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RESUMO

Extrato medicinal de Cannabis sativa apresenta grande potencial terapéutico e tem
sido utilizado mundialmente no auxilio do tratamento de Parkinson, Alzheimer,
esquizofrenia, dor neuropatica e epilepsia. No Brasil, esse produto é bastante
utilizado, principalmente, para controlar crises convulsivas em portadores de epilepsia
refrataria. A analise microbioldgica de extratos de C. sativa é essencial para evitar
danos a saude de usuarios, principalmente pacientes imunocomprometidos. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a identidade, a susceptibilidade aos
antimicrobianos e as relacdes clonais de isolados bacterianos de Escherichia coli
(n=60) e Staphylococcus aureus (n=20) obtidos de extratos artesanais de C. sativa
(extracao oleosa) entre 2017-2018. Para isso, a confirmagao da identidade dos
isolados foi realizada pela PCR de genes espécie-especificos; a susceptibilidade aos
antimicrobianos pela técnica de disco-difusao; as relagdes clonais pela ERIC-PCR; a
determinacao da patogenicidade dos isolados de E. coli pela atividade hemolitica e
pela pesquisa de genes de viruléncia de EPEC e EHEC. Os isolados de E. coli e S.
aureus foram confirmados pela identificacdo molecular. Isolados de E. coli revelaram
resisténcia a quatro antimicrobianos: cefuroxima (51,7%); ciprofloxacino (10%);
tigeciclina (8,3%) e aztreonam (6,7%), ja os isolados de S. aureus apresentaram
resisténcia a benzilpenicilina (40%). Foi revelado um alto polimorfismo genético entre
os isolados de E. coli e S. aureus pela ERIC-PCR. Esses isolados ndo apresentaram
atividade hemolitica e nem genes marcadores de viruléncia. Foi realizada também a
pesquisa de contaminagdo microbiolégica e da composigdo da comunidade
microbiana pela metagenémica em 30 amostras de extrato medicinal de C. sativa
obtidos por extragao alcodlica, entre 2019-2020. Das 30 amostras, sete apresentaram
contaminagao microbiana e foram identificados fenotipicamente como: Enterobacter
cloacae (n=2), Bacillus circulans (n=1), Staphylococcus epidermidis (n=3) e
Aspergillus flavus (n=3). A analise metagendmica da comunidade microbiana dos
extratos de C. sativa apresentou alta diversidade de organismos do dominio Bacteria
(79,7 a 99,4%) com predominancia dos filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota
e Actinobacteriota; e do dominio Archaea (0,6 a 20,3%). Nossos resultados mostraram
uma queda significativa de bactérias recuperadas de extratos obtidos pela extragao
alcodlica, o que é relevante para diminuigao de riscos a saude de pacientes e garantia
da qualidade, seguranca e eficacia do produto.

Palavras-chave: Cannabis Sativa. Extrato Medicinal. Contaminacado Microbiana.



ABSTRACT

Medicinal extract of Cannabis sativa has great therapeutic potential and has been used
worldwide to aid in the treatment of Parkinson's, Alzheimer's, schizophrenia,
neuropathic pain and epilepsy. In Brazil, this product is widely used, mainly, to control
seizures in patients with refractory epilepsy. The microbiological analysis of C. sativa
extracts is essential to avoid damage to the health of users, especially
immunocompromised patients. The aim of the present study was to evaluate the
identity, susceptibility to antimicrobials and the clonal relationships of bacterial isolates
of Escherichia coli (n=60) and Staphylococcus aureus (n=20) obtained from artisanal
extracts of C. sativa (oily extraction) among 2017-2018. For this, the confirmation of
the identity of the isolates was carried out by PCR of specie-specific genes;
susceptibility to antimicrobials by disk-diffusion technique; clonal relations by ERIC-
PCR; determination of the pathogenicity of E. coli isolates by hemolytic activity and by
search for EPEC and EHEC virulence genes. Escherichia coli and S. aureus isolates
were confirmed by molecular identification. Escherichia coliisolates showed resistance
to four antimicrobials: cefuroxime (51.7%); ciprofloxacin (10%); tigecycline (8.3%) and
aztreonam (6.7%), whereas S. aureus isolates showed resistance to benzylpenicillin
(40%). A high genetic polymorphism was revealed between the isolates of E. coli and
S. aureus by ERIC-PCR. These isolates showed no hemolytic activity and no virulence
marker genes. Research on microbiological contamination and composition of the
microbial community by metagenomic was also carried out on 30 samples of medicinal
extract of C. sativa obtained by alcoholic extraction, between 2019-2020. Of the 30
samples, seven had microbial contamination and were identified phenotypically as:
Enterobacter cloacae (n=2), Bacillus circulans (n=1), Staphylococcus epidermidis
(n=3) and Aspergillus flavus (n=3). The metagenomic analysis of the microbial
community of C. sativa extracts showed a high diversity of organisms of the Bacteria
domain (79.7 to 99.4%) with predominance of Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota
and Actinobacteriota phylum; and Archaea domain (0.6 to 20.3%). Our results showed
a significant drop in bacteria recovered from extracts obtained by alcoholic extraction,
which is relevant for reducing risks to the health of patients and to ensure product

quality, safety and efficacy.

Keywords: Cannabis Sativa. Medicinal Extract. Microbial Contamination.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cannabis sativa e sistema endocanabinoide

Cannabis sativa, uma plantada familia Cannabaceae, se desenvolve
principalmente nas regides tropicais e temperadas, e apresenta grande potencial
terapéutico, apesar de suas propriedades psicotropicas. O primeiro relato de uso
medicinal de C. sativa foi atribuido aos chineses, que descreveram os potenciais
terapéuticos dessa planta ha 2000 anos (HONORIO et al., 2006).

Além do uso terapéutico, essa planta foi utilizada ha milhares de anos por
apresentar diversas finalidades, como fonte de alimento, combustivel, papel e como
fibra téxtil. Ela € uma fonte de varios compostos bioativos, como canabinoides (A°-
tetrahidrocannabinol e canabidiol, por exemplo), terpenoides, flavonoides e acidos
graxos poliinsaturados (MARINI et al., 2018).

No inicio da década de 40 foi isolado o canabidiol (CBD) a partir de C. sativa
(ADAMS et al., 1940), porém foi a partir da década de 60, apds a identificagdo do A®°-
tetrahidrocannabinol (THC) (MECHOULAM et al., 1963), que varios estudos revelaram
as propriedades farmacolégicas dos componentes dessa planta (MECHOULAM et al.,
2007; WHITING et al., 2015). Até o momento, sdo conhecidos mais de 80
canabinoides presentes nas flores e folhas de C. sativa (ZUARDI et al., 2010).

A C. sativa e seus principios ativos s&o regulamentados para uso terapéutico
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 C.
sativa sao produzidos para diferentes indicagcbes terapéuticas como Parkinson
(ZUARDI et al., 2009), esquizofrenia (ZUARDI et al., 2006), Alzheimer (IUVONE et al.,
2004), dor neuropatica causada pela esclerose multipla (ROG et al., 2005) e pela
artrite reumatoide (BLAKE et al., 2006) e epilepsia (HUSSAIN et al., 2015), sendo por
muitas vezes a unica alternativa terapéutica no controle dessas patologias.

Os principios ativos mais abundantes na planta, THC e CBD atuam nos
receptores canabinoides e apresentam efeitos paradoxais. Enquanto o THC se
relaciona aos estados de euforia, ansiedade e psicoticos, o CBD esta relacionado aos
efeitos depressores no sistema nervoso central (SNC) com acgado antipsicética e

ansiolitica (MECHOULAM et al., 2007). Os efeitos farmacolégicos sao atribuidos a
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interagcdo dos canabinoides com os receptores canabinoides do subtipo 1 (CB1),
encontrado no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), e receptores
canabinoides do subtipo 2 (CB2) que estdo mais restritos as células e tecidos do
sistema imune (LEWEKE; KOETHE, 2008).

O sistema endocanabinoide consiste em receptores de canabinoides,
canabinoides enddgenos e enzimas que controlam a ativagado e a disponibilidade
desses endocanabinoides (SAITO et al., 2010). O THC se liga aos receptores CB1 e
CB2 agindo como um agonista parcial, além de exercer uma atividade neural mista,
excitatoria e inibitoria, em diferentes areas do cérebro, mostrando n&o atuar somente
em receptores canabinoides especificos (PERTWEE, 2008). Ja o CBD possui um
mecanismo de agao complexo e ainda nao esta totalmente compreendido, sabe-se
que ele apresenta baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2, sua agao resulta de
mediacdo na sinalizagdo dos endocanabinoides através da hidrélise enzimatica ou
inibicdo da recaptagdo da anandamida, o neurotransmissor canabinoide enddégeno
(MECHOULAM et al., 2002).Além disso, o CBD demonstrou ser capaz de funcionar
como um agonista dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT 1A promovendo efeito
ansiolitico (FOGACA et al., 2014; MARINHO et al., 2015).

1.2 Extrato de Cannabis sativa no tratamento de epilepsia

O primeiro medicamento composto por CBD indicado para tratar formas raras
e graves de epilepsia, oriundas da sindrome de Lennox-Gastaut e sindrome de Dravet
foi aprovado em 2018 pela Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora
dos Estados Unidos da América (EUA). O medicamento denominado Epidiolex
(canabidiol 100 mg/mL) é uma solugéao oral indicada para o tratamento de convulsbées
em pacientes a partir de 2 anos de idade (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2018). Esse mesmo medicamento comegou a ser comercializado em todos os paises
da Europa a partir de setembro de 2019, com a mesma indicagao terapéutica,
regulada pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, 2019).

Em relagao ao extrato de C. sativa preparado de maneira artesanal, existem no
Chile organizagdes sociais como a Fundacéo Daya, uma instituicdo sem fins lucrativos
que tem como objetivo ajudar pacientes oncolégicos em tratamento, pessoas com
epilepsia refrataria e com dor cronica. Esse auxilio ocorre através de atendimento de

meédicos e terapeutas da fundacao, oficinas de auto cultivo e preparagdes de extratos
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medicinais de C. sativa, a fim de capacitar e gerar autonomia aqueles que necessitam
do tratamento (CHILE; FUNDACION DAYA, 2019).

No Brasil, o uso dos extratos medicinais de C. sativa se da, em maior
prevaléncia, no controle de crises convulsivas em portadores de epilepsia refrataria,
que sao aqueles individuos nao responsivos ao tratamento convencional da epilepsia
e correspondem a 20% dos casos de pacientes epilépticos (ALVARENGA et al.,
2007), nesse cenario é crescente o numero de individuos que buscam o extrato
medicinal para o controle de convulsdes (CARVALHO, 2017).

A epilepsia é o transtorno neurolégico mais frequente, afetando cerca de 50
milhdes de pessoas no mundo (MARCHETTI et al., 2005). No Brasil, segundo o
Ministério da Saude, cerca de 157.070 novos casos sao diagnosticados a cada ano
(100/100.000), com uma prevaléncia de 11,9/1000 a 16,5/1000 de formas ativas da
doenca. A epilepsia refrataria acomete principalmente criangas portadoras de
sindromes genéticas raras (cdkl5, Rett e Dravet) que tem como caracteristica mais
debilitante as crises convulsivas de alta frequéncia com alto risco de lesdes
neuroldgicas irreversiveis e até mesmo de Obito (ZHI et al., 2016; CAMPOS-
CASTELLO et al., 2007; PEREZ; MORENO, 2015).

