuga. Fabricante Eppendorf, modelo 5804-R.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia do fabricante Shimadzu, com injetor
automatico SIL-20A, bombas LC-10ADvp, forno CTO-20A e detector UV-VIS SPD-
M10Avp. Software para controle do sistema, aquisicdo e andlise de dados
LabSolutions.

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia de modulo Unico Nexera-i LC2040c 3D
Plus. Software para controle do sistema, aquisicAo e analise de dados
LabSolutions.

e Sistema de purificagdo de agua, fabricante Milipore, modelo Milli-Q Integral 10.
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3.2.2 Materiais e Reagentes

e Coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5um). Fabricante: ACE, lote: V12-6628.

e Solventes grau CLAE: acetonitrila e metanol, grau P.A: n-hexano, etanol.

e Solugdo SQR THC. Teor: 0,995 mg.mL*. Fornecedor USP, lote: RO45HO.

e Substancia Quimica de Referéncia (SQR) CBD. Fornecedor: BSPG Laboratories,
lote: 1188565.

e Solucdo SQR CBDA. Teor: 1,00 mg.mL. Fornecedor Dr. Ehrenstorfer, lote 2-
H388869AL.

e Solucdo SQR CBN. Teor: 1,00 mg.mL*. Fornecedor Lipomed, lote 377.1B16.112.

e Solucdo SQR contendo canabidivarina (CBDV), CBDA, CBG, CBD, CBO, tetra-
hidrocanabivarina (THCV), CBN, 9-THC, 8-THC, canabicromeno (CBC), THCA.
Fornecedor: fabricante do produto 2.

e Solucdo SQR CBD. Teor: 0,1012 mg.mL™*. Fornecedor: fabricante do produto 2.

e Solucdo SQR THC. Teor: 0,0952 mg.mL. Fornecedor: fabricante do produto 2.

e Solucdo SQR contendo CBG, CBN, CBC. Fornecedor: fabricante do produto 2.

e Solucdo SQR contendo CBDA, THCV, THCA. Fornecedor: fabricante do produto 2.

e Solucdo SQR contendo CBDV e CBO. Fornecedor: fabricante do produto 2.

3.3 Otimizacéo do preparo da amostra

Os teores de principio ativo dos produtos foram determinados através de
analises de orientacado ou fiscal, realizadas no @mbito do programa de monitoramento,
de acordo com os métodos dos respectivos fabricantes, previamente transferidos,
conforme descrito em procedimento operacional padrao (INCQS, 2021).

Com o objetivo de estabelecer uma técnica Unica de preparagéao das amostras,
esta etapa descrita no méetodo do produto 1 foi reproduzida e aplicada para o produto
2 e posteriormente, foram reproduzidas técnicas encontradas na literatura para ambos
(CARVALHO et al., 2020; CIOLINO; RANIERI; TAYLOR, 2018).

A partir dos resultados foram propostas modificacbes para otimizacdo no
preparo de amostra. Os testes foram realizados em duplicata ou triplicata. As amostras
foram submetidas por diferentes intervalos de tempo a agitacdo por vértex, movimento

reciprocante (shaker), ou ultrassom, além de refrigeracdo e centrifugacdo para
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separacédo do veiculo oleoso. Como solventes de extracdo foram testados metanol,
metanol: agua (9:1), metanol: n-hexano (9:1) e etanol: agua (95:5) (Quadro 2). Por
fim, as amostras foram analisadas por CLAE-UV nas condi¢des cromatograficas

descritas no método do fabricante do produto 1.

3.4 Desenvolvimento do Método Analitico

A técnica de CLAE com deteccédo por EM é considerada a melhor opcéo para
a quantificacdo de canabinoides em produtos de cannabis, entretanto, este trabalho
tem como objetivo desenvolver um método que possa ser extensamente utilizado, e a
deteccdo por UV €& de menor custo e mais presente nos laboratérios publicos e
privados.

Portanto, o desenvolvimento do método analitico se deu por esta técnica, em
equipamento de mddulo Unico Nexera-i LC2040c 3D Plus, com fase estacionaria (FE)
octadecilsilano (C18) e solucfes de SQR de canabinoides como amostras.

Com o objetivo de obter uma corrida cromatografica com menor tempo possivel
e resolucéo suficiente entre os principios ativos e as substancias relacionadas, foram
testadas diferentes condigBes cromatogréficas.

Inicialmente buscou-se reproduzir métodos encontrados na literatura, e
posteriormente foram feitas modificacbes conforme a necessidade. O método
desenvolvido foi escolhido considerando os parametros de resolugdo entre os sinais
dos canabinoides presentes na solucdo de SQR contendo 11 canabinoides, com
énfase em CBDA, CBD, CBN e A9-THC.

3.5 Estabilidade das SQR de CBD e THC

Para verificar a estabilidade das SQR de CBD e THC, foram feitas 14 inje¢bes
de solucdo a 0,1 mg.mL* em etanol 95%, com intervalo de 54 minutos entre elas. A
solucéo foi mantida no amostrador automatico do cromatografo em temperatura de
10°C durante o periodo de realizacdo do ensaio. As condigcbes cromatograficas
utiizadas foram as mesmas estabelecidas no desenvolvimento de método do

presente trabalho.



