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RESUMO

A cannabis é um género de plantas altamente diverso, complexo e polimorfico,
conhecida pela capacidade de biossintese de uma extensa variedade de metabdlitos.
O potencial psicoativo da cannabis ja € conhecido historicamente e a busca por seu
aproveitamento terapéutico se encontra em expansao, principalmente na forma de
extratos oleosos medicinais. Conforme avangos judiciais ocorrem quanto a sua
regulamentagcao, métodos de avaliagcédo de risco e de controle de qualidade tém sido
desenvolvidos e padronizados. No que tange os principais grupos-alvo e o controle de
qualidade, destaca-se a identificacado e quantificagdo de fitocanabinoides, o principal
grupo de metabdlitos de propriedades terapéuticas desta matriz vegetal. Por isso, o
objetivo do trabalho é desenvolver um método analitico otimizado para quantificagéo
de A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), canabidiol (CBD) e canabinol (CBN) em extratos
oleosos de cannabis por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa de alta resolugdo em série. Os parametros instrumentais da
fonte de ionizagdo por electrospray foram otimizados seguindo um planejamento
Plackett-Burman para sete variaveis, além disso uma avaliagao criteriosa do padrao
interno (PIl) foi realizada mediante as opg¢des disponiveis (A9-THC-COOH-Ds e A9-
THC-COOH-D3). Obtendo-se como resultado 2%, 2% e 5% de coeficiente de variagcao
(CV%) para CBD, A9-THC e CBN, respectivamente. O método de preparo foi
otimizado seguindo um planejamento fatorial completo 23 para identificagdo dos
parametros significativos na extragdo liquido-liquido com metanol: hexano (9:1) de
100 mg de 6leos de coco fortificados com os analitos e padrao interno. As variaveis
tempo de agitagdo em agitador automatico (V1), tempo de ultrassom (V2) e volume de
solvente de extracéo (V3) se apresentaram significativas e todas foram mantidas para
modelagem por Box-Behnken. O método foi otimizado para os trés analitos, obtendo-
se uma otimizacao global de 84%. A otimizacao dos parametros da fonte de ionizagéo
assim como o uso do A9-THC-COOH-Dg como Pl promoveram maior preciséo
instrumental quanto a ionizagdo e detecgdo dos analitos alvo. As variaveis
significativas do método de extracdo foram identificadas e otimizadas de maneira
robusta e representa uma alternativa mais rapida quando comparada a outros

métodos na literatura.

Palavras-chave: Cannabis, Otimizagdo multivariada, Box-Behnken, Cromatografia

Liquida, Espectrometria de massas.
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1. INTRODUGAO
1.1 CANNABIS

1.1.1 Histérico e Variagoes
Ao longo da historia da vida humana, a busca pelo potencial unico das plantas,
principalmente no ramo medicinal, tem sido explorada. Evidéncias que datam de mais
de 60 mil anos mostram a sua segurancga, efetividade e baixo risco de efeitos
adversos, o que impulsiona a utilizacdo de recursos naturais para uso medicinal frente
a medicamentos sintéticos (FORDJOUR et al., 2023).

Neste ambito, a Cannabis sativa L. € uma planta pertencente a familia
Cannabaceae, com caracteristicas altamente complexas, polimorficas e variaveis,
conhecida desde os primoérdios (ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020; FORDJOUR
et al,, 2023). Sua origem é incerta, porém evidéncias sdo favoraveis a regides
temperadas da Asia, mais especificamente do sul do Caspio, Sibéria, China ou
Himalaia (FORDJOUR et al., 2023). A cannabis € uma planta amplamente difundida
mundo afora e que pode ser encontrada em ambientes variados, seja em diferentes
habitats, altitudes, solos e condi¢des climaticas (ALIFERIS; BERNARD-PERRON,
2020;FORDJOUR et al., 2023). Além disso, sendo utilizada por diversos grupos a mais
de 5000 anos, é a fonte de fibra e alimento provinda de planta mais antiga
(FORDJOUR et al., 2023).

O termo “maconha” é comumente utilizado para se referir a cannabis, e junto
dele vem um grande estigma associado a seu efeito psicoativo, o qual € verdadeiro
apenas para por¢ao da planta contendo altos niveis de A9-Tetrahidrocanabinol (A9-
THC). Em contrapartida, quando a espécie vegetal apresenta baixos niveis de A9-
THC e altos niveis de canabidiol (CBD), sendo esse segundo uma substancia sem
efeitos psicoativos, recebe a classificagdo de “cadnhamo”. Esta espécie é
historicamente referida ao uso da cannabis como fonte de fibra e para produgao de
diversos produtos (CARVALHO et al., 2020; NIE; HENION; RYONA, 2019).

Os tipos botanicos de cannabis diferem entre si pelo tipo de habitat em que
crescem, sua composi¢ao quimica e altura da planta (BONINI et al., 2018;FORDJOUR
et al., 2023). Existem trés principais espécies de cannabis (i.e., sativa, indica e
ruderalis) e quatro subespécies que se diferem em caracteristicas morfologicas e
quimicas, tais como forma da fruta e teor de A9-THC. A subespécie sativa var. sativa
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apresenta baixo teor de A9-THC; a sativa var. spontanea, baixo teor de A9-THC; a
indica var. indica, alto teor de A9-THC e a indica var. kafiristanica, alto teor de A9-THC
(ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020;FORDJOUR et al., 2023). Ambas as variantes
da subespécie sativa sdo vastamente cultivadas na América do Norte, Europa e Asia
e mostram um baixo potencial intoxicante quando comparadas a outras variantes. Em
contrapartida, as variantes da subespécie indica possuem um alto potencial
intoxicante e sdo encontradas substancialmente no continente asiatico (FORDJOUR
et al., 2023). Na América Latina e no Brasil ha uma predominancia no cultivo da

espécie sativa, uma vez que ela é a mais comum mundo afora.