O uso do extrato medicinal de C. sativa diminui significantemente o numero
de crises convulsivas diarias em pacientes com epilepsia refrataria (PORTER;
JACOBSON, 2013; CARVALHO et al., 2017). Um estudo desenvolvido por Porter e
Jacobson (2013) avaliou dezenove criangas com diagndstico de epilepsia refrataria
que faziam uso de extrato de C. sativa rico em CBD. Dezesseis (84%) dos 19 pais
relataram uma reducdo na frequéncia de crises convulsivas. Desses, dois (11%)
relataram término do quadro convulsivo, oito (42%) relataram uma redugao maior que
80% na frequéncia de convulsdes e seis (32%) relataram uma reducao de convulsdes
de 25 a 60%. Outros efeitos benéficos incluiram aumento da aten¢do, melhora do
humor e do sono, ja os efeitos colaterais incluiram sonoléncia e fadiga. Outro exemplo
foi 0 caso da menina britanica Charlotte Figi, diagnosticada com sindrome de Dravet
aos 2,5 anos, apresentava cerca de 50 crises convulsivas por dia que resultaram na
perda das habilidades de andar, falar e comer. Com o uso de extrato de C. sativa rico
em CBD, as crises convulsivas foram controladas na primeira semana de tratamento

com retorno gradativo das habilidades neuromotoras (MCCALL, 2015).
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1.3 Regulamentagao da Cannabis sativa

Israel é pioneiro global em desenvolvimento de pesquisas com Cannabis
medicinal e nos ultimos anos foi criado um processo de alta padronizacido dos
produtos de cannabis para uso médico. Em 2016, o Ministério da Saude de Israel
publicou um documento conhecido como “livro verde” que incluia uma metodologia
clinica destinada ao tratamento médico com cannabis medicinal. Muitos médicos do
servigo publico foram treinados e certificados de acordo com essa metodologia, para
que pudessem fornecer tratamento e emitir licencas para posse e uso de C. sativa aos
pacientes necessitados. A compra de produtos de cannabis medicinal deve ser
realizada em farmacias autorizadas a vender esse produto. Em 2019, o governo de
Israel aprovou uma lei (Lei N° 4490) que permite a exportagdo de cannabis medicinal
por empresas aprovadas pelo 6rgdo regulador da saude e pela policia para paises
onde o uso da substancia € permitido. Atualmente, Israel € um dos paises que lidera
o0 campo de pesquisa e desenvolvimento em Cannabis medicinal, desde estudos com
a planta e desenvolvimento de produtos, até ensaios clinicos em humanos (Ministério
da Saude de Israel, 2020).

Nos EUA, em 38 estados, além da capital Washington, a C. sativa tem seu uso
medicinal legalizado, sob a regulagéo do FDA. Inicialmente, extratos ricos em CBD e
THC foram registrados como suplementos alimentares, mas devido as evidéncias
terapéuticas apresentadas, foram entdo excluidos dessa classificacdo no inicio de
2019. Esses produtos devem entdo passar pelo processo de aprovagao para serem
comercializados como medicamentos. Uma maneira de ajudar a garantir que novos
medicamentos seguros e eficazes, incluindo quaisquer medicamentos derivados da
C. sativa, estejam disponiveis para pacientes que necessitam de terapia médica
apropriada (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019).

No Canada a C. sativa comegou a ser usada legalmente para fim medicinal em
2001, aprovada pelo Ministério da Saude e implementada pelo Controlled Drugs and
Substance Act. Em 2016, algumas mudangas ocorreram sobre a especificagdo da
quantidade de cannabis medicinal por pessoa que poderia ser dispensada pelo
vendedor em loja ou site licenciado pelo governo federal. Em 2018, o governo aprovou
legislagdo permitindo a producgéo e venda de C. sativa para uso recreativo destinado
a pessoas maiores de 18 anos (UNODC, 2019).

Ja na América do Sul, no periodo de 2013-2014, o Uruguai foi o primeiro pais
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a legalizar inteiramente o acesso a C. sativa e além do uso recreativo foram
estabelecidas as bases para a produgcdo farmacéutica (URUGUAI, Lei N°
19.172/2013). Posteriormente, em 2015, a Coldbmbia legalizou o uso terapéutico da C.
sativa por meio do Decreto N° 2467/2015, que regularizou o cultivo, transformacéo,
importacdo e exportagcao da C. sativa e seus derivados para fins terapéuticos. No
mesmo ano, no Chile, o Decreto N°84/2015 foi introduzido para remover a Cannabis
sp. da lista de drogas perigosas e autorizar a venda de medicamentos derivados da
planta mediante prescricdo médica em farmacias. Além disso, determinou-se que para
semear, plantar e cultivar plantas do género Cannabis deve-se obter uma autorizagéo
destinada somente para uso pessoal, sendo proibida a comercializagdo (CHILE,
Decreto N°©84/2015).

No Brasil, em 2014, o Conselho Federal de Medicina (CFM) regulamentou a
prescricao de extratos de C. sativa (Resolugdo CFM N° 2.113/14). Posteriormente, a
RDC N° 03/2015 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), determinou a
inclusdo do CBD na lista C1 da Portaria MS 344/1998 (Portaria sobre o regulamento
técnico de substadncias e medicamentos sujeitos a controle especial), estando na
mesma classificacdo de medicamentos como acido valprdico e carbamazepina
(anticonvulsivantes) e olanzapina (antipsicoético).

Ainda em 2015, a Anvisa regulamentou a importagdo através da RDC N°
17/2015, que define os critérios e os procedimentos para a importagao, em carater de
excepcionalidade, de produtos a base de CBD em associacdo com outros
canabinoides, dentre eles o THC, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante
prescricdo de profissional legalmente habilitado, para tratamento de saude. Além
disso, essa RDC determinou que o produto importado deveria ser constituido de
derivado vegetal, possuir teor de THC inferior ao de CBD, ser produzido e distribuido
por estabelecimentos devidamente regularizados pelas autoridades competentes em
seus paises de origem para as atividades de produgdo, distribuicdo ou
comercializacdo, conter certificado de analise, com especificagcado e teor de CBD e
THC, e que atenda as respectivas exigéncias regulatérias das autoridades
competentes em seus paises de origem.

Diante das diversas indicag¢des terapéuticas do THC e da presséao sdcio-politica
exercida pela representacao de pacientes, houve a publicagdo da RDC N° 66/2016
permitindo a importagao de produtos que possuam as substancias CBD e/ou THC ou

partes da planta, quando realizada por pessoa fisica, para uso préprio, para
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tratamento de saude, mediante prescricdo médica. Para a importacdo desses
produtos se aplicam os mesmos requisitos estabelecidos pela RDC N° 17/2015
alterando, no entanto, a parte que proibe a importacao da planta e/ou de extratos ricos
em THC.

Jano final de 2016, a Anvisa atualizou o anexo | da Portaria SVS/MS N° 344/98
(RDC N° 130/2016) e incluiu na lista A3 medicamentos registrados derivados da C.
sativa, em concentragdo de no maximo 30 mg/mL para THC e CBD. O motivo desta
atualizagdo foi a fase final do processo de registro do medicamento Mevatyl®
(registrado sob o nome Sativex® no Reino Unido pela GW Pharma), que foi entao
aprovado em 2017, sendo o primeiro medicamento registrado no pais a base de C.
sativa (27 mg/mL THC + 25 mg/mL CBD). Indicado para o tratamento sintomatico da
espasticidade relacionada a esclerose multipla, sendo destinado a pacientes adultos
ndo responsivos a outros medicamentos antiespasticos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2017) e comercializado apenas com prescricdo médica
assim como outros medicamentos psicotropicos. Entretanto, esse medicamento nao
€ indicado para o tratamento de epilepsia, pois a alta concentracido de THC possui
potencial de causar agravamento de crises epiléticas. O medicamento também néo é
recomendado para uso em criancgas e adolescentes com menos de 18 anos de idade
devido a auséncia de dados de seguranca e eficacia para pacientes nesta faixa etaria
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Em junho de 2019, a Anvisa publicou duas propostas de consulta publica
relacionadas com o objetivo de favorecer a produgdo nacional de terapias feitas a
base de C. sativa com garantia de qualidade e seguranga, além de permitir a
ampliacdo do acesso da populagao brasileira a medicamentos, visto que o alto custo
do tratamento podera ser reduzido. Uma das propostas trata dos requisitos técnicos e
administrativos para o cultivo da planta por empresas farmacéuticas, unica e
exclusivamente para fins medicinais e cientificos (Consulta Publica n° 655 de
13/06/2019, Anvisa). A outra aborda sobre os procedimentos para o registro e
monitoramento de medicamentos produzidos a base de Cannabis sativa, seus
derivados e analogos sintéticos (Consulta Publica N° 654 de 13/06/2019, Anvisa).

A Anvisa recebeu 1.154 contribuicdes, 594 referentes a consulta publica sobre
registro e monitoramento de medicamentos a base de Cannabis sativa (Consulta
Publica N° 654 de 13/06/2019, Anvisa)e 560 sobre os requisitos técnicos e
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administrativos para o cultivo da planta (Consulta Publica N° 655 de 13/06/2019,
Anvisa), sendo a grande maioria das contribui¢gdes realizadas por pessoa fisica.

Os resultados das consultas publicas favoreceram para que ainda no final de
2019, a Anvisa publicasse a RDC N° 327, de 9 de dezembro de 2019 que estabelece
regras para a concessao da autorizagdo sanitaria, fabricacdo, importacao,
comercializagio, prescricdo, dispensacao, monitoramento e fiscalizacdo de produtos
de Cannabis para fins medicinais, produzidos por industrias em territério nacional.
Segundo a RDC, os produtos contendo como ativos exclusivamente derivados
vegetais ou fitofarmacos da C. sativa, devem possuir predominantemente, CBD e n&o
mais que 0,2% de THC. Podendo estes, conter teor de THC acima de 0,2%, desde
que sejam destinados a cuidados paliativos exclusivamente para pacientes sem
alternativas terapéuticas. Além disso, os produtos de Cannabis sé poderdo ser
prescritos quando estiverem esgotadas outras opgdes terapéuticas disponiveis no
mercado brasileiro.

A RDC N° 327/2019 aborda também que a planta e suas partes nao poderao
ser importadas e/ou comercializadas como matérias primas, mesmo que secas,
trituradas ou pulverizadas, além de n&o poderem ser cultivadas no pais. Logo, as
industrias que desejarem produzir esse produto no Brasil poderdo importar somente
os principios ativos da planta. Em margo de 2020 essa RDC entrou em vigor € no més
seguinte foi concedida a autorizagao sanitaria para a primeira empresa a produzir e
comercializar o produto a base de canabidiol em territério nacional.

No mesmo ano de 2020, a RDC N° 17/2015 foi revogada, entrando em vigor a
RDC N° 335, que define os critérios e os procedimentos para a importagao de Produto
derivado de Cannabis, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante prescricdo de
profissional legalmente habilitado, para tratamento de saude. A principal mudanca
dessa RDC foi a simplificacdo dos documentos e informacdes que deverdo ser
fornecidos a Anvisa.

A publicagcédo dessas RDC foi um grande passo para a regulagao, produgao e
utilizagao de produtos a base de C. sativa, porém, apenas a produgédo em larga escala
pelas industrias farmacéuticas foi contemplada, ndo oferecendo suporte ao cultivo e
producgao artesanal pelas familias de portadores da epilepsia refrataria.

Essas familias que produzem o proprio extrato de C. sativa realizam o processo
de extragcado de forma artesanal, o que eleva o risco de contaminagdo microbiolégica

comparado com a produc¢ao industrial, logo, ha necessidade de uma atengdo maior e
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um auxilio para esses pequenos produtores. Uma vez que, mesmo tendo um produto
nacional, se o valor de mercado for abusivo, as familias continuarao recorrendo a

justica brasileira para conseguir autorizagao do plantio e produgao do produto.

1.4 Preparo de extrato artesanal de Cannabis sativa

Familiares de pacientes com epilepsia refrataria recorrem a justica brasileira
para liberagdo do cultivo de C. sativa com objetivo de preparar o proprio extrato
(Anvisa, 2017), uma vez que nao conseguem realizar a importagcado dos extratos de C.
sativa, seja por questao financeira ou burocratica.

No Rio de Janeiro, muitas familias que produzem os extratos de C. sativa estéo
sendo assistidas por um programa de extensdo da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) chamado Farmacannabis, aprovado
pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, sob a
numeracdo de Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica (CAAE)
82021817.0.0000.5257.