Quadro 2 - Condicdes do preparo de amostra

Testes

A

Solvente de
extracao

Etanol 95%

Metanol:hexano
(9:1)

Metanol:hexano
(9:1)

Metanol

Metanol

Metanol 90%

Etanol 95%

Etanol 95%

Fonte: O autor, 2022.

Concentracao
de trabalho

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

100pg/mL

Agitacao

, Ultrassom
por vortex

Centrifuga

Método do fabricante do produto 1

5 min 0, 15mi‘n i
ou 30min

] 30min 210nr:i?n ((12258761Xxg3)
5 min 15min -
5min 15min -

- - 15min (3214 x g)

- 15min 15min (3214 x g)
5min 5min 10min (3214 x g)
5min - 10min (3214 x g)

Refrigeracao
(-20°C)

30min

29

Agitador

A Shaker
multiplo
15 min -
5min 15min
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3.6 Parametros de avaliacdo do método

Apos a definicdo das condi¢cBes de preparo das amostras e método analitico,
avaliaram-se o0s parametros de precisao, exatidao, linearidade e seletividade do
método para o ensaio de teor de CBD e THC, conforme preconizado na RDC n° 166
de 2017 (BRASIL, 2017).

3.6.1 Precisao

O parametro de precisdo foi avaliado pelos resultados dos ensaios de
repetibilidade e precisédo intermediaria. A repetibilidade foi determinada pela injecéao
em triplicata de seis réplicas individualmente preparadas, nas condicbes preparo e
método analitico estabelecidos no desenvolvimento da metodologia, a 100% da
concentracéo de trabalho, pelo mesmo analista, com a mesma instrumentagédo em
uma unica corrida analitica.

Determinou-se a precisdo intermediaria através do mesmo procedimento
descrito para repetibilidade, porém, o analista e dia do ensaio foram alterados. O
critério de aceitaco para estes ensaios é de Desvio Padréo Relativo (DPR) menor ou
igual a 5,0%, para o teor das replicatas (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2021).

3.6.2 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelos resultados de recuperacdo dos principios ativos
obtidos no ensaio de repetibilidade, de acordo com a equacgéo abaixo. O critério de
aceitacao, de acordo com a concentracao de trabalho é de 90 a 107% de recuperacéo
média e 5,3% de DPR (AOAC, 2016).

Resposta da amostra x 100
Resposta do SQR

Recuperacio =
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3.6.3 Linearidade

O ensaio para avaliacdo deste parametro foi realizado através da técnica de
adicdo padrdo, pois o desenvolvimento da metodologia foi feito no produto
farmacéutico e ndo se tinha disponivel os insumos farmacéuticos ativos, placebos e
excipientes (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2021).

Solucdes das amostras a 200% da concentracdo de trabalho, ou seja, 200
pug/mL, foram preparadas de acordo com o procedimento definido no método
desenvolvido, assim como outras duas soluc¢des contendo, 250% da concentracao de
trabalho de CBD e 250% da concentracdo de trabalho de CBD e THC (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2021).

Posteriormente, foram adicionadas aliquotas das solucdes de SQR as solucdes
de amostras, e avolumadas com diluente, a fim de que fossem obtidas curvas de
adicdo-padrdo com pontos correspondentes a 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da
concentracdo de trabalho. Uma curva analitica com as mesmas concentracdes foi
preparada com o diluente.

A linearidade do método foi avaliada utilizando o Software Action Stat®
conforme preconizado na RDC N° 166/2017, pelos os seguintes parametros e critérios
de aceitacao:

e Teste do coeficiente angular — para avaliar a significancia do modelo linear
utilizou-se o teste F da Anova. Quando o p-valor do teste F da Anova < 0,05 0
coeficiente angular é diferente de zero; demonstrando ser significativo, ao nivel
de significancia de 5%. Se p-valor > 0,05, o coeficiente angular € igual ao zero

e néo é significativo ao nivel de 95%.

e Coeficiente de correlagao (r) = 0,990.

e Modelo Homocedastico - Teste de Breusch Pagan, p-valor > 0,05.

e Avaliacdo da Normalidade dos Residuos - Teste de Shapiro Wilk, se p-valor >
0,05 verifica-se a distribuicdo normal.

e Teste de independéncia - Teste Durbin-Watson (MMQO), quando p-valor >

0,05, demonstra-se a independéncia das observacoes.
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3.6.4 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na
presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz (BRASIL, 2017).

Neste estudo as matrizes sem o analito ndo estavam disponiveis, portanto, a
seletividade foi avaliada pela comparacdo das curvas de adicdo do padrdo nas
matrizes dos produtos 1 e 2 com a curva analitica dos padrées em cinco niveis,
equivalentes a 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da concentracao de trabalho.