1.1.2 Expansao comercial e farmacolégica

Apesar de nao refletir seus efeitos como um todo, a cannabis é classificada
como um “narcotico” principalmente em contextos populares, e algumas vezes
legalmente também, e isso se da principalmente devido a presenga do seu principio
ativo psicoativo A9-THC. Além disso, a cannabis e os opioides sdo legalmente
agrupados, porém sao farmacologicamente distintos. Nesse contexto, a cannabis vem
sendo criminalizada desde a Segunda Guerra Mundial pelo seu extenso uso de
propaosito recreacional, o0 que levou a privacdo de pesquisas nha area na maior parte
do Século XX (FORDJOUR et al., 2023). Entretanto, com o isolamento do A9-THC em
1964 (GAONI; MECHOULAM, 1964) e sua sintese total no ano seguinte
(MECHOULAM; GAONI, 1965), o interesse em pesquisa e desenvolvimento em areas
relacionadas a cannabis se encontra em expansao (Figura 1) (ALIFERIS; BERNARD-
PERRON, 2020).



17

Figura 1. Pesquisa bibliografica dos avangos da pesquisa em cannabis apds o

isolamento do A9-THC na base de dados scopus.

Documentos por ano

Documentos

% Isolamento do A9-THC

Na pesquisa bibliografica representada na Figura 1, foi utilizada apenas a
palavra-chave “cannabis” no periodo de 1900 até 2023. A busca resultou em um total
de 68.017 documentos, porém com apenas 199 até o ano de 1963. O aumento
substancial em pesquisas na area ocorreu apos a elucidacao da estrutura do A9-THC
em 1964.

No entanto, antes das ondas modernas de criminalizacdo da cannabis, seus
efeitos farmacoldgicos ja haviam sido explorados ha mais de 4000 anos, tanto para
fins recreacionais quanto religiosos. Seu potencial medicinal € extensamente descrito,
apesar de ter menos de 100 anos da elucidacao estrutural dos seus constituintes.
Mesmo com o longo histérico do seu uso em humanos e animais, com 0s avangos em
pesquisas e com a busca de novas aplicagdes, 0 uso da cannabis é proibido em
diversos paises, incluindo o Brasil, causando dificuldades para o desenvolvimento de
pesquisas na area (NIE; HENION; RYONA, 2019).

Apesar da sua proibicdo, as descobertas dos seus usos terapéuticos fazem
com que o mercado da cannabis no Brasil apresente um cenario com muito potencial
de crescimento e desenvolvimento. Atualmente, pacientes que necessitam, com
prescricdo médica, de produtos a base de cannabis para tratamento podem o obter

de trés formas: em farmacias, por meio de associagdes ou por importagdo (BRITO
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SIQUEIRA, DE et al., 2023). A importacédo de extratos medicinais de cannabis é
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e é autorizada
desde 2015 através da RDC N°17/2015 (BRASIL, 2015). Quando a ANVISA liberou o
registro do medicamento Mevatyl® em 2017, indicado para controle da espasticidade
na esclerose multipla e constituido por extrato hidroalcodlico de Cannabis sativa L.
contendo 27 mg/mL de A9-THC e 25 mg/mL de CBD, foi dito como o inicio da
comercializagdo de medicamentos contendo canabinoides no Brasil (BRITO
SIQUEIRA, DE et al., 2023;CARVALHO, Virginia M. et al., 2020).

Em 2019, no Brasil, foi publicada a RDC N°327/2019 pela ANVISA, que
estabelece requisitos para comercializagao, prescrigao, dispensagao, monitoramento
e fiscalizagdo dos produtos de cannabis, cuja prescrigdo € rigidamente restrita a
profissionais registrados no Conselho Federal de Medicina (CFM). A resolug&o afirma
que os produtos de cannabis devem possuir majoritariamente CBD e ndo mais que
0,2% de A9-THC, salvo os casos em que eventualmente contenham quantidades
superiores a 0,2% de A9-THC devem ser destinados exclusivamente para cuidados
paliativos (BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023; BRASIL, 2019).

Apesar da liberagao pelo érgao regulador, os produtos importados sao de alto
custo e nao sao de facil acesso pela maior parte da populagdo que o necessita. A
solugdo que pacientes e associagdes nao-governamentais encontraram foi buscar na
justica a liberagao para o cultivo de Cannabis sativa L., seguido da produgao de seu
extrato medicinal. Atualmente, alguns pacientes possuem Habeas corpus como
medida protetiva para poder cultivar e garantir seu medicamento e algumas
associagbes possuem medidas legais para cultivarem, produzirem e fornecerem
extratos de cannabis para centenas de pacientes que precisem do medicamento a
menor custo (CARVALHO, Virginia Martins et al., 2022).

1.1.3 Mecanismo de agao
A cannabis é uma planta de uso extremamente versatil. As flores e folhas, por
exemplo, apresentam um aroma especifico e o extrato da planta apresenta uma vasta
variedade de flavonoides, terpenos e de outras substancias benéficas que atuam
como inseticidas, fungicidas e agentes terapéuticos. Aflor, as folhas, o 6leo e o tricoma
da planta, por sua vez, se mostraram ser antioxidantes, antimicrobianos, citotéxicos,

estimulantes ao apetite, antipiréticos e anti-hipertensivos (FORDJOUR et al., 2023).
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Um fendbmeno que atrai grande interesse de pesquisas € o fato de que
metabdlitos ndo psicoativos da cannabis (e.g., terpenos) podem agir de maneira
sinérgica com os canabinoides. Tal fenbmeno contribui para o que se chama de “efeito
entourage” de extratos medicinais de cannabis, gerando implicagbes para seu uso
clinico (ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020;WALSH; NELSON; MAHMOUD,
2003).

O “efeito entourage” € o responsavel pela observacdo de que extratos brutos
de cannabis, que contém uma variedade de substancias em sua composigao, exibem
uma eficacia terapéutica superior quando comparados a forma isolada de uma
substancia especifica. Esse aumento na atividade biolégica ocorre devido as
interagdes sinérgicas de canabinoides com outros canabinoides ou de terpenos com
outros terpenos (efeito intra-entourage), e também de canabinoides com terpenos
(efeito inter-entourage). A interagao sinérgica € caracterizada por combinagdes de
substancias cujos efeitos combinados superam a simples soma dos efeitos individuais
de cada uma (KOLTAI; NAMDAR, 2020).