O programa, iniciado em 2016, visa avaliar a seguranga farmacoterapéutica
desses extratos, reduzindo riscos e aprimorando a farmacoterapia através de
assessoria aos produtores artesanais, além de realizar o monitoramento do teor de
canabinoide presente no extrato produzido. O cultivo é feito a partir de sementes de
C. sativa da cepa Harle-Tsu, uma variedade da planta que possui 20 vezes mais CBD
que THC (na proporcao de 5:2) (GREENCAMP, 2019). No inicio do programa os
extratos eram produzidos através de uma extragdo oleosa (Figura 1), desenvolvida
pelos proprios familiares através de observacdes da produgao em outros paises, via

internet, e que foi aprimorada pelo grupo do Farmacannabis.
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Figura 1 - Esquema de producgao de extratos artesanais por extragao oleosa

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 organico
+ Oleo de coco®

- Aquecer & 104 °C, sob homogeneizagio

constante durante 4 h

Extrato oleoso

Nota: O dleo de coco orgdnico & adicionado para melhor a palatabilidade na proporgio de 1/3 4
/2 do volume final de éleo.

Fonte: Prof? Dr? Virginia Martins Carvalho (2017).

Canabinoides como o CBD e o THC, s&o formados na forma de acido, CBDA
(acido canabidiolico) e THCA (acido tetrahidrocanabindlico), que se transformam em
CBD e THC atravées de um processo de descarboxilagdo por aquecimento
(CARVALHO et al., 2020).

Durante o processo da extragao oleosa foi visto que se perdia muita matéria-
prima e apds analise dos extratos realizada pelo Farmacannabis, foi observado que
os canabinoides ndo eram bem recuperados, apresentando aumento dos acidos de
canabinoides (CARVALHO et al., 2020). Além disso, através de uma pareceria entre
o Farmacannabis e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
com o objetivo de avaliar a seguranga do tratamento, foram realizadas analises
microbiolégicas dos extratos e visto que o risco de contaminagdo microbiana era

elevado (CARMO, 2019). Logo, a partir dos dados obtidos, o Farmacannabis orientou
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aos produtores que uma nova forma de preparo fosse utilizada, devendo ser realizada

primeiro uma extragao alcodlica e posteriormente adicionando o 6leo (Figura 2).

Figura 2 - Esquema de producao de extratos artesanais por extragao alcodlica

| Flores de Cannabis sativa — Agitar o material 2x/dia durante 1
semana

(transferéncia do CBD para o
v alcool)

Secar em ambiente fechado L .
Coar o liquido em filtro de papel para

ficar apenas o extrato alcodlico rico em

v

Triturar no liquidificador e depois

secar em forno elétrico a 130 — v

150 °C Transferir para um pote de vidro e colocar
em banho-maria
l 40 min.
(evaporagdo do alcool)

Transferir para uma garrafa
ambarde 1,5L

l Adicionar 100 mL de

Ird formar uma resina escura

6leo (dleo de girassol,
azeite de oliva, etc)

Adicionar 1 L de alcool de -
cereais para cada 100gde =~ —————— Oleo rico em CBD
material (~50 mg/mL)

Fonte: Prof? Dr2 Virginia Martins Carvalho (2019).

Além dessa forma de preparo, pode-se realizar a extragao alcodlica utilizando
extrator Soxhlet, um aparelho desenvolvido para extracdo de lipideos de um material
soélido (Figura 3). A extragao alcodlica realizada com essa técnica ainda nao foi bem
avaliada, mas aparentemente apresentou um rendimento maior de canabinoides,
porém, por ser um equipamento laboratorial e que requer uma certa técnica para

manuseio, sé deve ser usado por pessoas capacitadas.
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Figura 3 - Extrac&o alcodlica de C. sativa por Soxhlet

|
=

a

s” ’: y i s,
Nota': Extragao realizada na casa de familia com autorizagcéo de plantio para preparo do préprio
extrato.
Nota?: Extragdo acompanhada por membros do Farmacannabis-UFRJ.
Fonte: (Da autora, 2020).

1.5 Avaliagao da qualidade microbiolégica

Devido a C. sativa ser de origem vegetal, naturalmente ela abriga varios
patdgenos como bactérias, fungos e virus. Normalmente as plantas sdo contaminadas
com esses patogenos durante o crescimento, colheita e processamento,
principalmente pelo manuseio humano, uma vez que méaos e pele humanas abrigam
diferentes micro-organismos comensais e oportunistas, como bactérias dos géneros
Micrococcus, Staphylococcus e Streptococcus e virus como norovirus e hepatite A,
enquanto o trato intestinal possui bactérias da familia Enterobacteriacae, como
Salmonella spp.. Além disso, 0s micro-organismos podem ser provenientes da agua

ou solo contaminados, e até mesmo pelo ar (BHANDARE, 2020).
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Contaminantes microbiologicos podem representar um risco a saude para
aqueles que utilizam extratos de C. sativa, uma vez que fungos e bactérias podem
causar infecgdes oportunistas em individuos imunocomprometidos. Até mesmo
toxinas oriundas de micro-organismos, como toxina Shiga e aflatoxinas, sdo capazes
de gerar doengas que vao de uma diarreia amena a sindrome hemolitica urémica
(MCPARTLAND; MCKERNAN, 2017).

Em estudos recentes, bactérias potencialmente patogénicas foram isoladas de
varias partes da planta C. sativa, incluindo espécies de Pseudomonas, Cellvibrio,
Oxalobacteraceae, Xanthomonadaceae, Actinomycetales e Sphingobacteriales
(MONTOYA et al., 2020). Também foi observado contaminagdo de produtos
alimenticios de Cannabis sp. por bactérias potencialmente prejudiciais a saude
humana, incluindo Listeria (MCKERNAN et al., 2018). Fungos, principalmente das
espécies Aspergillus e Penicilium, também tém sido bastante isolados de C. sativa e
torna-se uma preocupacao devido a possibilidade de liberar aflatoxinas que podem
ser cancerigenas, hepatotoxicas, neurotdxicas ou nefrotoxicas (MONTOYA et al.,
2020).

A qualidade microbioldégica de produtos de origem vegetal € definida por
padrées microbianos descritos em compéndios oficiais e normas regulamentadoras
da Anvisa, que estabelecem limites maximos da carga microbiana no produto e a
auséncia de determinados patégenos (FARMACOPEIA ..., 2019).

A contaminacdo microbiana de um produto nido estéril pode conduzir nao
somente a sua deterioragao, com alteracdes fisicas e quimicas, mas também ao risco
de infeccdo para o usuario (FARMACOPEIA ..., 2019). Com isso, a garantia de
qualidade e os controles de producdo tanto das flores de C. sativa utilizadas no
processo de extragdo, quanto do produto final, devem garantir que os micro-
organismos capazes de proliferar e contaminar o produto estejam dentro dos limites

especificados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Limites microbianos para produtos nao estéreis

) Cﬂdglrfs;:r:z;al Contagem fotal
Via de administracio o de fungos Pesquisa de patégenos®©
aredhiny UFC/g ou mL®
UFC/g oumL”
2 Produtos de origem vegetal?
2.1 Produto acabado
Para uso oral, contendo insumo 10 10? Auséncia de Escherichia coli e Staphvlococcus
ativo que foi submetido a pré- aureus em 1 g ou mL. Auséncia de Salmonella
tratamento que reduz a carga em 10 g ou 10 mL. Limite maximo de 10?
microbiana. bactéria Gram negativa bile tolerante® em 1 g
ou mL.

2.2 Insumos farmacéuticos vegetais
Droga vegetal (rasurado ou 107 10 Auseéncia de Escherichia coli em 1 g. Auséncia
triturado) que serd submetida a de Salmonella em 10 g.
pré-tratamento que reduz a Limite maximo de 10° bactéria Gram negativa
carga microbiana. bile tolerante® em 1 g.

(a)  E aceitdvel um resultado duas vezes o valor de especificagio em virtude da variabilidade maior de execucdo dos
testes para determinagdo da biocarga, porém, quando estes valores sdo encontrados com frequéncia, é necessario
rever o processo produtivo. Assim:

- 10! UFC: valor maximo aceitavel = 20
- 10? UFC: valor maximo aceitavel = 200
- 10° UFC: valor maximo aceitavel = 2000 e assim sucessivamente.

(b)  Resultados de contagem de bactérias e fungos dentro dos limites aceitdveis ndo exclui a necessidade da pesquisa
de patogenos.

(c)  Além dos micro-organismos listados na Tabela, a significancia de outros micro-organismos recuperados deve ser
avaliada levando em consideragdo:
- 0 uso do produto: considerar a via de administracdo a ser utilizada;
- a natureza do produto: o produto é susceptivel ao crescimento microbiano?
- 0 usudrio: considerar o risco para neonatos, infantes e debilitados.

(d)  Para produtos que se enquadrem em mais de uma situacdo prevalecerdo os limites mais restritivos.

(e)  Outras enterobactérias.

Fonte: (FARMACOPEIA ..., 2019).

No Brasil utilizam-se os limites microbianos, citados acima, preconizado pela
farmacopeia brasileira aos produtos de origem vegetal, de maneira geral, enquanto
nos EUA existe uma monografia especifica para Cannabis spp. (AMERICAN Herbal
Pharmacopoeia, 2013) no qual determina o proprio padrao de identidade, analises e
controle de qualidade, dentre os quais determina os limites microbianos para esse tipo
de produto (Tabela 2). Os valores diferem um pouco do que esta preconizado na
farmacopeia brasileira em relagdo ao limite de bactérias e fungos, além de n&o exigir

a auséncia de Staphylococcus aureus.
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Tabela 2 - Limites microbiolégicos recomendados para produtos botéanicos
consumidos por via oral nos EUA (UFC/g)

Bactérias Bactéria .
e Levedura . E. coli (cepas
aerdébicas Coliformes Gram- P
viaveis e mofo totais negativa bile- patogénicas) e
- totais Salmonella spp.
totais tolerante
Materiais nao 5 4 3 3 o
processados* 10 10 10 10 Auséncia em 1g
Materiais 108 104 108 108 Auséncia em 1g
processados
Extratos a base
de CO: e 104 10° 102 102 Auséncia em 1g

solvente
*materiais ndo processados incluem preparagdes de cannabis minimamente processadas, como
inflorescéncias, resina obtida através de processo de separacgao por resfriamento (kief) e resina
obtida através de processo de separagio por prensagem (haxixe). Os materiais processados incluem
varias preparagdes comestiveis com infusao de sélidos ou liquidos, preparagdes topicas com dleos e
resinas processadas com agua. Pode ocorrer contaminagao microbiana significativa durante o
manuseio pos-colheita.
Fonte: (Adaptado de AMERICAN ..., 2013).

A American Herbal Pharmacopoeia desenvolve monografias qualitativas e
terapéuticas sobre plantas frequentemente usadas nos EUA. Essas monografias
representam o conjunto de informagdes sobre medicamentos fitoterapicos que servem
como referéncia principal para académicos, profissionais de saude, fabricantes e
reguladores. Dedicada a promover o uso responsavel de produtos e medicamentos a
base de plantas (AMERICAN Herbal Pharmacopoeia, 2013).

Porém, como nos EUA cada estado segue suas préprias leis, existem estados
que determinam a realizagado de testes microbiolégicos em produtos canabicos de
acordo com a American Herbal Pharmacopoeia ou com a Farmacopeia dos Estados
Unidos (USP), assim como existem estados que ndo impdem regulamentos para
testes microbiolégicos (MCKERNAN et al., 2016).

Ja no Canad3, o regulamento sobre o acesso a cannabis para fins médicos
(ACMPR) determina diretrizes para testes microbiolégicos de produtos de Cannabis,
segundo a Lei sobre alimentos e medicamentos, que segue os limites preconizados

nas farmacopeias europeia e americana (Tabela 3) para medicamentos fitoterapicos.
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Bactérias Levedura e Coliformes
aetr:tl:ic;as mofo totais Salmonella E. coli Totais*
Planta 5 3 Auséncia em Auséncia em 3
rasurada 10 10 109 109 10
Planta 10 10° Auséncia em Auséncia em Nenhum
pulverizada 109 109 critério
Tinturas 104 10 Nephgm Nenhgm Nephgm
critério critério critério
Infuses 102 <10 Nephgm Ne_nhgm Nephgm
critério criterio critério

*Bactéria Gram-negativa bile tolerante
Fonte: (Adaptado de BHANDARE, 2020).