A seletividade do método foi avaliada utilizando o Software Action Stat®, onde
avaliou-se 0s seguintes parametros e critérios de aceitacao:

e Igualdade de intercepto, se p-valor > 0,05 verifica-se que as retas possuem

0 mesmo intercepto.
e Paralelismo, se p-valor > 0,05 verifica-se que as retas sdo paralelas.

e Coincidéncia, se p-valor > 0,05 verifica-se que as retas sédo coincidentes.
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As oito condigdes de preparo de amostra (testes A a I) foram avaliadas pelos

resultados de recuperacao dos principios ativos CBD e THC (Tabela 1) estimados em

relacdo aos valores de concentracdo estabelecidos pelos fabricantes. O valor de

recuperacdo meédia utilizada como critério de aceitacdo, de acordo com a
concentragéo de trabalho foi de 90% a 107% e 5,3% de DPR (AOAC, 2016).

Tabela 1 - Recuperagfes médias no desenvolvimento da técnica de preparo da amostra

Recuperacédo média (%)

Teste CBD THC
Produto 1 Produto 2 Produto 2
A 112,15 + 0,07 102,69 + 0,19
0 min* 95,43 +9,54 104,38 + 1,39
B 15 min* 103,12 108,04 + 7,43
30 min* | 103,19 + 3,76 105,71 £5,11
0 min* 106,51 + 2,79 108,99 + 4,02 105,73 £ 2,67
B 15 min* | 116,35+ 0,59 104,81 + 2,48 103,28 + 2,82
30 min* | 109,44 + 3,31 103,96 + 2,59 103,31 + 2,65
C 96,48 + 5,55 109,69 + 2,83 100,55 + 2,56
D 67,31 + 3,79 78,50 £ 5,41 64,86 + 3,37
E 129,60 + 5,95 101,71 + 4,67 93,54 £ 5,04
F 93,04 £ 4,72 106,00 £ 1,47 100,43+ 1,34
G 106,82 + 2,23
H 105,35 + 0,56 104,07 £ 0,04 106,62 + 0,30
I 102,45 + 4,32 104,25 + 1,39 103,03+ 2,31

* Tempo no ultrassom

Fonte: O autor, 2022.

O teste A corresponde as condicbes do método analitico do fabricante do

produto 1, portanto, o resultado do produto 2 neste método foi satisfatorio para andlise
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de THC e insatisfatério para CBD, com valor superior ao estabelecido como critério
de aceitacdo. No entanto, foi observada baixa variacdo de resposta entre as replicatas
dos analitos.

As condicfes de analise do método do fabricante do produto 2 ndo puderam
ser aplicadas ao produto 1, pois o solvente de extracdo ndo permitiu a solubilizagao
da sua matriz oleosa.

Dois testes (B e C) correspondem a métodos descritos na literatura aplicados
a produtos de interesse medicinal. O teste B foi o proposto no trabalho de Ciolino e
colaboradores (2018), em que a amostra € transferida para um frasco contendo etanol
95%, misturada em vortex para dispersar ou dissolver a matriz, e sonicadas por 30
minutos caso a matriz ndo tenha sido dissolvida.

Observou-se que em cinco minutos de agitacdo em vortex foi obtida uma
disperséo eficaz das amostras no solvente de extracao, portanto, esta condigéo foi
mantida para avaliacdo do método descrito neste artigo. Além da reproducédo do
método, avaliou-se a influéncia no tempo de ultrassom (0, 15 e 30 minutos) para a
recuperacédo dos analitos.

Este teste foi realizado em duas ocasides, na primeira avaliou-se apenas a
recuperacdo de CBD e na segunda foram avaliadas as recuperacbes dos dois
analitos. Para as trés variagOes do tempo foram observadas recuperacoes, de 95,43
+ 9,54% até 116,35 + 0,59% para CBD e de 103,28 + 2,82% até 105,73 + 2,67% para
THC. A influéncia do tempo no ultrassom mostrou ser mais importante para o produto
1, formulado em 6leo. Para as replicatas que ndo passaram pelo ultrassom foi
observado uma recuperacdo menor, em relagdo as que permaneceram por 15 e 30
minutos.

O teste C foi o proposto no trabalho de Carvalho e colaboradores (2020).
Conforme descrito no artigo, as amostras foram pesadas em tubos de centrifuga, o
solvente de extracdo metanol: n-hexano (9:1 v/v) foi adicionado, a homogeneizacgéo
foi feita em centrifuga a 1286 x g por 1 minuto, em seguida, as amostras foram levadas
para banho de ultrassom por 30 minutos, depois refrigeradas a -20°C por 30 minutos
e centrifugadas a 2571 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana
PTFE 0,22 pm e diluido conforme necessidade.

Os volumes das aliquotas foram medidos de modo gravimétrico, e valores de

recuperacdo foram corrigidos de acordo com as densidades dos produtos. Pelos



35

resultados obtidos, 0 método foi mais adequado para o produto 2 do que para o 1, no
qual o DPR foi maior do que 5%, entretanto, o valor de recuperacéo para CBD no
produto 2 encontra-se acima de 107%.

A partir dos resultados obtidos com os métodos reproduzidos, foram propostas
novas condicdes a serem testadas com o0s solventes de extracdo utilizados
anteriormente no presente trabalho. Na literatura, solventes como triclorometano,
acetato de etila e propanol, foram extensamente empregados no preparo de amostras
semelhantes, porém estes nao foram testados devido a boa recuperacao ja alcancada
com os solventes utilizados nos métodos avaliados. Além disso, os solventes testados
apresentam menor toxicidade e/ou maior disponibilidade no laboratorio.