1.1.3.1 Sistema Endocanabinoide

Durantes os anos 80 e 90, os estudos baseados no isolamento de
canabinoides, entendimento de suas estruturas e estereoquimica, sua farmacologia e
seus efeitos fisiolégicos permitiram a identificagdo de receptores canabinoides
especificos (CB’s) e de canabinoides endégenos (RIBEIRO, 2014). Em meados dos
anos 90, foi descoberto o Sistema Endocanabinoide (SEC) a partir da identificagdo de
receptores de membrana especificos para o A9-THC (BRITO SIQUEIRA, DE et al.,
2023;MAROON; BOST, 2018). As principais fungdes do SEC estdo associadas a
regulacdo dos sistemas nervoso e imunoldgico, os quais desempenham papéis em
diversos processos fisiologicos (e.g., memoria, sono, apetite, aprendizado e liberagéo
hormonal), abrangendo desde o metabolismo de lipidios e apetite até a neuroprotecao
e neurogénese (BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023).

O SEC é composto por um conjunto de lipidios neuromoduladores e seus
receptores, os quais desempenham um papel em diversas condigdes fisiolégicas e
patolégicas. Os principais endocanabinoides s&o a anandamida (AEA) e o 2-
araquidonoil-glicerol (2-AG) (Figura 2), que sao ligantes de acidos graxos
biologicamente ativos, e os principais receptores sdo do tipo acoplados a proteinas G,
o CB1 e o CB2 (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016).
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Do ponto de vista farmacologico, AEA e 2-AG atuam como agonistas dos
receptores canabinoides, com a AEA atuando como um agonista parcial de CB1 e
CB2, e 0 2-AG como um agonista pleno desses receptores, principalmente de CB1
(AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016). Diversos tipos de agonistas para os receptores
canabinoides podem ser classificados de acordo com dois fatores: poténcia de
interacdo com o receptor canabinoide, que determina a dose efetiva do farmaco, e a
eficacia (RIBEIRO, 2014).

Figura 2. Estruturas dos principais endocanabinoides a) anandamida (AEA) e b) 2-
araquidonoil-glicerol (2-AG). Adaptada de (RIBEIRO, 2014).
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O cérebro humano possui elevados niveis de receptores canabinoides, cerca
de 10x mais que os receptores opidides. Eles estdo localizados no cérebro dos
mamiferos e por todo o Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico, incluindo os
tecidos associados ao sistema imunolégico. Aléem disso, CB1 e CB2 também podem
coexistir em diversas concentragdes nos mesmos locais (BONINI et al.,
2018;MAROON; BOST, 2018). Os CB1 sdo um dos mais abundantes receptores de
canabinoides acoplados a proteina G em cérebro de mamiferos (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020). Eles sdo altamente expressos no SNC e,
principalmente, em diferentes areas do cérebro que estdo relacionadas ao controle
motor, fungdes cognitivas, regides envolvidas no humor, processamento da dor,
respostas emocionais, dentre outros (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016;BONINI et
al., 2018;MAROON; BOST, 2018). Também foram localizados receptores CB1, em
menor grau, em regides periféricas como tecido adiposo e figado (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020;BONINI et al., 2018).
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Ao contrario dos receptores CB1, os receptores CB2 nao sao amplamente
expressos no SNC. No entanto, eles ainda podem ser encontrados no cérebro,
embora em proporgdes muito menores em comparagao com os receptores CB1
(ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020;BONINI et al., 2018;MAROON; BOST, 2018).
Além de compartilhar o SNC com os receptores CB1, os receptores CB2 estao
amplamente distribuidos nas células do sistema imunolégico. Esses receptores CB2
fazem parte de um sistema protetor geral, contribuindo para a regulagao das respostas
imunes e inflamatérias. O fato de os receptores CB2 estarem presentes nos
componentes do sistema imunologico permite que eles sejam um possivel alvo para
o tratamento de estados inflamatérios (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016;ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020).

As disparidades entre os receptores CB1 e CB2 sugerem a existéncia de
substancias terapéuticas seletivas que atuariam exclusivamente sobre um ou outro
receptor, ativando-o ou bloqueando-o. No entanto, as diferengas entre eles sao
pequenas, o que permite que a maioria dos canabinoides interajam com ambos os
receptores (RIBEIRO, 2014). Com os avangos em pesquisas nas ultimas décadas,
uma série de canabinoides capazes de modular os receptores CB1, CB2 e o
metabolismo dos endocanabinoides, AEA e 2-AG, foram identificados (BONINI et al.,
2018).

Inicialmente, acreditava-se que os canabinoides enddgenos possuiam
estruturas similares ao A9-THC (Figura 3a), o que poderia levar a uma explicagéao
como a de interagao “chave-fechadura” que ativaria o sistema de mensagem celular,
porém estudos evidenciaram a diferenca estrutural entre o A9-THC e a AEA. Quando
comparada com o A9-THC, a AEA apresenta uma afinidade de quatro a vinte vezes
menor pelo receptor canabinoide CB1 e é mais rapidamente metabolizada por
hidrdlise pelas amidases (RIBEIRO, 2014).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos isbmeros a) A9-THC e b) CBD.
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Os endocanabinoides, além de se ligarem aos receptores CBs, tém a
capacidade de interagir com outros receptores. Essa capacidade de interacdo permite
uma variedade de agdes bioldgicas e farmacolégicas. Como resultado, os
endocanabinoides ndo apenas regulam a atividade dos receptores CBs, mas também
controlam a homeostase celular por meio de interagdes coordenadas e precisas com
diferentes locais de receptores. Os receptores canabinoides também podem ser
diretamente ativados por ligantes exdgenos, como o A9-THC, um dos principais
constituintes da cannabis (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016).

Os fitocanabinoides e os canabinoides endégenos atuam como mensageiros
retrogrados, fornecendo inibicdo de feedback tanto da transmissao excitatéria quanto
inibitéria no cérebro, por meio da ativacdo dos receptores CB1 pré-sinapticos.
Algumas dessas substéncias foram identificadas como atuando de forma unica nos
receptores CB1 e CB2 separadamente e simultaneamente, e/ou para inibir ou ativar
as fungdes dos receptores (MAROON; BOST, 2018).