1.6 Resisténcia bacteriana aos antibidticos

Atualmente, a resisténcia antimicrobiana é uma das mais graves ameacas a
saude. As infecgdes causadas por bactérias multirresistentes sdo muito comuns e vem
se tornando um sério problema de saude publica. Denomina-se resistoma o conjunto
de genes de resisténcia aos antimicrobianos presentes em um determinado
ambiente(VAN DUIN; PATERSON, 2016).A resisténcia antimicrobiana, seja ela,
intrinseca ou adquirida, € um processo adaptativo que garante a sobrevivéncia de
micro-organismos sob o0 aspecto microbioldgico (resisténcia in vitro) e clinico
(resisténcia in vivo) (SANTOS, 2004; QUEIROZ et al., 2012).

Uma bactéria pode se tornar resistente através de mutacdes espontaneas ou
aquisicao de genes a partir de outros micro-organismos (BLAIR et al., 2015). Na
resisténcia adquirida, micro-organismos tornam-se resistentes pela incorporacao de
elementos genéticos por meio da transferéncia horizontal de genes. Elementos
genéticos moveis incluindo fagos, plasmideos, transposons, integrons, entre outros,
medeiam essa transferéncia e conferem diversas propriedades fundamentais para a
sobrevivéncia dos micro-organismos no ambiente em que se encontram
(FERNANDEZ et al., 2011; FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). E através desses
mecanismos de trocas genéticas que muitas bactérias podem se tornar resistentes a
multiplas classes de antimicrobianos (TENOVER, 2006).

A partir da aquisigao de genes de resisténcia, o micro-organismo pode produzir
enzimas capazes de inativar o antimicrobiano, como é o caso das enzimas -

lactamases que quebram o anel B-lactamico desativando a atividade antibacteriana
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do farmaco. Quando adquiridos, os genes de resisténcia podem ser dispensados ou
mais raramente, até mesmo serem incorporados ao genoma bacteriano. Além disso,
outros determinantes de resisténcia também podem ser carreados junto com os genes
de resisténcia, ampliando ainda mais o fendtipo multirresistente, diminuindo as opcoes
terapéuticas (DZIDIC et al., 2008).

Além disso, as bactérias podem desenvolver resisténcia aos antimicrobianos
por meio de alguns mecanismos ja bem descritos na literatura, como alteragao do sitio
alvo (DRAWZ; BONOMO, 2010), bombas de efluxo (SOTO, 2013) e diminuicdo da
expresséo de porinas na parede celular bacteriana (DRAWZ; BONOMO, 2010).

Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa membro da familia
Enterobacteriaceae, habita normalmente o intestino humano e de alguns animais, no
entanto, nem todas as linhagens de E. coli sdo comensais, sendo as patogénicas
capazes de causar doencas debilitantes em tecidos intestinais e extra intestinais,
como gastrenterite, intoxicacdo alimentar, infeccbes nos tratos urinarios e
respiratorios, podendo levar ao 6bito. Devido ao fato de fazer parte da microbiota
intestinal de varios animais, é liberada nas fezes e sua presenca € um indicativo de
contaminagao fecal (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

A resisténcia antimicrobiana em E. coli tem sido bastante relatada a nivel
mundial. A resisténcia emergente a fluoroquinolonas e a produgado da enzima [3-
lactamase de espectro estendido (ESBL) por cepas de E. coli multirresistentes foram
motivos de preocupacdo, devido as limitadas opcgdes terapéuticas para tratar
infecgbes causadas por essa bactéria (BAUM; MARRE, 2005). As enzimas ESBL sao
capazes de hidrolisar as cefalosporinas de amplo espectro, como a cefotaxima e
ceftazidima, e os monobactamicos, como o aztreonam (JACOBY; MEDEIROS, 1991).

A espécie Staphylococcus aureus, bactéria do grupo dos cocos Gram-positivos,
pertencente a familia Staphylococcaceae, pode sobreviver permanentemente na
microbiota das narinas, pele, garganta e trato intestinal de alguns individuos, podendo
provocar doencgas que vao desde uma infecgao simples, como espinhas e furunculos,
até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico e septicemia. As rotas de transmissdo ocorrem por contato direto, geralmente
através da pele de uma pessoa colonizada ou infectada com lesdes abertas, ou
através das méos e bocas de profissionais de saude contaminados (SANTOS et al.,
2007; COSTA et al., 2011).
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O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia do S. aureus aos
antimicrobianos esta diretamente relacionado com os procedimentos empregados na
sua antibioticoterapia. A penicilina G ou benzilpenicilina comecou a ser usada no
tratamento de pacientes infectados pelo S. aureus em 1943, porém, logo esse
patdgeno exibia resisténcia a este [B-lactdmico nos hospitais do Reino Unido e dos
EUA. O mesmo ocorreu com a meticilina, com o aparecimento das cepas MRSA (S.
aureus resistente a meticilina) e com a vancomicina, na qual ja existem cepas de S.
aureus resistentes (VRSA) (SANTOS et al., 2007).

1.7 Escherichia coli patogénica

Escherichia coli € uma bactéria comensal, uma vez que habita o intestino de
animais e seres humanos sem ocasionar doencgas. Entretanto, existe uma pequena
parte das estirpes que apresenta patogenicidade responsavel por enfermidades,
sendo seis 0s patotipos (grupos que apresentam diferentes mecanismos de viruléncia)
de E. coli diarreiogénica. Sendo elas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente
(DAEC) (KUHNERT et al., 2000).

As STECs sao um grupo de bactérias patogénicas emergentes, relacionadas a
surtos diarreicos de origem alimentar. Entre os muitos subtipos que constitui o grupo,
0 mais comum € E. coli entero-hemorragica (EHEC). Os sintomas causados pela
STEC variam entre diarreia leve a colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica,
relacionada a sequelas renais (BRYAN et al., 2015). As cepas de STEC produzem
importantes substancias denominadas toxinas de Shiga, seus principais fatores de
viruléncia, codificadas pelo gene stx. A EHEC expressa simultaneamente os genes
Stx e eae, principal diferenca entre esse e os demais subtipos da STEC (LOUKIADIS
et al., 2006).

EPEC e EHEC produzem mecanismos semelhantes de adesao ao epitélio
intestinal que resultam em uma caracteristica anexag¢ao e apagamento dos enterdécitos
que esta associada a expressdo da intimina, uma proteina da membrana externa
codificada pelo gene eae (REID et al., 1999).

ETEC sao uma das principais causas de diarreia em criangas de paises em

desenvolvimento e em adultos que viajam para essas regides, conhecida
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popularmente como diarreia do viajante. A principal via de infec¢do € a contaminagao
fecal em alimentos e agua potavel. Apods a ingestdo, ETEC coloniza o intestino, se
anexando a mucosa e causando uma disfungéo no transporte de eletrdlito e agua em
enterdcitos levando aos seguintes sintomas: diarreia aquosa, febre baixa, vomitos,
célicas e nauseas (KUHNERT et al., 2000).

1.8 Tipificagdo molecular

As bactérias possuem sequéncias de elementos repetitivos que podem ser
conservados em muitos géneros ou espécies. Varios métodos de detecgao e tipagem
molecular foram desenvolvidos e sao amplamente utilizados para detectar, diferenciar,
tipificar e classificar patdgenos para determinar a origem e a disseminagao de diversos
clones em investigagdes de surtos, tratamentos clinicos e estudos epidemiologicos
(TRINDADE et al., 2003; ADZITEY; HUDA; ALI, 2013). O ponto chave de uma técnica
de tipificagdo € o poder discriminatério, que esta relacionado com o fato de que os
isolados que compartilham perfis idénticos ou intimamente relacionados sejam
realmente clones e fagam parte da mesma cadeia de transmissao (TRINDADE et al.,
2003).

A Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) é uma
técnica de tipificacdo molecular simples, precisa e econbmica que utiliza primers
especificos para sequéncias consensuais intergénicas repetitivas. Esses primers
podem ser usados em condi¢des de alto rigor para que o DNA alvo possa produzir
impressdes digitais, de regides altamente conservadas, que possuem diferentes
tamanhos, de modo que possa entdo ser verificada a diferenciagdo entre os micro-
organismos da mesma espécie (WASSENAAR; NEWELL, 2000).

Um estudo realizado com amostras de agua de fontes naturais, analisou 650
amostras e realizou a detecg¢ao e genotipagem de isolados de E. coli utilizando ERIC-
PCR. Os pesquisadores identificaram 175 diferentes gendtipos de E. coli em 555
amostras de agua contaminadas com fezes humanas e de animais. Os isolados do
mesmo gendtipo foram frequentemente encontrados no mesmo conjunto de amostras
de agua (CASAREZ; PILLAI; GIOVANNI, 2007).

A genotipagem utilizando ERIC-PCR também pode ser realizada em outros
micro-organismos que nao sejam enterobactérias. Um estudo desenvolvido por TSAI

e colaboradores (2020) realizou a genotipagem de S. aureus multirresistentes isolados
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de aguas de rios em Taiwan. Foi observado que cepas com perfis de resisténcia
semelhantes foram categorizadas no mesmo grupo e algumas apresentaram-se como

mesmo clone.

1.9 Diversidade metagenémica

Micro-organismos nao cultivaveis em laboratério compreendem a maioria da
diversidade biolégica do planeta. Visto isso, métodos independentes de cultivo sé&o
essenciais para entender a diversidade genética, estrutura populacional e papéis
ecolégicos da maioria dos micro-organismos (RIESENFELD et al., 2004).

A metagenO6mica nada mais € que uma analise gendmica independente de
cultivo que gera dados de sequéncias de DNA retirados diretamente do ambiente, que
sdo comparados com os genomas de milhares de espécies em bancos de dados e
ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). De um modo geral,
uma analise de metagendmica compreende trés etapas principais: processamento da
amostra biolégica, sequenciamento numa plataforma de alto desempenho e analise
dos dados (RIESENFELD et al., 2004; STREIT; SCHMITZ, 2004).

O advento da metagendmica vem proporcionando a realizagado de analises de
comunidades microbianas em inumeros ambientes baseada em sequéncia, ou seja, é
0 screening de genes de interesse baseando-se em suas sequéncias conservadas
(TURQUE et al, 2010; GONZALEZ et al, 2012). Devido a grande maioria dos micro-
organismos ndo serem cultivaveis em laboratorio, as pesquisas pela metagenémica
podem resultar na identificagdo de genes e proteinas de micro-organismos até entao
desconhecidos. Assim, a probabilidade de descobrir novas sequéncias torna essa
abordagem mais favoravel do que as pesquisas em micro-organismos ja cultivados
(RIESENFELD et al., 2004; STREIT; SCHMITZ, 2004).

Um grupo nos EUA analisou uma formulagdo a base de plantas que aumenta
a imunidade através de bactérias presentes nesse produto. Foi escolhida uma espécie
de planta (Angelica sinensis) utilizada na formulagdo para caracterizar sua
comunidade bacteriana por meio de analise metagendmica. O estudo metagenémico
do gene rrs do 16S rRNA forneceu uma visdo geral da complexa comunidade
bacteriana. A maioria dos micro-organismos identificados eram bactérias Gram-

negativas, sendo o género Rahnella o mais abundante nas trés amostras analisadas
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e parecia estar associado a atividade imunoestimuladora. Esse género bacteriano é
amplamente distribuido na agua, no solo e nas plantas (MONTENEGRO et al., 2015).

Outro estudo metagendmico, também realizado nos EUA, identificou uma
variedade de patdégenos humanos, incluindo Acinetobacter baumannii, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia pickettii, Salmonella enterica,
Stenotrophomonas maltophilia e Clostridium botulinum, em flores de plantas
medicinais de Cannabis sp. cultivadas dentro de casas em Massachusetts, Maine e
Rhode Island (MCKERNAN et al., 2016).

1.10 Justificativa

Na legislacdo atual, regulamentada pela Anvisa, a C. sativa é considerada
como proscrita, exceto para fins médicos e cientificos, de forma controlada e
supervisionada (RDC N° 143/17). Ou seja, isso ndo impede a realizagao de pesquisas
e utilizagdo com finalidades terapéuticas, sendo possivel, inclusive, o registro de
medicamento a base de substancia e/ou planta proscritas.

Ainda que a Anvisa autorize a importacado de extratos de C. sativa, 0 acesso a
esse medicamento acarreta questdes burocraticas e principalmente financeiras, uma
vez que esses produtos sao vendidos a precos elevados. Tendo em vista esse fato,
familias de portadores da epilepsia refrataria estdo conseguindo por meio judicial o
habeas corpus para cultivarem a C. sativa e produzirem seus proprios extratos
medicinais.