Valores de recuperacdes proximos a 100% foram obtidos para os dois produtos
na reproducdo dos métodos de Ciolino e colaboradores (2018) e Carvalho e
colaboradores (2020). Porém, este ultimo método emprega um longo processo de
extracdo (aproximadamente 80 minutos), portanto, foi proposto um teste em que fosse
utilizado o solvente de extracdo usado por Carvalho e colaboradores (2020) no
procedimento descrito por Ciolino e colaboradores (2018) (Teste D).

No teste D, as amostras foram transferidas para um tubo contendo metanol:n-
hexano (9:1), agitadas por inverséo, posteriormente por vortex durante cinco minutos
e levadas ao ultrassom por 15 minutos, por fim, diluidas para obtencdo de uma
concentracdo de 100 pg.mL*, filtradas e transferidas para vial. A proposta de
alteracdo no método mostrou-se insatisfatoria, porque as recuperacdes foram
inferiores ao necessério para ambas as amostras.

O mesmo procedimento também foi testado alterando o solvente de extracéo
para metanol (Teste E). Os resultados de recuperacdes médias foram proximos a
100%, entretanto, os coeficientes de variacdo ficaram proéximos ao limite aceitavel
(5,00%).

Alteracbes nas condicdes analiticas do método do fabricante do produto 1
também foram propostas. Como a desvantagem observada no método original foi a
realizacdo de diversas etapas, que consomem mais de 60 minutos para execucéo, foi
testada a adaptacédo do método condensando todas as etapas em apenas uma (Teste
F). O resultado do teste foi satisfatorio para os dois produtos, porém, o valor de DPR

para o produto 1 foi proximo ao limite de 5,00%.
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No teste G, prop6s-se um novo procedimento, com metanol:agua (9:1) como
solvente de extracdo, e mais etapas de processo de extracdo da amostra, além da
adicao de uma etapa de centrifugacéo para reducao de interferentes da matriz. Como
o produto 1 foi o que apresentou desempenho inferior nos meétodos testados
anteriormente, apenas ele foi utilizado como amostra. Obteve-se como resultado valor
de recuperacdo de CBD dentro do critério de aceitacao.

Apesar dos bons resultados ja obtidos, testou-se mais uma condi¢cdo, com
menor tempo de execucdo. Um volume de 100 pL das amostras foi transferido para
um tubo de polipropileno, adicionou-se etanol 95%, agitou-se por inversao e depois
em vortex por cinco minutos, metade das replicatas ficaram por cinco minutos no
ultrassom (Teste H) e a outra metade seguiu direto para a etapa seguinte (Teste 1),
em que todas foram centrifugadas a 3214 x g durante 10 minutos. Por fim, diluiu-se o
sobrenadante a uma concentracdo de 100 pg.mL?! e filtrou-se a solugdo em
membrana PTFE 0,22 um para vial. O peso destas aliquotas foi registrado, e
posteriormente os valores de recuperacdo foram corrigidos de acordo com a
densidade. Os resultados de ambos os testes foram satisfatorios.

Nos testes B, D e E foram realizados os mesmos procedimentos de extracéo e
centrifugagéo das amostras, variando apenas os solventes de extracao, etanol 95%,
metanol:n-hexano (9:1) e metanol, respectivamente. Observou-se que a extragdo com
etanol:dgua (95:5) foi a mais eficiente, assim como observado por Ciolino e
colaboradores (2018) e Brighenti e colaboradores (2017). Este resultado se deve a
alta afinidade do etanol pela estrutura molecular dos canabinoides (CITTI et al.,
2018a).

Ciolino e colaboradores (2018) avaliaram a eficiéncia de extracdo de quatro
solventes, etanol, acetonitrila, etanol:agua (95:5) e acetonitrila:dgua (95:5), frente aos
canabinoides THCA, A9-THC, CBGA, CBD, CBDA e CBN presentes em amostras
comerciais de planta e de 6leo da planta. Ja Brighenti e colaboradores (2017)
observaram que em comparagdao com metanol, metanol:triclorometano (9:1), acetona
e hexano, o etanol foi o que apresentou polaridade mais adequada para extracédo de
canabinoides néo psicoativos CBD, CBG, CBDA, CBGA em inflorescéncias da
Cannabis sativa L.

Por fim, durante os testes para o desenvolvimento do método, foi possivel notar

que por se tratar de amostras com maior viscosidade, a aliquotagem em uma
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micropipeta mecéanica de deslocamento de ar n&o foi eficaz, pois a solugdo néo
consegue ser totalmente escoada da ponteira, 0 que pode ocasionar erros. Este
problema pode ser solucionado com a utilizacéo de pipeta e ponteira de deslocamento
positivo ou, pela amostragem por medida gravimétrica, caso a densidade do produto
seja conhecida.

Dentre os testes realizados, o teste H foi o que apresentou resultados de
recuperacdo dentro dos limites estabelecidos, com baixo DPR e menor tempo de
execucao, além de ter sido um dos testes em que o volume das aliquotas foram

também pesadas. Portanto, dentre os métodos testados, este foi 0 selecionado.