Os receptores CB1 e CB2 estdo negativamente acoplados a adenilato ciclase,
exercem um efeito inibitério na produ¢ao de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e
modulam a via da quinase ativada por mitégeno (MAPK). Além disso, os receptores
CB1 inibem os canais de calcio N- e P/Q-tipo pré-sinapticos, ativam os canais de
potassio para dentro e reduzem a excitabilidade neuronal e a liberacdo de
neurotransmissores (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016). Esse efeito, por exemplo,

levou ao estudo de fitocanabinoides para o tratamento de epilepsia, uma vez que o
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A9-THC pode diminuir o efeito das convulsées por ser um agonista do CB1 e agir
diretamente no cérebro (BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023;MAROON; BOST, 2018).

Muitos dos efeitos psicoativos associados ao A9-THC podem ser atribuidos a
ativacdo do receptor CB1 que € encontrado em abundancia no cérebro, e essa
interacdo é responsavel pelo sentimento de euforia atribuido ao uso da cannabis
(APPENDINO; CHIANESE; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2011;MAROON; BOST, 2018).
Ainteracao do A9-THC com o receptor CB2 esta associada aos seus efeitos na funcao
imunoldgica, uma vez que esse receptor € predominantemente encontrado nas
células do sistema imunologico (MAROON; BOST, 2018).

Ainteracdo do CBD com os receptores CB2 é mais complexa, mas assim como
o A9-THC, acredita-se que ele reduza a resposta inflamatéria. O CBD pode afetar a
neuroinflamacgao por meio de varias vias, incluindo a agdo com o receptor CB2. Tanto
o CBD quanto o A9-THC modulam a atividade dos receptores acoplados a proteina G
associados ao SEC. O CBD pode funcionar como um agonista parcial e antagonizar
o A9-THC, o que pode contrariar em certa medida os efeitos psicoativos do A9-THC
em doses mais altas (MAROON; BOST, 2018). O A9-THC apresenta maior afinidade
a ambos os receptores, enquanto CBD e A9-tetrahidrocanabivarina (A9-THCV) atuam
como agonistas inversos do CB1 (APPENDINO; CHIANESE; TAGLIALATELA-
SCAFATI, 2011).

Os canabinoides, sendo o primeiro grupo identificado de metabdlitos potentes
da cannabis, possuem propriedades medicinais atribuidas a sua interferéncia com os
receptores de canabinoides acoplados a proteina G (GPCRs) CB1 e CB2 do SEC.
Embora os receptores CB2 ndo sejam amplamente expressos no SNC, eles ainda
podem ser encontrados no cérebro, embora em propor¢cdes muito menores em
comparagao com o0s receptores CB1. Os canabinoides interagem com
neurotransmissores, como dopamina, glutamato, serotonina e acido gama-
aminobuitirico, e isso, juntamente com a expressao de receptores de canabinoides no
sistema nervoso, sugere que a cannabis pode ter grande potencial médico (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020;BONINI et al., 2018). Na Tabela 1 estdo exemplificados

alguns quadros clinicos em que os fitocanabinoides ja se mostram eficazes.
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Tabela 1. Alguns quadros clinicos em que os fitocanabinodes atuam e os possiveis
receptores envolvidos. Adaptado de (BONINI et al., 2018).

Receptores
Quadro clinico Fitocanabinoide
envolvidos

Dor A9-THC, CBD CB1, CB2 e outros.
Esclerose mdltipla A9-THC, CBD CB1 e CB2.
Anorexia A9-THC, CBG CB1 e CB2.
Nausea e vomito A9-THC CB1 e CB2.

CBD, CBC, CBG, A9-
Colite CB2

THCA
Disturbio do sono A9-THC, CBD CB1 e CB2.
Sindrome de Tourette A9-THC, CBD CB1 e CB2.
Ansiedade CBD CB2.

_ _ A9-THC, CBD, A9-

Epilepsia CB1 e CB2.

THCV

_ _ CB2 e receptores de
Esquizofrenia CBD
dopamina e serotonina.

Doencga de Alzheimer A9-THC, CBD CB1, CB2 e outros.

A9-THC, CBD, A9-
Doencga de Parkinson CB1e CB2.

THCV

1.1.4 Outras formulagdes da cannabis
Embora a industria da cannabis ainda esteja no seu inicio, ja € uma area que
movimenta milhées de ddélares por ano globalmente, com uma previsdo de
movimentar US$ 197 bilhdes até 2028 na industria global (NIE; HENION; RYONA,
2019; MATOS, 2023). Como resultado, ha um interesse crescente de investimento por

empresas, se mostrando ser um mercado lucrativo (NIE; HENION; RYONA, 2019).

Além disso, com a recente legalizagdo da cannabis medicinal em muitos paises
em adi¢cdo com as importantes propriedades das substancias presentes na planta, se
faz cada vez mais necessaria a intensificagao da pesquisa e desenvolvimento na area.
A cannabis, devido a sua versatilidade e, principalmente, bioatividade dos seus

metabdlitos, representa uma fonte incalculavel para o desenvolvimento para novas
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aplicagbes em diversas areas como: cosmeticos, alimentos, medicina, e muitos outros
(ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020).

Ja existem no mercado atual produtos derivados de diversas partes da
cannabis. As fibras de canhamo, por exemplo, sao utilizadas em tecidos, fios e fibras,
papel, carpetes, artigos de decorag&o, materiais de construgédo e isolamento, pecas
de automoveis e compositos (JOHNSON, 2017). As folhas e flores de cannabis, por
sua vez, possuem um aroma distinto e o extrato inclui uma variedade de flavonoides,
terpenos e outros compostos benéficos que podem atuar como eficientes inseticidas,
fungicidas e agentes terapéuticos (FORDJOUR et al., 2023).