Existem muitos estudos sobre as propriedades farmacologicas dos extratos de
C. sativa e até sobre analises toxicoldgicas, mas poucos estudos avaliam a qualidade
microbiolégica desses extratos, tampouco seu potencial risco a saude. No entanto,
alguns estudos tém revelado a presenca de atividade antimicrobiana de canabinoides,
do 6leo da semente e de produtos da extracéo alcodlica da C. sativa (APPENDINO et
al., 2008; ALl et al., 2012). Por outro lado, € importante ressaltar que analises
microbiolégicas em extratos oleosos de C. sativa demonstraram abundancia de micro-
organismos patogénicos, principalmente Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
em um estudo anterior realizado no INCQS (CARMO, 2019).

Diante da importancia do tema, a realizacao deste estudo é de alta relevancia,
uma vez que se trata da caracterizacao de isolados microbianos provenientes do

monitoramento de extrato artesanal de C. sativa, abordagem ainda ndo adotada no



33

Brasil. Além disso, estudaremos a composicdo de comunidades microbianas do
extrato e as possiveis relagdes clonais e suas associagdes com os perfis de
susceptibilidade antimicrobianos.

O uso da metagenbmica ira permitir uma exploragdo mais robusta da
composicao da comunidade microbiana presente nos extratos medicinais de C. sativa,
uma vez que essa técnica identifica micro-organismos nao cultivaveis em laboratorio,
que compreendem a maioria da diversidade biolégica do planeta. Além disso, podera
revelar a presenca de possiveis patégenos que nao foram possiveis de serem
identificados na metodologia convencional de cultivo microbiano.

Os resultados obtidos no presente estudo poderdo revelar dados ainda nao
divulgados no Brasil, em relagdo a qualidade microbiolégica de extrato artesanal de
C. sativa, e com isso, contribuir com as agdes da vigilancia sanitaria, no que

caracteriza sua extrema relevancia para a saude publica.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Determinar a composi¢cdo da comunidade microbiana de extratos medicinais de
Cannabis sativa pela metagendmica e avaliar a variabilidade genética, a
susceptibilidade aos antimicrobianos e as relagdes clonais de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus isolados desses produtos.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a identificagdo molecular de linhagens de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus isolados de extratos de C. sativa;

e Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados;

o Estabelecer as relagdes clonais dos isolados pela ERIC-PCR e associar com
perfis de resisténcia aos antimicrobianos;

e Determinar a patogenicidade e atividade hemolitica dos isolados de E. coli;

e Realizar a contagem e identificagédo fenotipica de micro-organismos nas novas
amostras de extratos de C. sativa;

e Determinar e comparar a composi¢cao da comunidade microbiana de extratos

de C. sativa, pela metagendmica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

No periodo de 2017-2018, foram obtidas 73 amostras de extratos de C. sativa
produzidos por familiares de pacientes epilépticos. Esses extratos foram obtidos a
partir de extragao oleosa em colaboragao com o projeto de extensdo Farmacannabis-
UFRJ (CARVALHO, 2017). Essas amostras foram encaminhadas ao Setor de
Produtos N&o Estéreis, no Departamento de Microbiologia do INCQS/Fiocruz (Oficio
N° 657/2017).

Ja no periodo de 2019-2020 foram fornecidas 30 amostras de extratos
artesanais de C. sativa, que foram preparados utilizando extragao alcodlica, Soxhlet
ou CO2 em estado supercritico.

Nessas amostras foram realizadas analises de contagem total de bactérias
aerobias, bolores e leveduras; contagem de bactérias Gram-negativas bile tolerantes;
pesquisa de patogenos: E. coli, S. aureus, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans e a caracterizagdo fenotipica de outros micro-organismos
(JORGENSEN; PFALLER, 2015; FARMACOPEIA ..., 2019).

3.2 Contagem total de bactérias aerébias, bolores e leveduras

Como os extratos de cannabis sdo produtos de natureza lipidica, transferiu-se
1mL da amostra para tubo de ensaio com 9 mL de caldo caseina-soja com 0,1% de
polissorbato 80 para atingir a diluigdo 10-'. O produto foi homogeneizado em banho
termostatico (40-45 °C). Foram preparadas diluigdes decimais sucessivas com o
mesmo diluente (caldo caseina-soja) acrescido de polissorbato 80, utilizando o
meétodo de contagem por semeadura em profundidade.

No ensaio de contagem total de bactérias aerdbias foram transferidas aliquotas
de 1 mL de cada diluigdo (10!, 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. Apés homogeneizagao e solidificagao do
agar as placas foram incubadas a (32,5 + 2,5) °C por 48 h (FARMACOPEIA ..., 2019).

Ja para a contagem de bolores e leveduras (semeadura em profundidade)

foram transferidas aliquotas de 1 mL de cada diluigdo (10", 102 e 10-%) da amostra
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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
homogeneizagao e solidificagdo do agar as placas foram incubadas a (22,5 £ 2,5) °C
por 5 a 7 dias (FARMACOPEIA ..., 2019).

Ap0s o periodo de incubagéo, foi realizado a contagem de colénias nas placas
de agar caseina-soja, que apresentaram até 300 colbnias de bactérias e nas placas
de agar sabouraud-dextrose com até 100 colbnias fungicas, utilizando a seguinte

formula:

Q. Pi)
N=-Z—7D
Q. VD
Onde:
N = Numero de Unidade Formadora de Colbénia (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 diluigbes nao apresentavam col6nias, a
contagem foi registrada como sendo menor que uma vez a menor diluigcdo. Ou seja,
se nenhum crescimento foi detectado na diluigdo 1:10, a contagem foi inferior a 10
UFC/mL.

3.3 Contagem de bactérias Gram-negativas bile tolerantes

O produto na diluicdo 1:10 foi incubado a (22,5 + 2,5) °C por duas horas apenas
para que ocorresse a reativacdo da bactéria. Em seguida, transferiu-se 1 mL para
tubos contendo 9 mL de caldo Mossel para enterobactéria (Difco, EUA), realizando
diluigdes em série até 10-3. Os trés tubos foram incubados a (32,5 + 2,5) °C por 24 a
48 h. Apos periodo de incubagédo, para cada tubo com crescimento positivo, foram
realizadas subculturas em agar violeta vermelho neutro glicose (VRBG) (Merck, EUA)
e posteriormente incubadas a (32,5 + 2,5) °C durante 18 a 24 h (FARMACOPEIA ...,
2019). O
crescimento de coldnias bem desenvolvidas de bactérias Gram-negativas, geralmente

vermelhas ou avermelhadas, indica contaminagéao (resultado positivo). Anotam-se os
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resultados positivos e negativos, e determina-se o numero mais provavel (NMP) de

bactérias por grama ou mililitro do produto segundo tabela 4.

Tabela 4 - Interpretacdo dos resultados do teste quantitativo para bactérias Gram-

negativas bile tolerantes

Resultados para quantidade de
produto de Numero provavel de bactérias
por grama ou mililitro do produto

0,igou 0,01 gou 0,001 g

mL mL 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 ..., 2019).

3.4 Pesquisa de patégenos

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 diluigdo 10" em caldo caseina-soja previamente
incubada a (32,5 + 2,5) °C durante 18 a 24 h e foram realizadas baseando-se no
manual de microbiologia clinica (JORGENSEN; PFALLER, 2015).

3.4.1 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. Apos 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 colbnias vermelhas, geralmente ndo mucosas,
com micromorfologia caracteristica de bacilo Gram-negativo, indica presencga provavel
de E. coli que deve ser confirmada por coloracdo de Gram e testes bioquimicos
especificos: citrato (Merck, EUA), indol (Merck, EUA), eosina azul de metileno (EMB)
(Merck, EUA), vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP).
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3.4.2 Salmonella

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

3.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Transferiu-se uma aliquota da amostra para placa contendo agar cetrimide
(Difco, EUA). Incubou-se a (32,5 £ 2,5) °C durante 24 h. O crescimento de col6nias
verdes indica presenga provavel de P. aeruginosa que deve ser confirmada através
de coloracdo de Gram e testes bioquimicos especificos: oxidase, pigmentacéo
(extracao de piocianina) e crescimento a 42 °C.

3.4.4 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 presenga provavel de S.
aureus que deve ser confirmada por coloragcdo de Gram e testes bioquimicos
especificos: desoxirribonuclease (DNAse) (Merck, EUA), coagulase, catalase, além

da fermentagao anaerdbica em glicose e manitol.

3.4.5 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
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colonias brancas em agar sabouraud, colénias pretas em agar Nickerson e colbnias

verdes em CHROMagar indica presencga de C. albicans.

3.4.6 Asperqgillus 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 coloragéo inicialmente branca,
tornando-se verde oliva em agar sabouraud-dextrose indica presencga provavel de A.
flavus e/ou A. parasiticus sendo necessarias observagdes macro e micromorfologicas

que identificam os fungos filamentosos.

3.4.7 Outros micro-organismos

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

Os testes de identificacdo microbiana para a confirmagcdo de cada micro-
organismo encontrado foram realizados segundo Jorgensen & Pfaller, 2015.

3.5 Identificagdo molecular de E. coli e S. aureus

A extragcdo do DNA gendmico (gDNA) foi realizada por fervura, no qual uma
alcada de coldnia bacteriana foi transferida para microtubo de 1,5 mL contendo 200
puL de tampao TE e posteriormente aquecido a 95 °C por 15 minutos. Apds esse
periodo, o material foi centrifugado a 14.000 rom durante 5 minutos. Ao final da
centrifugacgao foi recuperado 100 yL do sobrenadante para utilizagdo na reacédo em
cadeia da polimerase (PCR).

A confirmacéao da identidade dos isolados bacterianos foi realizada através da
amplificagdo de gene especifico de E. coli (uidA) que codifica a produgao de -
glucuronidase (BEJ et al.,1991; CEBULA et al., 1995) e amplificacdo de gene

especifico de S. aureus (femA) que tem como produto uma proteina de 48-50 kDa,
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sendo envolvido na estrutura da parede celular bacteriana (TEIXEIRA et al., 2014;
CHUNG et al., 2016).

A mistura de PCR foi composta por agua deionizada; 1X PCR MasterMix
(PROMEGA), 15 pmol de cada iniciador (Tabela 5), a esta mistura foi adicionado
aproximadamente 10 ng do gDNA a ser analisado e a amplificagéo foi realizada nas
seguintes condi¢des: desnaturagéo a 95 °C por 1 minuto; anelamento ideal (Tabela 5)
por 1minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto por 35 ciclos, com uma extensao

adicional a 72 °C por 5 minutos.

Tabela 5 - Oligonucleotideos utilizados na confirmacao da identidade de E. coli e S.

aureus
Micro- Tamanho
. . . A . s o Anelamento do A
organismo / Iniciador Sequéncia (5’-3’) (°C) fraamento Referéncia
Gene alvo g(’pb)
UAL-754 AAAACGGCAAGAAAAAGCAG BEJ ef al
E. coli/ uidA 52 156 v
UAR-900 ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG 1991
S. aureus/ femA-SaF TGCCTTTACAGATAGCATGCCA 55 142 CHUNG et
femA femA-SaR ~ AGTAAGTAAGCAAGCTGCAATGACC al., 2016

Fonte: (Da autora, 2019).

Para a identificacdo de E. coli foram utilizadas as cepas de referéncia E. coli
INCQS 00749/ATCC CRM 8739 (controle positivo) e Klebsiella pneumoniae INCQS
00147/ATCC 13883 (controle negativo). Enquanto isso, na identificacdo de S. aureus
foram utilizadas as cepas de referéncia S. aureus INCQS 00746/ATCC CRM 6538 e
Staphylococcus epidermidis INCQS 00745/ATCC CRM 12228 como controles positivo
e negativo, respectivamente. Adicionalmente, uma aliquota de agua deionizada estéril
foi empregada para avaliar a auséncia de DNA contaminante na mistura da PCR. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, a 1,5% (p/v);
revelado com GelRed™ 1X (BIOTIUM) e analisado pelo sistema de fotodocumentagao
L-PIX Touch (LOCCUS).