4.2 Desenvolvimento do Método Analitico

No desenvolvimento do método de andlise de canabinoides por CLAE-UV,
parametros como FE, Fase Mével (FM), fluxo, modo de eluicdo, volume de injecao da
amostra e comprimento de onda em gue os analitos apresentam seus maximos de
absorcdo foram avaliados e selecionados para estabelecer a melhor condicdo
cromatografica, em um intervalo de tempo razoavel, capaz de resolver os sinais dos
analitos presentes na solucdo de SQR, principalmente CBD, THC, CBDA e CBN.

Durante o desenvolvimento, utilizou-se como FE octadecilsilano (C18), que
também foi a mais utilizada nos métodos descritos na literatura. Apesar de nestes
métodos serem utilizadas majoritariamente colunas cromatograficas com tamanhos
de particulas inferiores a 3 um, que auxilia a eficiéncia de separacéo dos analitos, no
presente trabalho utilizou-se uma com 5 pum devido a disponibilidade no laboratério
(CITTI et al., 2018a; LAZARJANI et al., 2020; MICALIZZI et al., 2021).

As solucdes de FM para o sistema cromatografico mais utilizadas nos métodos
da literatura foram de acido formico em agua e em acetonitrila. Contudo, alguns artigos
obtiveram melhor resolucdo dos picos com a utilizacéo de solu¢gbes tampao como FM
(CITTI et al., 2018b; HADENER; KONIG; WEINMANN, 2019; MICALIZZI et al., 2021;
PROTTI et al., 2019; WANG et al., 2018).

Krizman (2020) ao desenvolver método para analisar CBDV, CBDA, CBGA,
CBG, CBD, THCV, CBN, A9-THC, A8-THC, THCA e CBC, observou que a adi¢ao de
formiato de aménio na solugdo de acido férmico com acetonitrila, pH

aproximadamente 3,3, foi determinante na seletividade do método, por diminuir o
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tempo de retengdo de CBDA e CBGA e ao mesmo tempo aumentar o tempo de
retencdo de CBG e CBD. Assim como Krizman (2020), Carvalho e colaboradores
(2020) também utilizaram, como FM, solu¢cdo tampdo formiato de amoénio para
separacao de CBDA, CBD, THCA, CBN e THC.

Para selecado da FM, Ciolino e colaboradores (2018) avaliaram solucdes de
acetonitrila e metanol e condigbes tamponantes com a adi¢cao de 4cido acético, acido
férmico ou acido citrico e pH entre 2,5 e 5,1. A fase que obteve melhor resultado para
analise dos canabinoides foi acetonitrila: 0,5% acido acético (66:34) pH 2,9, e a FM
com &cido formico ocasionou muita retencao do pico de THCA devido ao seu pH mais
baixo.

Fekete e colaboradores (2018) avaliaram a influéncia do pH de trés tampdes,
formiato de amdnio (pH 2,7), acetato de aménio (pH 5,0) e amonio (pH 8,9), e de dois
modificadores orgéanicos da FM, um protico, etanol, e um aproético, acetonitrila. Os pHs
5,0 e 8,9 foram os que apresentaram melhores resultados, sendo que, em pH 8,9, os
compostos acidos apresentaram formatos de picos mais largos e com cauda. Quanto
aos solventes, foi escolhido a acetonitrila, que apresentou uma janela de eluicdo maior
e uma capacidade de pico mais alta do que o etanol, apesar deste Ultimo promover
maior seletividade.

No entanto, além das informacdes da literatura, considerou-se a praticidade no
preparo das solucbes e a compatibilidade das FM com CLAE acoplada a
espectrometria de massas sequencial, caso posteriormente haja interesse de
transferéncia do método para esta outra técnica analitica considerada mais eficiente
na analise de produtos derivados da cannabis para fins medicinais.

Portanto, solugbes a 0,1% de acido férmico em acetonitrila e em &agua,
utilizadas como FM A e B, respectivamente, foram testadas, em diferentes proporg¢oes
e modos de eluicdo. Todos os testes foram realizados em fluxo de 0,6 mL.min™.

Foram testados gradientes iniciando com maior e menor porcentagem da FM
aguosa, seguido de aumento da fase organica. Nas corridas em que esta
porcentagem era maior do que 50%, foi observado que o0s picos ndo foram eluidos em
corridas de até 20 minutos.

Os melhores resultados de resolucéo foram obtidos em eluicdes em gradiente,
com proporcéo inicial de 50:50, com aumento da fase organica até 95%. Dentre estes
gradientes, o utilizado no teste X (Quadro 3) foi o que apresentou melhor resultado de
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resolucdo. Estas proporcdes também foram utilizadas por Protti e colaboradores
(2019) para separacao de CBD, THC, CBN, CBDA e THCA.

Quadro 3 - Gradiente dos testes X e Z

Tempo Gradiente X Tempo Gradiente Z
(min) FM A (%) FM B (%) (min) FM A (%) FM B (%)
0,0 50 50 0,0 50 50
10,0 95 5 10,0 95 5
20,0 95 5 16,0 95 5
22,0 50 50 17,0 50 50
26,0 50 50 18,0 50 50

Fonte: O autor, 2022.