No ramo de alimentos e bebidas, algumas marcas de vinhos nos Estados
Unidos ja os produzem com infusdo de CBD ou de canhamo (NIE; HENION; RYONA,
2019). No que se refere a utilizagdo da planta como um todo, tradicionalmente,
utilizavam-se as sementes para fazer éleo, enquanto as folhas eram a segunda parte
mais consumida da planta, as quais eram usadas como farinha, temperos e até
adicionadas diretamente na comida. Atualmente, as sementes de cannabis ainda sao
utilizadas na industria de alimentos e podem ser encontradas nas mais variadas
formas, como chocolates, leite, farinha, molho, entre outros. Neste mercado, nota-se
0 uso majoritario das sementes, mas outras partes da planta como brotos, flores e

folhas também sdo consumidos crus em pratos e bebidas (FORDJOUR et al., 2023).

Na industria de cosméticos também é observada uma crescente utilizacdo da
cannabis devido aos seus inumeros beneficios. Ja foi reportado seu uso em produtos
de cuidados com a pele e cabelos. A semente é a parte da planta que é
frequentemente usada, principalmente para cuidados com os cabelos, devido ao seu
alto conteudo de dleo, esse que pode ser usado em uma variedade de tratamentos
capilares, além de poder ser adicionado em shampoos e condicionadores
(FORDJOUR et al., 2023).

O odleo ainda apresenta altas concentragcbes de clorofila, que possui
propriedade antibacteriana além de ajudar na cicatrizag&o, o tornando também uma
otima opgao para tratamento de problemas de pele, como acne e ulceras. Ele é
facilmente absorvido na pele sem causar obstrugcdo dos poros, além dos diversos
outros beneficios, o fazendo ser uma boa escolha em formulagbes de protetores
solares e logdes (FORDJOUR et al., 2023).
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Além das suas diversas aplicagdes nos mais diversos segmentos, a cannabis
vem atraindo grande interesse na area da medicina devido ao potencial terapéutico
das suas substancias. Muitos estudos ja foram e vem sendo conduzidos para a
avaliagao do seu uso no tratamento de diversos quadros clinicos (BRITO SIQUEIRA,
DE et al., 2023;FORDJOUR et al., 2023).

1.1.5 Extratos medicinais

Ja se conhece o uso medicinal da cannabis na india ha muitos anos, porém,
quando chegou a América e Europa no século XIX ficaram conhecidas apenas suas
propriedades narcoéticas e estimulantes. Com a descoberta do A9-THC, SEC, os
receptores, o sistema de enzimas e seus efeitos fisioldgicos foi possivel impulsionar
as pesquisas sobre o uso medicinal da cannabis. Apesar de todo estigma ainda
associado a ela, diversos estudos corroboram com a evidente eficacia da cannabis
para o tratamento de uma variedade de doengas e condi¢des clinicas (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020;BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023;FORDJOUR et al.,
2023;NIE; HENION; RYONA, 2019).

Os extratos medicinais oleosos de cannabis sdo obtidos a partir das flores
fémeas da planta Cannabis sativa L. por meio de um processo de extragao solido-
liquido, que pode ser realizado utilizando diferentes métodos, como hidrodestilacao,
extragao por arraste de vapor, maceragao, Soxhlet, entre outros (CARVALHO, Virginia
M. et al., 2020). Devido a natureza lipofilica dos canabinoides, que possuem maior
afinidade por solventes menos polares, ao final do processo de extracao, eles sao
dissolvidos em uma matriz oleosa conhecida como "veiculo" (CASIRAGHI et al.,
2022). Nos produtos importados de cannabis, o veiculo mais comum € o triglicerideo
de cadeia média, enquanto em preparacdes artesanais, a resina de cannabis
geralmente é dissolvida em éleos de oliva, coco ou girassol (CARVALHO, Virginia M.
et al., 2020).

Os extratos das flores de cannabis possuem atividade antioxidante e possuem
propriedades antienvelhecimento e “promotoras de saude”, assim sao utilizados para
tratar uma variedade de disturbios crénicos e metabdlicos, como glaucoma, dor,
depressao, esclerose multipla, nauseas e vémitos relacionados a pacientes com
cancer e AIDS, dentre outros (ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020;BRITO
SIQUEIRA, DE et al., 2023;FORDJOUR et al., 2023).
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Apesar dos potenciais beneficios terapéuticos da cannabis, a pesquisa sobre
seu uso ainda ¢é limitada devido a restricdes no acesso a quantidade, qualidade e tipo
de produtos de cannabis. Aléem disso, barreiras regulatérias em diferentes paises
também limitam as pesquisas relacionadas ao uso terapéutico da cannabis e seus
efeitos na saude humana (BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023).

1.2 CONTROLE DE QUALIDADE DE CANNABIS

A cannabis é largamente utilizada globalmente, com mais de 4% da populagao
mundial com idade entre 15 e 64 anos (aproximadamente 209 milhdes de pessoas)
usando cannabis em 2020, um aumento de 23% em relagdo a 170 milhdes em 2010
(FORDJOUR et al., 2023). Atualmente, mais de 47 paises cultivam canhamo para fins
de pesquisa e/ou comerciais, e aproximadamente 25 mil produtos baseados em
canhamo existem no mercado global. Neste contexto, os paises possuem diferentes
modelos regulatorios para legalizar o canhamo: 36 paises ja adotaram medidas
praticas e, em outros 20, estes modelos estdo em desenvolvimento (ARYAL et al.,
2024).

O mercado de cannabis no Brasil movimenta cerca de R$ 130 milhdes por ano
e a expectativa é que, apos a regulamentagdo médica, industrial e recreacional, o
setor gere R$ 26,1 bilhdes para a economia do pais e crie mais de 328 mil empregos
formais e informais em 4 anos. O mercado continua aquecido, com quase 100
solicitagcdes de patente relacionadas a cannabis e seus fitocanabinoides no Brasil,
sendo que 5% delas foram enviadas para aprovacao pela ANVISA (BRITO SIQUEIRA,
DE et al., 2023).

Conforme se expande a busca pelo seu maximo aproveitamento terapéutico e
0s avangos judiciais, a industria de cannabis enfrenta um desafio relacionado ao
desenvolvimento de medicamentos: a producado de extratos padronizados que
atendam as normas estabelecidas pelas agéncias reguladoras correspondentes. As
praticas agricolas, condi¢gdes de crescimento da planta e processos de extragao
desempenham papéis chave na consisténcia do conteudo dos extratos (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020).