3.6 Determinagao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada pela técnica de disco-

difusdo (método de Kirby-Bauer) ou E-test, segundo os critérios estabelecidos pelo
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European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2019). Os
isolados foram inicialmente semeados em agar caseina soja por 24 horas a 37 °C e o
crescimento microbiano suspenso em solugao salina estéril (NaCl 0,85%) para a
obtencao do padrao de turbidez 0,5 na escala de McFarland.

A suspenséo foi semeada, com o auxilio de um swab, em agar Mueller-Hinton
onde foram depositados os discos de onze antibidticos selecionados em placas
contendo E. coli: piperacillina/tazobactam (30/6 ug), cefuroxima (30 pg); ceftazidima
(10 ug), cefepima (30 ug), imipenem (10 pg), meropenem (10 ug), aztreonam (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (15 pg), sulfametoxazol-
trimetoprim (23,75/1,25 ug) e fita de tigeciclina. Ja para o antibiograma de S. aureus
foram utilizados nove antibidticos: benzilpenicilina (fita), cefoxitina (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 ug), clindamicina (2 ug), tetraciclina (30 ug),
rifampicina (fita), sulfametoxazol-trimetoprim (23,75/1,25 pg) e vancomicina (fita). A
leitura dos halos de inibicéo foi efetuada apds a incubagao a 37°C por 16-18 horas.

3.7 Estabelecimento de relagdes clonais por meio da técnica ERIC-PCR

A analise de tipificagcao dos isolados foi realizada através da Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR), para a analise do polimorfismo do
DNA das amostras bacterianas com o objetivo de avaliar a similaridade genética entre
os isolados. Para os isolados de E. coli foi utilizado uma combinag¢ao dos iniciadores
ERIC-1 (5-GTGAATCCCCAGGAGCTTACAT-3’) e ERIC-2 (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’), ja para os isolados de S. aureus foi utilizado
apenas o iniciador ERIC-2 e as condi¢gdes de amplificagdo de acordo com protocolo
previamente descrito (VERSALOVIC et al., 1991).

Os produtos da amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2,0% em tampéao TAE 1X corado com GelRed™ 1X (BIOTIUM), utilizando o
peso molecular padrao de 100 pb de DNA padrao, com uma corrida inicialmente a
65V por 30 minutos, posteriormente aumentando para 80V por 1 hora e 55 minutos e,
ao final, analisado pelo sistema de fotodocumentacédo L-PIX Touch (LOCCUS).

Padrdes de banda foram analisados com o programa BioNumerics verséo 6.6
(AppliedMaths, Kortrijk, Bélgica). O dendograma foi construido com a utilizacdo do

indice de Dice e o método “unweighted pair group method with arithmetic average”
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(UPGMA) (VAN BELKUM et al., 2007). Amostras que apresentaram perfis de banda

idénticos foram classificadas em um mesmo genotipo.

3.8 Patogenicidade e atividade hemolitica dos isolados de E. coli

Todas as cepas de E. coli foram analisadas para verificar seu potencial de
patogenicidade. A atividade hemolitica dos isolados de E. coli foi avaliada através do
cultivo em agar sangue, as culturas foram semeadas, em formato de circulo, em
placas de agar Mueller-Hinton contendo 5% (v/v) de sangue de ovelha e incubadas a
37 °C por 24 h. Apo6s o periodo de incubacio, a presenca de halo de hemdlise ao
redor das culturas bacterianas € um indicativo de atividade hemolitica (TAKAHASHI
et al., 2014).

Além disso, duas categorias patogénicas foram escolhidas para serem
verificadas nas E. coli isoladas dos extratos de C. sativa. Sdo elas: E. coli
enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC). Para detectar EPEC,
foram pesquisados os genes eae e bfpA; e para detectar EHEC, além do gene eae, 0
gene stx também foi investigado. A mistura de PCR foi composta por agua deionizada;
1X PCR MasterMix (PROMEGA), 25 pmol de cada iniciador (Tabela 6), a esta mistura
foi adicionado aproximadamente 10 ng do gDNA a ser analisado e a amplificagao foi
realizada nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos;
anelamento a 58 °C por 45 segundos e extenséo a 72 °C por 1 minuto por 30 ciclos,

com uma extensédo adicional a 72 °C por 7 minutos.

Tabela 6 - Oligonucleotideos utilizados na pesquisa de gene de viruléncia

Tamanho do

Gene alvo Iniciador Sequéncia (5’-3’) fragmento Referéncia
(pb)
eae-F CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 REID et al.
eae ’
eae-R CCAGACGATACGATCCAG 1999
oA bfpA-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 226 GUNZBURG et
D
bfpA-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA al., 1995
Six-F ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG VIDAL et al
Stx 584 "
stx-R GCGTCATCGTATACACAGGAGC 2004

Fonte: (Da autora, 2020).

As cepas de referéncia de E. coli diarreiogénica INCQS 00180/CDC O111ab
EPEC (bfpA e eae), INCQS 00171/CDC EDL-933 EHEC (stx e eae) foram usadas
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como controles positivos e E. coli INCQS 00310/ATCC 11775 como controle negativo.
Adicionalmente, uma aliquota de agua deionizada estéril foi empregada para avaliar
a auséncia de DNA contaminante na mistura da PCR. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose, a 1,5% (p/v); revelado com GelRed™
1X (BIOTIUM) e analisado pelo sistema de fotodocumentagdo L-PIX Touch
(LOCCUS).

3.9 Comunidade microbiana de extratos de C. sativa pela metagenémica

3.9.1 Amostragem

Para avaliar a composicao da comunidade microbiana presente nos extratos
de C. sativa, as amostras foram agrupadas de acordo com a origem (Organizagao
Ndo Governamental - ONG; laboratorio-Farmacannabis; paciente) e o método de
extragdo utilizado (oleosa; alcodlica; Soxhlet; fluido supercritico), para serem
analisadas pela técnica da metagenémica. As amostras obtidas por extragdo oleosa
foram adquiridas no periodo 2017-2018 e armazenadas a (-70) °C. Ao final foram
obtidos 16 grupos amostrais (Quadro 1).

Quadro 1 - Grupos amostrais analisados na metagenémica

Grupo Fonte Tipo de extragao
CAN 1 ONG 1 Oleosa

CAN 2 ONG 1 Oleosa + adigdo de alcool
CAN 3A ONG 1 Alcodlica

CAN 3B ONG 1 Alcodlica

CAN 4 ONG 2 Oleosa

CAN 5 ONG 3 Oleosa

CAN 6 ONG 3 Alcodlica

CAN 7 ONG 4 Oleosa

CAN 8 ONG 4 Alcodlica

CAN 9 Laboratério Soxhlet + Fluido supercritico
CAN 10 Laboratério Soxhlet

CAN 11 Laboratorio Fluido supercritico
CAN 12 Laboratorio Alcodlica

CAN 13 Paciente 1 Alcodlica

CAN 14 Paciente 2 Soxhlet

CAN 15 Paciente 3 Alcodlica

Fonte: (Da autora, 2020).
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3.9.2 Sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA

O DNA total das amostras foi extraido e purificado utilizando kit Olive Oil DNA
Isolation (Norgen Biotek Corp., Ontario, Canada). A regido V4 do gene rrs do 16S
rRNA foi amplificada por PCR utilizando os iniciadores 16Sf (5 -
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA - 3’) e 16Sr (5 — GGACTACHVGGGTWTCTAAT - 3))
com os devidos barcodes e adaptadores que proporcionam a amplificacdo de um
fragmento de 380 pb (KOZICH et al., 2013).

A mistura da reagdo foi composta por AccuPrime™ Pfx SuperMix (Thermo
Fisher Scientific™) e 2 uM de cada iniciador, foi adicionado a esta mistura 5 ng do
DNA a ser analisado nas seguintes condigdes: etapa inicial 5 min a 95 °C, em seguida
inicia-se as trés etapas que foram repetidas por 35 vezes: 20 segundos a 95 °C; 50
°C por 30 segundos; e 5 minutos a 72 °C e alongamento por 10 min a 72 °C. Os
produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v);
revelado com GelRed™ 1X (BIOTIUM) e analisado pelo sistema de fotodocumentagao
L-PIX Touch (LOCCUS). Apds confirmar a amplificagéo, os produtos foram purificados
utilizando kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN) e quantificados em equipamento
Qubit® 2.0 Fluorometer (INVITROGEN), conforme o manual dos fabricantes.

O sequenciamento massivo da regiao V4 do gene rrs do 16S rRNA foi realizado
de acordo com o protocolo Miseq Reagent Kit v.2 na plataforma MiSeq (lllumina®). A
checagem da qualidade das sequéncias foi realizada utilizando o programa FastQC
(ANDREWS, 2010) e a filtragem de sequéncias com qualidade média igual ou superior
a 25 foi realizada pelo programa PRINSEQ (SCHMIEDER; EDWARDS, 2012). A
analise dos dados foi realizada através do software QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) versao 2 (CAPORASO et al., 2010). Os dados foram comparados
com o banco de dados SILVA High Quality Ribossomal RNA Databases (nao-
redundante) release 138 com e-value maximo de 1e-5, minima identidade de 98 —
99%.
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4 RESULTADOS

4.1 Contagem e isolamento de micro-organismos

4.1.1 Amostragem de 2017/2018

Um total de 73 amostras de extratos medicinais de C. sativa foram analisadas
no periodo de 2017-2018, utilizando técnicas convencionais de contagem e
identificacdo de micro-organismos. Todos os extratos foram preparados utilizando a
técnica da extracdo oleosa (descrita na Figura 1). Foram encontrados fungos e
leveduras, tais como: Aspergillus spp. (n = 14/ 19,2%) e Candida albicans (n = 6/
8,2%), além de diversas espécies bacterianas, dentre elas: E. coli (n = 60/ 82,2%), S.
aureus (n = 20/ 27,4%), Bacillus spp. (n = 17/ 23,3%), Enterobacter cloacae (n = 4/
5,5%), Cronobacter sakazakii (n = 4/ 5,5%), Pantoea agglomerans (n = 2/ 2,7%),
Staphylococcus epidermidis (n = 1/ 1,4%), Cedecea davisae (n = 1/ 1,4%) (Grafico 1).

Grafico 1 - Micro-organismos isolados nos extratos oleosos de C. sativa analisados
em 2017 e 2018
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Fonte: (Da autora, 2018).
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Um total de 30 amostras de extratos medicinais de C. sativa foram analisadas

no periodo de 2019-2020, utilizando técnicas convencionais de contagem e

identificacdo de micro-organismos (Tabela 7). Os extratos foram preparados por

diferentes tipos de extragdo, como: extragéo alcoodlica simples (descrita na Figura 2)

ou utilizando técnicas mais robustas no laboratério da UFRJ como Soxhlet; ou

extragdo com CO2 em estado supercritico, no qual realiza a extragdo a uma

temperatura e pressao especifica.

Tabela 7 — Contagem e identificagcdo de micro-organismos em extratos de C. sativa

analisados em 2019 e 2020 (continua)

Contagem total

Bactéria Gram-

[]
A N Tipo de extragao Contagen:n t.otal de de bolores e negativa bile-
mostra Bactérias I
eveduras tolerante
1 cedilei f_lwdo <10 <10 Menos de 10
supercritico
2 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
3 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
4 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
5 Soxhlet <10 <10 Menos de 10
6 Fluido supercritico <10 <10 Menos de 10
7 Fluido supercritico <10 <10 Menos de 10
8 Fluido supercritico <10 <10 Menos de 10
9 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
10 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
11 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
12 Extracao alcodlica <10 <10 Menos de 10
13 Extracao alcodlica <10 <10 Menos de 10
14 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
toxie  Meesde e
15 Extracao alcodlica 1,0x 102 Aspergillus Enterobacter
flavus
cloacae
3,0 x 102 1,0 x 102
16 Extracao alcodlica Staphylococcus Aspergillus Menos de 10
epidermidis flavus
4,0 x 10?
17 Desconhecido Staphylococcus <10 Menos de 10
epidermidis
18 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
19 Desconhecido <10 <10 Menos de 10
20 Extracao alcodlica <10 <10 Menos de 10
Menos de 10% e
. " mais de 102
21 Desconhecido 1,5x10 <10 Enterobacter
cloacae

Nota: Resultados em UFC/mL. Exceto para Bactéria Gram-negativa bile tolerante, resultados em NMP.
Fonte: (Da autora, 2020).
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Tabela 7 — Contagem e identificacdo de micro-organismos em extratos de C. sativa

analisados em 2019 e 2020 (conclusao)

o Contagem total Bactéria Gram-
N . = Contagem total de - .
Amostra Tipo de extragao Bactérias de bolores e negativa bile-
leveduras tolerante
1,0 x 102
22 Desconhecido Staphylococcus <10 Menos de 10
epidermidis
23 Extragao alcodlica <10 <10 Menos de 10
1,6 x 10°
24 Extracao alcodlica <10 Aspergillus Menos de 10
flavus
25 Extragao alcodlica <10 <10 Menos de 10
26 Extragao alcoolica <10 <10 Menos de 10
27 Soxhlet <10 <10 Menos de 10
28 Soxhlet <10 <10 Menos de 10
29 Fluido supercritico <10 <10 Menos de 10
1,0 x 104
30 Extragao alcodlica Bacillus <10 Menos de 10
circulans

Nota: Resultados em UFC/mL. Exceto para Bactéria Gram-negativa bile tolerante, resultados em NMP.
Fonte: (Da autora, 2020).