No teste X, foi observado que os picos foram eluidos entre 10 e 16 minutos.
Neste intervalo, a proporcdo da FM encontrava-se em 95:5. Portanto, também foi
realizado teste em modo isocratico com esta proporc¢do, entretanto, devido a forca do
eluente, alguns picos eluiram ainda no tempo morto e houve sobreposi¢des de outros.

Deste modo, decidiu-se retornar para a condicdo do teste X, porém, reduziu-se
o tempo de corrida, uma vez que os sinais foram eluidos em até 16 minutos, logo,
uma corrida de 26 minutos mostrou-se desnecessaria. Por conseguinte, a eluicdo em
gradiente descrita no teste Z - Quadro 3, foi testado, com utilizacdo do forno da coluna
em 25°C e em 37°C (Figuras 2 e 3). Os sinais cromatograficos dos canabinoides foram

eluidos entre 9 e 16 minutos, e nomeados de A — K.
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Figura 2 - Cromatograma do teste Z em 25°C, com analitos na concentragdo de 0,002 mg.mL!

mau

PDAMulti 3 220nm,4nm)

2254

200

1751

1504

1254

100

75

50

25

Fonte: O autor, 2022.

Figura 3 - Cromatograma do teste Z em 37°C, com analitos na concentragdo de 0,002 mg.mL-!
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Fonte: O autor, 2022.

A temperatura mais elevada reduziu a resolugdo de 7 dos 11 sinais
cromatograficos (Tabela 2). Portanto, utilizando a condicdo com temperatura de 25°C,
foram injetadas as solu¢cdes SQR de CBD, THC, CBDA e CBN para comparagao dos



41

tempos de retencdo, com o objetivo de identificar os picos correspondentes a estes
canabinoides.

Os outros sinais foram deduzidos pela ordem de eluicdo através da
comparac¢ao com o método do produto 2, que possui FM com composi¢do semelhante
a testada e pela comparacdo dos cromatogramas obtidos apOs injecdo das trés
solugdes contendo: CBG, CBN e CBC; CBDA, THCV e THCA; CBDV e CBO. Este
recurso foi utilizado uma vez que os padrdes destes canabinoides ndo estavam
disponiveis de forma isolada.

A correspondéncia entre os sinais cromatograficos e cada canabinoide, além
dos valores de resolu¢cédo encontram-se na Tabela 2. Apesar de néo ter sido possivel
obter resolucdo suficiente para os 11 canabinoides, considerou-se que a resolucéo

entre os canabinoides do objetivo do presente trabalho € atingida.

Tabela 2 — Resolucéo dos picos nos testes Z a 25°C e 37°C.

Sinais Canabinoides Resolucéao Resolucao
cromatograficos correspondentes teste Z—25°C teste Z — 37°C

A CBDV - -

B CBDA 5,55 5,31
C CBG 191 1,87
D CBD 1,24 1,15
E CBO 1,22 0,61
F THCV 1,69 1,17
G CBN 5,94 5,88
H A9-THC 3,60 4,10
I A8-THC 0,16 0,48
J CBC 1,39 2,94
K THCA 2,37 1,84

Fonte: O autor, 2022.

Os sinais que apresentaram resolucao inferior a necessaria para quantificacao
no teste foram CBD - CBG, CBO - CBD e A8-THC - A9-THC. As duplas CBD - CBG e
A8-THC — A9-THC nao apresentaram resolugao de linha de base em nenhuma das

condicOes testadas. A dificuldade na separacéo entre CBG e CBD também foi relatado
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na literatura. Para resolver estes picos, Fekete e colaboradores (2018) utilizaram
temperatura de 50°C e Krizman (2020), 37°C, ambos utilizando como FE
octadecilsilano, entretanto, também utilizaram solu¢cbes tamp&o como parte aquosa
da FM.

Citti e colaboradores (2018b) conseguiram obter resolugéo destes picos pela
alteracdo do modo de eluicdo, de isocratico para gradiente, e pela troca do
comprimento da coluna cromatografica, de 50 mm para 100 mm, ambas C18, com o
mesmo diametro e tamanhos de particula, 3,0 mm e 2,7 um, respectivamente.
Nemeskalova e colaboradores (2020), também utilizaram como FE uma coluna C18 e
modo de eluicdo em gradiente para tentar resolver os picos CBD, CBG, entretanto,
nao obtiveram sucesso e a separacdo foi considerada insuficiente para deteccéo
apenas por UV.

No método do fabricante do produto 2, a dupla CBD — CBG, junto com CBG —
CBDA e CBC — THCA séao consideradas criticas para adequacao do sistema. As
resolucdes que estas duplas obtiveram no método desenvolvido foram iguais ou
superiores ao limite especificado pelo método do fabricante. Portanto, baseado no
método desenvolvido, podem ser realizadas otimizac¢des, a fim de conseguir melhor
separacao entre 0S onze picos presentes na solucao.