No Brasil, atualmente, os extratos de cannabis utilizados no tratamento de
epilepsias refratarias e outros quadros patoldgicos sdo provenientes principalmente

de importacdo, onde sao registrados como suplementos alimentares, além de
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produtos nacionais obtidos no mercado ilicito ou elaborados artesanalmente. O
desenvolvimento e padronizagao para avaliagdo de risco dos produtos de cannabis,
bem como seu controle de qualidade, e a pesquisa sobre a planta e seus constituintes
bioativos se fazem extremamente necessarios (ALIFERIS; BERNARD-PERRON,
2020;CARVALHO, Virginia M. et al., 2020).

1.2.1 Grupos de monitoramento

A Cannabis sativa L. € uma planta anual que pode atingir 5 m de altura, possui
uma variedade de tricomas glandulares e nao glandulares em suas flores onde,
majoritariamente nas plantas fémeas, s&o produzidas as substancias de interesse.
566 substancias ja foram identificadas e isoladas, encontradas em alta abundéancia
nas flores e folhas da planta e constituem mais de 18 classes de diferentes metabdlitos
secundarios  encontrados na planta  (ALIFERIS; BERNARD-PERRON,
2020;FORDJOUR et al., 2023).

Dentre essas substancias identificadas, 198 sdo ndo canabinoides, 125 sdo
canabinoides, 120 s&o terpenos, 34 flavonoides, 42 fenois, alguns esteroides e
alcaloides, como sao mostrados em alguns exemplos na Tabela 2. As plantas fémeas
possuem um aroma caracteristico que se deve aos terpenos por elas produzidos,
como pineno, limoneno, terpineol e borneol. Essa caracteristica, juntamente com os
fitocanabinoides, desempenham o papel de defesa da planta a partir da sua interagao
com pragas (BONINI et al., 2018;FORDJOUR et al., 2023).

Tabela 2. Alguns exemplos das substancias ja identificadas da cannabis.

SUBSTANCIA EXEMPLO ESTRUTURA QUIMICA

Terpenos Mirceno =<:/=<

Canabinoides CBD
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Flavonoides Canflavina A
Esteroides B-Sitosterol
Alcaloides Cannabisativina OH KL

Os terpenos na cannabis sao armazenados como Oleos essenciais, e sua
concentragao pode variar devido a varios fatores genéticos e ambientais (BONINI et
al., 2018;FORDJOUR et al., 2023). Mais de 50 tipos diferentes de terpenos foram
identificados, incluindo linalol, ocimeno, mirceno, a-pineno, humuleno, 3-cariofileno e
terpinoleno. Além disso, é importante destacar que varios terpenos encontrados
existem como hidrocarbonetos, que sao produtos diretos de enzimas sintases de
terpenos, enquanto outros mais complexos requerem ajustes por outras enzimas,
como a citocromo P450. Portanto, a sua diversidade quimica na cannabis é um reflexo

direto das enzimas codificadoras presentes na planta (FORDJOUR et al., 2023).

A cannabis tem pelo menos 26 flavonoides distintos, onde muitos deles
possuem funcdo de protecdo, sendo assim sua producao é dependente de fatores
ambientais tais como temperatura, umidade, precipitacdo e altitude. Dentre os
diversos flavondides, se destacam a orientina, vitexina, luteolina-7-O-glicosideo e
apigenina-7-O-glicosideo, além do potente antioxidante quercetina. Os canflavinas
sao compostos exclusivos da cannabis, formados por trés substancias quimicas:
Canflavina A, B e C, os quais foram descobertos nas folhas e flores da planta. A
Canflavina A é conhecida por ser 30 vezes mais anti-inflamatéria do que a aspirina
(FORDJOUR et al., 2023).
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Alguns esteroides, tais como campesterol, sitosterol e estigmasterol, foram
identificados nas raizes, flores, folhas e caules da planta de cannabis. Os alcaloides
sdo componentes do mecanismo de defesa quimica utilizado pelas plantas para
repelir herbivoros. Em 1971, foram isolados e nomeados quatro alcaloides distintos,
denominados canabiminas A-D. Esses alcaloides demonstraram possuir efeitos
diuréticos, analgésicos, anticancerigenos, antipiréticos e antieméticos (FORDJOUR et
al., 2023).

1.2.2 Fitocanabinoides

Apesar da planta possuir mais de 400 substancias, os fitocanabinoides, como
sao chamados os canabinoides que ocorrem naturalmente na planta, se destacam
(BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023;FORDJOUR et al., 2023). Foram identificados até
o momento 120 fitocanabinoides, os quais foram classificados em 11 categorias
distintas (FORDJOUR et al., 2023). Os fitocanabinoides sdo encontrados
principalmente na Cannabis sativa e na Cannabis indica (BRITO SIQUEIRA, DE et al.,
2023).

Quimicamente, os fitocanabinoides séo caracterizados por meroterpenos e
alquilresorcinéis em suas moléculas, como mostrado na Figura 4 (BONINI et al.,
2018;BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023). Eles sao encontrados principalmente na
resina secretada pelos tricomas das plantas femininas, ao passo que as folhas
masculinas de cannabis possuem poucos tricomas glandulares capazes de produzir
quantidades reduzidas dessas substancias. Além disso, os fitocanabinoides podem
ser categorizados como neutros (sem grupo carboxila) e acidos (com grupo carboxila)
(BONINI et al., 2018).

Figura 4. Caracteristica da estrutura quimica dos fitocanabinoides, exemplificada
com o CBD.

Meroterpeno

Alquilresorcinol OH

*

OH
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Os canabinoides sao produzidos naturalmente na planta por meio de
biossintese e sdo acumulados em sua forma acida. No entanto, durante o processo
de secagem, armazenamento ou aquecimento, eles podem sofrer descarboxilagao e
se converter em suas formas neutras correspondentes, por meio de reacdes
cataliticas n&o enzimaticas, como mostrado na Figura 5 (ALIFERIS; BERNARD-
PERRON, 2020;BONINI et al., 2018;FORDJOUR et al., 2023).