Dentre as amostras analisadas foram encontrados fungos: Aspergillus flavus
(n=3); e bactérias: Enterobacter cloacae (n=2), Bacillus circulans (n=1) e
Staphylococcus epidermidis (n=3). Das sete amostras que apresentaram
contaminagdo microbiana, trés estavam acima dos limites preconizados pela
farmacopeia brasileira. A amostra n° 24 apresentou contagem de A. flavus de 1,6 x103
UFC/mL, sendo que a farmacopeia determina para contagem de fungos até 100
UFC/mL, com valor maximo aceitavel de até 200 UFC/mL. Além disso, as amostras
n° 15 e n® 21 apresentaram numero mais provavel (NMP) de bactéria Gram-negativa
bile tolerante entre menos de 10® e mais de 10%, uma vez que o limite determinado

pela farmacopeia é de 102

4.2 Identificagao molecular de E. coli e S. aureus

Visto que E. coli e S. aureus foram as espécies mais isoladas e por serem
micro-organismos potencialmente patogénicos que deveriam estar ausentes nesses
produtos, foram entao os escolhidos para serem analisados neste estudo.

Foram isolados e identificados bioquimicamente 60 E. coli e 20 S. aureus. A
identidade destes 60 isolados de E. coli e 20 de S. aureus foi confirmada pela PCR

dos genes uidA (156pb) e femA (142pb), respectivamente.
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4.3 Determinacgao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os ensaios de antibiograma dos 60 isolados de E. coli, revelaram resisténcia a
quatro antibidticos: cefuroxima 51,7% (31/60); ciprofloxacino 10% (6/60); tigeciclina
8,3% (5/60) e aztreonam 6,7% (4/60) (Grafico 2). Todos os isolados de E. coli foram
sensiveis a piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem,

gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim.

Grafico 2 — Resisténcia dos isolados de Escherichia coli
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Fonte: (Da autora, 2019).

Enquanto isso, 40% (8/20) dos isolados de S. aureus apresentaram resisténcia
apenas a benzilpenicilina (penicilina G). Todos os isolados de S. aureus foram
sensiveis a cefoxitina, ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina, tetraciclina,

rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim e vancomicina.

4.4 Tipificacao das cepas de E. coli e S. aureus

A diversidade genética foi avaliada através da técnica ERIC-PCR para todos os
isolados de E. coli (n = 60) e S. aureus (n = 20), no qual foi possivel observar grande
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polimorfismo genético entre os isolados, sugerindo que ndo ha uma relagao
epidemioldgica entre eles. Apenas duas cepas (256b e 392b) de E. coli apresentaram
0 mesmo padrao de bandas, sendo entdo consideradas como mesmo clone. Essas
cepas clones apresentaram resisténcia a um antimicrobiano, a cefuroxima. Além
disso, outras duas cepas (257 e 94c) de E. coli apresentaram percentual de identidade

acima de 90%, sendo essas sensiveis a todos os antimicrobianos testados (Figura 4).



Figura 4 - Relagao clonal dos isolados de E. coli pela ERIC-PCR
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Em relagdo ao S. aureus, os isolados analisados também mostraram grande
diversidade genética, com dois grupos de cepas apresentando o mesmo padréo de
bandas, sendo eles o grupo A: 30, 31 e 34; grupo B: 22 e 28. Ambos 0s grupos
apresentaram resisténcia a benzilpenicilina (penicilina G). Além disso, duas cepas de
S. aureus (10 e 39) apresentaram percentual de identidade acima de 90%, sendo

essas sensiveis a todos os antimicrobianos testados (Figura 5).

Figura 5 - Relacéo clonal dos isolados de S. aureus pela ERIC-PCR
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Fonte: (Da autora, 2020).

4.5 Patogenicidade

Foi verificada a atividade hemolitica em agar sangue de todos os 60 isolados de
E. coli, porem nenhum deles exibiu halo de hemdlise ao redor do crescimento das
colonias, ou seja, nenhuma apresentou essa patogenicidade. Além disso, esses

isolados também foram analisados para verificar a presencga de genes marcadores de
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viruléncia (eae, bfpA e stx) caracteristicos do patétipo EPEC e EHEC, mas nenhum

apresentou esses genes.

4.6 Analise da composi¢ao da comunidade microbiana pela metagenémica

A analise metagendmica da composigdo da comunidade microbiana dos 16
grupos de amostras revelou que os extratos de C. sativa sdo dominados por
organismos dos dominios Bacteria (79,7 a 99,4%) e Archaea (0,6 a 20,3%). Os filos
bacterianos mais predominantes encontrados em todos os grupos amostrais foram:
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota e Actinobacteriota. Ja os filos arqueanos
mais predominantes foram: Thermoplasmatota, Crenarchaeota e Euryarchaeota. Os
filos microbianos que apresentaram comunidade total menor que 1% em todos os
grupos amostrais e aqueles nao classificados de acordo com banco de dados se
enquadraram na categoria “outros” (Grafico 3).

Grafico 3 - Abundancia relativa dos filos microbianos identificados nos extratos
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Diversas familias microbianas foram identificadas, como pode ser observado
no grafico 4, porém, as familias que apresentaram comunidade total menor que 10%
em todos os grupos amostrais e aqueles nao classificados de acordo com banco de
dados se enquadraram na categoria “outros”. As familias mais abundantes foram:
Comamonadaceae, Rhodobacteraceae e Enterococcaceae, sendo que no grupo
CAN2 as familias bacterianas mais prevalentes foram Erwiniaceae e

Enterobacteriaceae (Grafico 4).
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O mesmo pode ser observado no grafico 5, entretanto, para identificagdo de
géneros microbianos. Alguns géneros de Arquea foram identificados em grande
quantidade. Géneros bacterianos que nao conseguiram ser identificados apareceram
no grafico apenas a Familia, foram elas: Erwiniaceae, Comamonadaceae,
Rhizobiaceae, Rhodobacteraceae e Enterobacteriaceae. Além disso, géneros que
nao conseguiram fazer a diferenciagdo apareceram como dois ou trés possiveis
géneros, como foi o caso dos Methylobacterium-Methylorubrum e Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia. Em “outros” foram adicionados géneros microbianos
que apresentaram comunidade total menor que 1% em todos os grupos amostrais e

aqueles ndo classificados de acordo com banco de dados (Grafico 5).
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Grafico 5 - Abundéncia relativa dos géneros microbianos identificados nos extratos
medicinais de Cannabis
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5 DISCUSSAO

A analise microbioldégica de extratos de C. safiva é essencial para garantir que
usuarios ndo sejam expostos a contaminantes prejudiciais a saude. Embora, para
individuos saudaveis, alguns contaminantes microbianos s&o relativamente
inofensivos, para pacientes imunocomprometidos podem causar outros tipos de
problemas ou até mesmo agravar a doenga pré-existente. No presente estudo,
algumas mées de pacientes que usaram os extratos C. sativa analisados relataram
que seus filhos tiveram casos de diarreia e febre alta apés consumo dos mesmos, o
que pode estar relacionado a infecgdo microbiana. Além disso, febre e processos
infecciosos podem desencadear crises convulsivas em pacientes epilépticos
(MARANHAO et al., 2011).

A contaminacao de extratos medicinais de C. sativa se da principalmente por
ser um produto preparado de forma artesanal e sem controle microbiologico. No
presente estudo foi revelada a contaminagdo massiva por E. coli em amostras de
extratos de C. sativa, preparados em 2017 e 2018. Vale destacar que esta bactéria é
indicadora de contaminagao fecal com capacidade de sobrevivéncia em ambientes
distintos do trato gastrointestinal (JORGENSEN; PFALLER, 2015). A segunda espécie
bacteriana mais encontrada nessas amostras foi S. aureus, um micro-organismo que
habita principalmente membranas nasais e pele de animais de sangue quente,
causando entao infeccoes de pele e tecidos moles que sao transmitidas através de
contato direto (KUEHNERT et al., 2005). Os extratos contaminados com essas
bactérias foram considerados improprios para uso, uma vez que a farmacopeia
brasileira determina auséncia desses micro-organismos em produtos de origem
vegetal para uso oral contendo insumo ativo que foi submetido a pré-tratamento, que
€ 0 caso dos extratos artesanais de C. sativa (FARMACOPEIA ..., 2019).

Um estudo recente identificou e caracterizou 13 bactérias e 30 fungos
endofiticos isolados de diferentes tecidos de plantas de C. sativa provenientes de
diferentes localizagdes geograficas. A maioria dos fungos isolados estavam na regiao
apical ou botdes laterais (16 isolados), seguidos por folhas (8 isolados) e galhos (6
isolados). O género Penicillium foi o mais abundante, seguido por Chaetomium,
Aspergillius e Paecilomyces. Ja na identificagdo bacteriana por sequenciamento do
gene rrs do 16S rRNA revelou a presenga de Bacillus como o género mais abundante

seguido por Brevibacillus e cepas nao patogénicas de Mycobacterium (KUSARI et al.,
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2017). Em outro estudo, isolados bacterianos endofiticos de raizes e rizosfera de C.
sativa selvagens revelaram a presencga de diversos géneros como Acinetobacter,
Chryseobacterium, Enterobacter, Microbacterium e Pseudomonas (AFZAL et al.,
2015).

Um dado relevante no presente estudo foi que, embora os extratos de C. sativa
de 2017-2018 tenham apresentado varias espécies bacterianas, das 30 amostras de
extratos de 2019 e 2020, apenas sete (23,3%) apresentaram colonizagdo por
bactérias e fungos, sendo trés amostras consideradas insatisfatorias por
apresentarem contagem de fungos e bactérias Gram-negativas bile tolerantes acima
dos limites preconizados pela farmacopeia brasileira. A maioria das amostras
apresentou o quantitativo microbiolégico dentro dos limites preconizados, porém gera
um alerta, uma vez que a multiplicagdo microbiana se da em escala exponencial. E
importante ressaltar, que a técnica de preparo dos extratos influenciou bastante em
relagcdo a carga microbiana viavel encontrada nas amostras analisadas. As amostras
de extratos de 2017 e 2018 foram preparadas por extragdo oleosa, ja amostras de
2019 e 2020 foram preparadas através de extracdo alcodlica ou quando preparados
em laboratorio, utilizou-se equipamentos Soxhlet e Fluido Supercritico. Essa diferenca
na carga microbiana observada ao modificar o método de extragdo, pode evidenciar
uma maior eficiéncia do controle de desenvolvimento de micro-organismos com a
nova técnica implantada, uma vez que o alcool possui atividade bactericida.

No presente estudo, foi determinado o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos dos isolados obtidos, uma vez que a resisténcia microbiana também
pode impactar negativamente o tratamento de pacientes. Os isolados de E. coli (n =
60) apresentaram resisténcia a quatro antimicrobianos: cefuroxima (51,7%), pertence
a classe dos [-lactdmicos e subclasse das cefalosporinas de 22 geragao;
ciprofloxacino (10%), pertence a classe das quinolonas; tigeciclina (8,3%), pertence a
classe da dlicilciclina; aztreonam (6,7%) pertence a classe dos [-lactédmicos e
subclasse dos monobactamicos. Com excecdo do aztreonam, que apresenta
atividade contra a maioria dos bacilos Gram-negativos aerdbicos, os outros trés
antimicrobianos s&o de amplo espectro utilizado para o tratamento de patologias
causadas por micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos sensiveis
(HELLINGER; BREWER, 1999).