Quanto a deteccéao, foi selecionado o comprimento de onda de 220 nm, uma
vez que foi o valor aproximado de comprimento de onda com absor¢do maxima para
0s picos na solucdo de SQR e nas solucdes de amostra, tanto para os canabinoides
acidos quanto para os neutros. Este comprimento de onda também foi utilizado nos
métodos dos fabricantes 1 e 2.

Assim como relatado na literatura, foi observado que os canabinoides acidos
também apresentaram picos de absor¢do entre 270 nm e 310 nm, o que pode ser
observado na Figura 4. O perfil de absor¢ao de CBD, A9-THC, CBN séo apresentados
nas Figuras 5 - 7 (CITTI et al., 2018a; LAZARJANI et al., 2020).



Figura 4 — Espectro de absor¢cdo de CBDA na solucdo SQR
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Figura 5 - Espectro de absor¢do de CBD na solugcdo SQR
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Figura 6 - Espectro de absorc¢do de THC na solu¢do SQR
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Figura 7 - Espectro de absor¢do de CBN na solugdo SQR
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As condic¢des analiticas do método que ofereceu, dentre as condi¢gfes testadas,
valores de resolucédo suficientes e menor tempo de corrida, estdo apresentadas no
Quadro 4.

Quadro 4 - Condi¢des do método desenvolvido

FE C18, 5um, (150 x 4,6)mm
Detector UV (220 nm)
Fluxo 0,6 mL.mint
Volume de injegéo 20 pL
M A: 0,1% &cido formico em acetonitrila
B: 0,1% acido formico em agua
0 min 50%B
10 min 5%B
Gradiente 16 min 5%B
17 min 50%B
18 min 50%B

Fonte: O autor, 2022.

4.3 Estabilidade das SQR CBD e THC

A estabilidade das solu¢cdes SQR de CBD e THC em etanol 95% foi avaliada
na mesma concentracao de trabalho do método desenvolvido. O estudo se deu pelo
armazenamento da solugcéo durante as 14 horas em que o ensaio foi realizado, no
menor valor de temperatura permitido (10°C).

Nas Figuras 8 e 9 sdo apresentados os valores de areas obtidos em funcéao do
tempo das inje¢cOes destas solugdes, de CBD e THC, respectivamente. O DPR das
areas foi de 0,76% para CBD e 0,27% para THC, valores dentro do limite
recomendado entre injecdes, que € de 2%. Logo, a solucdo mostrou-se estavel no

periodo de 14 horas nesta temperatura.
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Figura 8 — Relagdo da area obtida da SQR CBD pelo tempo no estudo de estabilidade
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Fonte: O autor, 2022.

Figura 9 - Relacéo da area obtida da SQR THC pelo tempo no estudo de estabilidade
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Fonte: O autor, 2022.

4.4 Parametros de avaliagdo do método

4.4.1 Precisao

O resultado do ensaio de repetibilidade do método para CBD e THC nos

produtos 1 e 2 estdo apresentados na Tabela 3 e os de precisdo intermediaria na
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Tabela 4. Os valores calculados de DPR foram inferiores a 5,0%, tanto no ensaio de

repetibilidade, quanto no de precisdo intermediaria, o0 que atesta a precisdao do

método.

Tabela 3 — Valores de repetibilidade CBD e THC nos produtos 1 e 2

CBD THC
Produto 1 Produto 2 Produto 2
Replicata Area média Replicata Area média Replicata Area média
(n=3) (n=3) (n=3)
TR1 7450861 TR1 7522577 TR1 8219004
TR2 7587761 TR2 7346501 TR2 7993089
TR3 7592263 TR3 7418798 TR3 8161716
TR4 7447707 TR4 7368649 TR4 8079844
TR5 7781164 TR5 7451000 TR5 8179851
TR6 7543314 TR6 7494959 TR6 8222836
DPR (%) 1,62 DPR (%) 0,93 DPR (%) 1,10
Fonte: O autor, 2022.
Tabela 4 - Valores de precisao intermediaria de CBD e THC nos produtos 1 e 2
CBD THC
Produto 1 Produto 2 Produto 2
Replicata Area média Replicata Area média Replicata Area média
(n=3) (n=3) (n=3)
TR1 7025756 TR1 7643853 TR1 8328117
TR2 7562213 TR2 7603461 TR2 8295262
TR3 7267080 TR3 7713668 TR3 8396326
TR4 7274014 TR4 7673765 TR4 8378213
TR5 7181479 TR5 7488226 TR5 8186457
TR6 7722013 TR6 7470315 TR6 8121187
DPR (%) 3,49 DPR (%) 1,31 DPR (%) 1,32

Fonte: O autor, 2022.

4.4.2 Exatidao

Os resultados do ensaio de exatidao para CBD e THC nos produtos 1 e 2 sado

apresentados na Figura 10. De acordo com o critério definido, os resultados de

recuperacdo e DPR encontram-se dentro das faixas de aceitabilidade, portanto,

considera-se que 0 método possui exatidao.



Figura 10 - Resultados de recuperacdo de CBD e THC nos produtos 1 e 2
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Fonte: O autor, 2022.