Um resumo da biossintese € mostrado na Figura 6, em que a alquilagao do
acido olivetolico com geranil-pirofosfato por uma preniltransferase produz o acido
canabigerolico (CBGA). Pela acdo de enzimas sintases de canabinoides, o CBGA
gera o acido canabididlico (CBDA), o acido canabicroménico (CBCA) e o acido A-9-
tetrahidrocanabindlico (A9-THCA). A partir da descarboxilagcdo desses precursores,
s&o formados o A-9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e seu metabdlito canabinol (CBN),
canabidiol (CBD), canabicromeno (CBC) e seu artefato quimico canabiciclol (CBL).
Por outro lado, a partir do geranil difosfato e do acido divarinico, € formado o acido
canabigerovarinico (CBGVA). A partir do CBGVA, séo sintetizados o acido A-9-
tetrahidrocannabivarinico (A9-THCVA), o acido canabidivarinico (CBDVA) e o acido
canabicromovarinico (CBCVA). Sua descarboxilagdo forma os respectivos
canabinoides, A9-THCV, CBNV, CBDV, CBCV e CBLV (BONINI et al., 2018).

Figura 5. Reagdes de descarboxilagdo que convertem os fitonabinoides da sua
forma acida para sua forma neutra a) A9-THC b) CBD.

Descarboxilagao

A9-Acido tetrahidrocanabindlico A9-Tetrahidrocanabinol
(AS-THCA) (A9-THC)

Descarboxilagdo
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b)
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Acido canabididlico Canabidiol
(CBDA) (CBD)
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Figura 6. Biossintese dos principais fitocanabinoides encontrados na cannabis.
Adaptado de (BONINI et al., 2018).
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Os metabolitos A9-THC e o CBD s&o os dois principais canabinoides
encontrados na planta e os mais estudados. Eles estdo presentes em varias
concentragdes nas diferentes variagcbes da cannabis, sendo um dos parametros
determinantes das suas propriedades farmacéuticas (ALIFERIS; BERNARD-
PERRON, 2020;BRITO SIQUEIRA, DE et al., 2023).

O CBD é um dos fitocanabinoides mais abundantes na planta. Apesar da sua
similaridade com o A9-THC, tem baixo agonismo pelos receptores canabinoides,
sendo considerado modulador alostérico negativo dos receptores CB1 e CB2.
Evidéncias atuais mostram que o CBD exerce efeitos farmacolégicos por meio de
alvos moleculares especificos, como receptores de adenosina, glicina, opidides,
serotonina, proteina G ndo endocanabinoide, nicotinicos de acetilcolina e ativados por
proliferadores. Além das propriedades farmacolégicas ja mencionadas, como
anticonvulsivantes e ansioliticas, o CBD apresenta outras propriedades benéficas
(BONINI et al., 2018).

O A9-THC é a substancia da cannabis com efeitos psicoativos significativos,
que incluem ansiedade, paranoia, alteragdes perceptuais e déficits cognitivos. Varios
estereoisbmeros do A9-THC, produtos de degradacdo ou produtos gerados por
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enzimas sdo produzidos como menores constituintes dessa classe. A degradacgéo
ocorre de maneira quase esponténea e é oxidativa. Farmacologicamente, ele € um

agonista parcial de ambos os receptores canabinoides (BONINI et al., 2018).

O CBN é um produto da degradacao do A9-THC (Figura 7) e sua concentragcao
depende do tempo e condicbes de armazenamento. Ele € altamente estavel a
degradagao oxidativa. Em termos farmacolégicos, constatou-se que o CBN apresenta
baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2 (BONINI et al., 2018;CARVALHO,
Virginia M. et al., 2020).

Figura 7. Reacéo de degradagao do A9-THC a CBN.
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Os extratos medicinais de cannabis utilizados no tratamento de diversos
quadros clinicos contém como principais principios ativos o A9-THC e o CBD, cujas
proporgdes variam de acordo com a indicacdo. A matéria-prima pode conter o produto
de degradacdo do A9-THC, o canabinol (CBN), dependendo das condigbes de
armazenamento, temperatura e tempo de descarboxilagdo. O monitoramento desses
trés canabinoides € uma alternativa para controlar a qualidade desses produtos
(CARVALHO, Virginia M. et al., 2020).

1.2.3 Técnicas analiticas utilizadas na caracterizagao da cannabis
O conhecimento preciso desta composig¢ao da planta é de grande importancia
para aplicabilidade de produtos a base da cannabis. A ressonancia magnética nuclear
(RMN) pode analisar metabdlitos primarios e secundarios da planta e a integragao dos
seus varios modos de operagao torna capaz a elucidagao estrutural de metabolitos
mais complexos, representando uma vantagem em termos de pesquisa e
desenvolvimento na area da cannabis (ALIFERIS; BERNARD-PERRON, 2020).

Os canabinoides podem ser analisados com o uso de analisadores em conjunto

tanto com a cromatografia gasosa (CG) quanto com a cromatografia liquida (CL).
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Porém, alguns canabinoides, como o A9-THC, podem sofrer conversdes térmicas
quase que de maneira espontanea, gerando produtos de degradagao indesejados,
como o CBN, entdo a utilizacdo da CG é restrita devido a necessidade de altas
temperaturas, o que prejudica a quantificacdo, e de possivel derivatizacdo das
substancias para sanar o problema; tendo em vista as limitagbes apresentadas,
analisadores em conjunto com CL s&o preferiveis (ALIFERIS; BERNARD-PERRON,
2020). A técnica analitica mais utilizada para determinar a composi¢do dos
constituintes da planta que suporta a industria da cannabis é a Cromatografia Liquida
da Alta Eficiéncia (CLAE) usando um detector de arranjo de diodos (DAD) ou
CLAE/DAD. Essa € uma tecnologia muito aceita devido a sua facilidade de uso e
economia, porém ela nao é tao sensivel e seletiva quanto um espectrometro de
massas (EM), o que acarreta em poder existir possiveis coelui¢gdes e interferentes. O
acoplamento de EM aos métodos cromatograficos, devido a sua alta seletividade,
pode reduzir substancialmente interferéncias e coeluigbes que se apresentavam
problematicas na técnica mais usualmente empregada (NIE; HENION; RYONA,
2019).