A resisténcia aos antibidticos 3-lactamicos ocorre principalmente pela producao

de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) em enterobactérias (ARISTIZABAL-
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HOYOS et al.,, 2019). Ja as quinolonas sdao amplamente utilizadas para tratar
infecgdes causadas por E. coli. O uso extensivo dessa classe levou ao aumento da
resisténcia em E. coli mediada por modificacdo do alvo e as mudangas na
permeabilidade da membrana. Além disso, os genes gnr mediados por plasmideo
também podem facilitar a resisténcia, com os grupos qnrA, qnrB e qnrS como os
principais determinantes (DUZGUN et al., 2019). Recentemente, um novo mecanismo
enzimatico de resisténcia a tigeciclina mediado por plasmideo, Tet (X), foi relatado em
E. colina China (SUN et al., 2019).

Em relagéo aos isolados de S. aureus (n = 20), oito apresentaram resisténcia a
benzilpenicilina (penicilina G), antimicrobiano utilizado para tratar infeccdo causada
por bactérias Gram-positivas, mas também em alguns casos por bactérias Gram-
negativas como Neisseria spp. A benzilpenicilina apresenta maior atividade
antimicrobiana entre as penicilinas e é a unica penicilina natural usada na area clinica
(GALVAO, 2014). Staphylococcus aureus esta entre os patégenos mais comuns de
seres humanos e é o principal patégeno implicado em infecgbes de pele e tecidos
moles. Ha relatos de producdo da enzima penicilinase em S. aureus que confere
resisténcia a benzilpenicilina, uma vez que essa enzima é capaz de hidrolisar e inativar
esse antimicrobiano (KANG et al., 2020).

Todos os isolados de E. coli e S. aureus obtidos no presente estudo foram
analisados em relagdo a similaridade genética entre os isolados. Em relagdo aos
isolados de E. coli, duas cepas apresentaram-se com 100% de similaridade, indicando
serem o mesmo clone, e outras duas cepas apresentaram percentual de identidade
acima de 90%. Os outros 56 isolados apresentaram perfil de similaridade abaixo de
90%, ou seja, apresentaram alta variabilidade genética. O resultado da tipificagado dos
20 isolados de S. aureus nao foi muito diferente dos de E. coli. Dois grupos de cepas
apresentaram o mesmo padrao de bandas, com 100% de similaridade, além disso,
duas cepas apresentaram percentual de identidade acima de 90%. O restante dos
isolados apresentaram perfil de similaridade abaixo de 90%, com alta variabilidade
genética.

A grande variabilidade genética entre as bactérias observada nesse estudo ja
era esperada, uma vez que 0s micro-organismos foram isolados de diferentes
amostras provenientes de locais distintos. Por outro lado, um estudo realizado por
Ibenyassine e colaboradores (2006), mostrou alta similaridade de perfis de bandas

através da ERIC-PCR, entre as cepas de E. coli isoladas de amostras de vegetais,
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solo e agua obtidas de uma mesma area de plantagcdo em Marrocos, sugerindo que
as mesmas cepas persistiram durante periodos muito longos.

No presente estudo, a analise metagenémica dos extratos de C. sativa, dentre
os 16 grupos amostrais analisados, todos seguiram um padrdao de comunidade
microbiolégica, com excecdo dos grupos CAN1 e CAN2. No grupo CAN1 estavam
compreendidas seis amostras de extratos de Cannabis provenientes de uma mesma
ONG e produzidos pela técnica de extracao oleosa. Ao realizar analise de pesquisa
nessas seis amostras, foram isolados dois micro-organismos, sendo eles S. aureus e
B. circulans. Entretanto, quando esse conjunto de amostras foi analisado pela
metagendmica, diversos géneros bacterianos foram identificados, como por exemplo,
Hydrogenispora e Enterococcus, além de bactérias da familia Erwiniaceae que ainda
nao foram classificadas no banco de dados.

Hydrogenispora sp. € uma bactéria anaerdbia, formadora de esporos,
termofilica, co-produtora de etanol-hidrogénio, pertencente ao filo Firmicutes e ja foi
isolado de amostra ambiental de lodo anaerdbico (LIU et al., 2014) e de cultivares de
espécie arroz (Oryza sativa L.) (KUNDA; DHALA; MUKHERJEE, 2018). Ja
Enterococcus sp. € a principal causa de infecgdes associadas aos cuidados de saude
(IACS) em todo o mundo, em particular do trato urinario, tecidos moles e infecgbes
associadas ao uso de dispositivos invasivos (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019). Assim
como Hydrogenispora sp., Enterococcus sp. também é uma bactéria termofilica, o que
pode ter facilitado para o desenvolvimento dessas bactérias nos extratos de Cannabis,
uma vez que estes sdo submetidos a temperaturas elevadas no momento da
preparagao.

No grupo CANZ2, estava compreendida apenas uma amostra de extrato de
Cannabis que foi proveniente da mesma ONG do grupo CAN1, porém esse extrato foi
preparado utilizando a técnica da extragcao oleosa combinada com adi¢cio de alcool e
nao apresentou crescimento bacteriano. Porém, quando analisado pela
metagendmica, diversas bactérias foram identificadas, principalmente pertencentes a
familia Erwiniaceae e Enterobacteriaceae. A familia Erwiniaceae contém muitas
espécies de importancia agricola e clinica e a Enterobacteriaceae ¢ uma familia de
bactérias que comumente causam infecgcbes em estabelecimentos de saude, bem
como na comunidade (JACOB et al., 2013; MARIKE et al., 2018). Ja no estudo
desenvolvido por Mckernan e colaboradores (2016), observou-se uma variedade de

potenciais patdogenos humanos, utilizando analise metagendmica, incluindo
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Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia
pickettii, Salmonella enterica, Stenotrophomonas maltophilia e Clostridium botulinum,
em flores de plantas medicinais de cannabis cultivadas em instalacdes internas nos
EUA.

No presente estudo também foi observado, através da metagénomica, alta
abundancia relativa do filo Proteobacteria em todos os grupos amostrais. Um dos
maiores filos do dominio Bacteria, composto por bactérias Gram-negativas, apresenta
uma grande diversidade metabdlica e morfolégica, com aproximadamente 528
géneros ja descritos (GARRITY et al., 2004). Compreende uma grande variedade de
agentes patogénicos, tais como Escherichia, Salmonella, Vibrio e Helicobacter
(MADIGAN; MARTINKO, 2005).

As familias bacterianas mais abundantes nas amostras de extratos de
Cannabis identificadas, consequentemente, pertencem ao filo Proteobacteria.
Algumas dessas familias incluem patdgenos vegetais ou aqueles que apenas habitam
ambientes aquaticos e/ou solo, como Rhodobacteraceae, Erwiniaceae e
Rhizobiaceae; porém, outras familias estdo associadas com patégenos de seres
humanos, como Enterobacteriaceae, Comamonadaceae, Burkholderiaceae e
Moraxellaceae (GARRITY et al., 2004).

Um estudo realizado na Indonésia obteve 16 isolados de bactérias endofiticas
de oito espécies de plantas medicinais (Annona muricata, Artocarpus altilis, Brucea
Javanica, Citrus aurantifolia, Cheilocostus speciosus, Manilkara zapota, Morinda
citrifolia e Tinospora crispa). A identificacdo dos 16 isolados mostrou que Firmicutes
foi o filo dominante (64,3%), seguido por Proteobacteria (28,6%) e Actinobacteria
(7,1%). O filo Firmicutes consistiu em Bacillus indicus, Bacillus pumilus, Bacillus sp.,
Bacillus subtilis; filo Proteobacteria consistiu em Pantoea aglomerantes, Pantoea
stewartii, Pseudomonas oryzihabitans, e Pseudomonas psychrotolerans; e o filo
Actinobacteria consistiu em Kocuria kristinae (ZAM et al., 2019).

Com os resultados obtidos pela metagendémica foi possivel revelar a presenca
de bactérias cultivaveis e, principalmente, ndo cultivaveis em laboratério, além de
fornecer uma visdo da comunidade microbiana sem o viés da cultura. A semelhancga
entre o gene rrs do16S rRNA pode apresentar algumas limitagdes na diferenciagéo
entre espécies, mas em nivel de género pode-se ter uma nogado mais acurada das
comunidades bacterianas colonizando aquelas amostras e sua abundancia relativa

em cada grupo amostral.
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Além de bactérias, também foi possivel identificar algumas arqueas presentes
nos extratos de C. sativa através da metagendmica. As arqueas sdo0 organismos
procariontes e diferenciam-se das bactérias principalmente pelo fato de suas paredes
celulares nao apresentarem peptidioglicanas. A maioria das arqueas sao autotroficas
quimiossintetizantes e essa caracteristica permite que elas vivam em locais extremos,
como por exemplo com alta temperatura ou acidez, assim como em ambientes
comuns como solo e agua, o que pode justificar sua presengca nesses produtos
(FORTERRE; BROCHIER; PHILIPPE, 2002).

Um estudo desenvolvido por Yadav e colaboradores (2017) demonstrou que
algumas bactérias, fungos e arqueas podem atuar como promotores de crescimento
de plantas, sendo uma ferramenta promissora e importante para a agricultura
sustentavel. O estudo da biodiversidade microbiana em plantas revelou a presenca
de arqueas pertencentes ao filo Euryarchaeota, o mesmo filo também encontrado no
presente estudo em amostras de extratos de C. sativa.

Contaminantes microbioldgicos representam uma ameacga potencial para os
consumidores de extratos de Cannabis. Mesmo organismos mortos podem
desencadear alergias e asma. Desta forma, a analise metagendmica aqui realizada
foi capaz de quantificar e identificar com precisdo um amplo espectro de micro-
organismos presentes nos extratos de C. sativa. Além disso, foi verificada significante
diferencga na recuperacao de bactérias viaveis nos extratos, de acordo com as técnicas
de extragdo empregadas. Com isso, concluimos que o uso da abordagem molecular
associada a analise microbiolégica nos permitiu conhecer melhor a comunidade

microbiana dos extratos de C. sativa e avaliar possiveis danos aos pacientes.
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6 CONCLUSAO

e Todos os 60 isolados de E. coli e 20 isolados de S. aureus em amostras de
extratos de C. sativa foram confirmados na analise molecular;

e Algunsisolados de E. colie S. aureus apresentaram resisténcia antimicrobiana.
Extratos de Cannabis contaminados com micro-organismos patogénicos
resistentes a antibidticos podem agravar ainda mais o estado de saude do
paciente e dificultar o tratamento;

e A tipificagcdo dos isolados de E. coli e S. aureus através da ERIC-PCR
apresentou grande variabilidade genética, visto que sdo isolados provenientes
de amostras distintas;

e Osisolados de E. coli ndo apresentaram patogenicidade em relagdo aos genes
marcadores de viruléncia (eae, bfpA e stx) caracteristicos de EPEC e EHEC, e,
além disso, nao apresentaram atividade hemolitica. Por serem isolados de
amostras provenientes de planta, ndo ha muita pressao seletiva que justifique
o desenvolvimento dessas patogenicidades;

e A contagem e identificagdo fenotipica de micro-organismos nas 30 amostras
recebidas em 2019 e 2020 revelou uma queda da carga microbiana viavel
presente nos extratos artesanais, indicando uma possivel influéncia da nova
técnica (extragao alcodlica) orientada;

e A avaliagdo da composigdo da comunidade microbiana pela abordagem
metagendmica gerou dados significantemente superiores aqueles obtidos pela
abordagem microbiolégica, apresentando como género mais abundante
Enterococcus. O que reforca a importancia da utilizacdo de diferentes
abordagens na pesquisa de comunidades microbianas;

¢ Os extratos artesanais de C. sativa requerem uma atencao maior em relagao a
qualidade microbiolégica, uma vez que s&o utilizados por pessoas
imunocomprometidas. Os cuidados devem ocorrer desde a etapa do plantio até
a extracdo e posteriormente armazenamento, a fim de evitar contaminacao
microbiana, diminuir riscos a saude dos pacientes e garantir qualidade,

seguranga e eficacia do produto.
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