4.4.3 Linearidade

91,35%3,49%

106,2241,32%

94,60%1,31%
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CBD (produto 2) THC (produto 2)

107,00%

90,00%

Os dados obtidos no ensaio de linearidade para CBD estao dispostos na Tabela

5, e os resultados da avaliagédo pelo Software Action Stat® na tabela 6.

Tabela 5 — Dados do estudo de linearidade para CBD

Curva analitica no

Curva de adicéo-

Curva de adicéo-

diluente padrdo produto 1 padrdo produto 2
Concentracio Area média Area média Area média
(mg.mL?) (n=23) (n=23) (n=23)
0,050 5159794 4522805 4571544
0,075 6822220 6504010 6337182
0,100 7943369 7811874 7691343
0,125 8700938 8933920 8586285
0,150 9537860 9601698 9357452

Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 6 - Avaliagdo do estudo de linearidade para CBD

Coeficiente
Matrizes angular R Homocedasticidade Normalidade
avaliadas (p-valor) (p-valor)
(p-valor)
Diluente 0,002 0,9857 0,4867 0,5406
Produto 1 0,0028 0,9822 0,8238 0,0695
Produto 2 0,0023 0,9847 0,7704 0,4254

Fonte: O autor, 2022.

De acordo com os resultados, nao foram rejeitados a significancia do modelo
linear pelo teste F da ANOVA, a hipotese de normalidade dos residuos e a
homocedasticidade da variancia. Os valores dos coeficientes de correlacdo foram
inferiores a 0,990, portanto, a linearidade da curva na faixa de 50% a 150% da
concentracéo de trabalho n&o foi confirmada por este teste, apenas pelos outros trés
avaliados. Cabe ressaltar que apesar do coeficiente de correlacdo r ser amplamente
empregado como indicacdo da qualidade do ajuste do modelo, o mesmo é
interpretado equivocadamente como teste de linearidade por si e ndo deve ser usado
isoladamente (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O coeficiente de correlagéo r
deve ser usado somente para descrever o modelo de regressao.

Os dados obtidos no ensaio de linearidade para THC estao dispostos na Tabela

7, os resultados da avaliacao pelo Software Action Stat® na tabela 8.

Tabela 7 — Dados do estudo de linearidade para THC

- . Curva de adicao-padrao
Curva analitica no diluente a0-p

produto 2
Concentracio Area média Area média
(mg.mL"1) (n=23) (n=23)

0,050 4773568 4958940
0,075 6438345 6670001
0,100 7774196 8041862
0,125 8756579 9091993
0,150 9724605 9947523

Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 8 - Avaliagédo do estudo de linearidade para THC

Coeficiente
Matrizes angular R Homocedasticidade Normalidade
avaliadas (p-valor) (p-valor)
(p-valor)
Diluente 0,0008 0,9924 0,6697 0,5779
Produto 2 0,0011 0,9905 0,8524 0,2514

Fonte: O autor, 2022.

De acordo com os resultados, nao foram rejeitados a significancia do modelo
linear pelo teste F da ANOVA, a hip6tese de normalidade dos residuos e a
homocedasticidade da variancia. O valor dos coeficientes de correlagdo foram
superiores 0,990, portanto, a linearidade da curva na faixa de 50% a 150% da

concentracdo de trabalho foi confirmada.

4.4 .4 Seletividade

Os resultados para o ensaio de seletividade para CBD nos produtos 1 e 2 sédo

apresentados na tabela 9, e para THC no produto 2 na tabela 10.

Tabela 9 - Avaliagédo do estudo de seletividade para CBD

Igualdade do Intercepto  Paralelismo Coincidéncia

(p-valor) (p-valor) (p-valor)
Diluente — Produto 1 0,2502 0,3044 0,4781
Diluente —Produto 2 0,284 0,4865 0,3395

Fonte: O autor, 2022.

Tabela 10 - Avaliacdo do estudo de seletividade para THC

Igualdade do Intercepto  Paralelismo Coincidéncia

(p-valor) (p-valor) (p-valor)

Diluente —Produto 2 0,9098 0,8999 0,9913

Fonte: O autor, 2022.



51

Na comparacao entre as retas do diluente com os produtos 1 e 2 para o analito
CBD e na comparagédo entre a reta do diluente com o produto 2 para THC, foi
observado que elas possuem o mesmo intercepto, sdo paralelas e coincidentes.

Portanto, foi possivel constatar que o método é seletivo.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel desenvolver uma metodologia para determinacéo
de CBD, THC, CBDA e CBN por CLAE-UV. As condi¢cbes cromatograficas otimizadas
permitiram uma analise répida, em tempo total de 18 minutos, e 6tima resolucédo entre
0s picos cromatograficos.

Na avaliacdo de metodologias para preparo das amostras estudadas, concluiu-
se que o procedimento que empregou etanol: agua (95:5) como solvente de extracao,
etapas de agitacdo por inversao, por vortex e ultrassom, além de centrifugacéo
apresentou melhores resultados de recuperagédo em menor tempo de execucao.

A metodologia otimizada (condicBes cromatograficas e preparo de amostra) foi
aplicada a dois produtos, e através da avaliacdo de parametros de validacdo de
método analitico, foi possivel constatar que ela € precisa, exata, linear e seletiva para
CBD e THC.
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