Devido a variedade de processos de extracdo usados para isolar os
canabinioides da planta, solvente residual pode ser encontrado em amostras. Alguns
deles podem ser prejudiciais a saude (e.g., hexano), entdo o monitoramento de seu
residuo é importante. Essa analise geralmente é feita por headspace acoplada a CG
com detector por ionizagdo de chama (DIC) ou CG/DIC, mas também pode-se usar
CG/EM com fonte de ionizagcédo do tipo impacto de elétrons como alternativa (NIE;
HENION; RYONA, 2019).

A medida que o uso da cannabis, especialmente para propdsitos medicinais,
estd em ascensado, a implementacdo de medidas de segurangca para produtos
derivados da cannabis esta se tornando cada vez mais crucial. A crescente
preocupagao com os pesticidas em relagéo a seguranga das plantas de cannabis e 0s
produtos que derivam dela ressalta a necessidade de niveis extremamente baixos ou
nulos dessas substancias. Por muito tempo utilizou-se CG/DIC como técnica de
quantificagdo, porém mais recentemente CG/EM, CG/EM/EM, CL/EM ou CL/EM/EM
tem ganhado preferéncia (NIE; HENION; RYONA, 2019).

As plantas de cannabis s&o capazes de fazer fitorremediagdo, ou seja, sdo

capazes de remover metais pesados do solo. Esse fendmeno as faz concentrar os
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metais nela mesma, o que posteriormente pode residir em produtos derivados da
cannabis. Esses metais pesados podem ser analisados por varias formas de
espectrometria atdmica, a qual inclui: Absor¢gao Atémica (AA), Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (do inglés, inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy ICP-OES) e Espectrometria de Massas com
Plasma Indutivamente Acoplado (do inglés, inductively coupled plasma mass
spectrometry ICP-MS). Devido a baixa sensibilidade e o fato de analisar apenas um
elemento por vez, AA néo é a técnica de preferéncia. Em contrapartida, ICP-OES e
ICP-MS sé&o capazes de fazer analises multielementar e por isso s&o mais utilizadas
nesse ramo (NIE; HENION; RYONA, 2019).

As diversas variedades de plantas de cannabis apresentam perfis de terpenos
distintos, os quais, quando combinados com proporgdes especificas de canabinoides,
tém a capacidade de proporcionar diversos efeitos medicinais (NIE; HENION;
RYONA, 2019). A semelhanca estrutural dessa classe de substancias dificulta sua
identificacdo, mas usualmente para sua determinacdo CG/DIC se mostra adequado
e, mais recentemente, CG/EM também vem sendo empregado (ALIFERIS;
BERNARD-PERRON, 2020;NIE; HENION; RYONA, 2019).

O uso da técnica de EM para analises de cannabis e seus produtos derivados
se mostra em constante crescimento, visto a necessidade de técnicas cada vez mais
sensiveis e seletivas para estudos quantitativos. A Espectrometria de Massas de Alta
Resolucdo (EMAR), como o analisador Orbitrap, representa um dos avangos mais
recentes na area de analise, apresentando um vasto potencial em sua utilizagao para
avaliar a qualidade dos produtos derivados da cannabis (ALIFERIS; BERNARD-
PERRON, 2020).

1.3 CLAE-EM

A cromatografia € um método de separagdo de componentes de uma mistura e
€ um dos mais modernos métodos de analise. Em conjunto ou ndo com outras
técnicas instrumentais, como a espectrofotometria e a espectrometria de massas, ela
também é capaz de identificar e quantificar substancias. A separacéo ocorre pelo
contato de duas fases, uma estacionaria (FE) e uma movel (FM), e a mistura a ser
separada percorre por elas e entdo os seus componentes ficam seletivamente retidos
na FE, resultando em migragdes diferenciais dessas substancias (COLLINS, BRAGA,
BONATO, 2006).
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Dentre as vantagens da técnica, destacam-se a alta seletividade e a eficiéncia
de separacdo (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). Existem diversos tipos de
cromatografia (e.g. cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada,
cromatografia por adsorgéo, entre outros), mas as mais comuns e utilizadas em
analises atualmente sdo: cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Na Tabela 3 estado descritas as principais diferengas entre elas.

Tabela 3. Comparacgao entre as principais caracteristicas da CG e da CLAE.
Adaptada de (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

Fator CG CLAE
Amostra ou derivado Amostra soluvel da FM.
Requisito da amostra volatil (termicamente
estavel).
Gases e liquidos. Liquidos, ibnicos ou
Tipo de amostra Massas molares de 2 a covalentes. Massas
1,200 Da. molares de 32 a
4,000,000 Da.
Coluna Capilar, longa. Recheada, curta.
Gas inerte. Liquido (polaridade
Fase moével depende se ¢€é fase

reversa ou fase normal).

Temperaturas elevadas Pode trabalhar em
Temperatura .
(>150°C). temperatura ambiente.

A CLAE se mostra uma alternativa interessante especialmente por trabalhar em
baixas temperaturas, permitindo a separagao de compostos termicamente instaveis,
além de possuir uma variedade de FE, a permitindo atuar em varios mecanismos de
separacao (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006). A CLAE pode ser de fase normal,
onde a FE é polar e a FM é apolar, ou fase reversa, em que a FE é apolare a FM é

polar, sendo a ultima a mais utilizada.

Na CLAE a FM desempenha um papel essencial no processo de separacao,
pois ela nao apenas carrega os componentes da amostra pelo sistema, mas participa

ativamente da separagao através da interagdo com as substancias da mistura. Visto
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isso, algumas caracteristicas precisam ser observadas nela: precisam possuir alto
grau de pureza; dissolver a amostra sem decompor os componentes; n&o dissolver
nem decompor a FE; baixa viscosidade e ponto de ebuli¢do; ser compativel com o
detector; se for mistura, possuir miscibilidade completa. Além disso, precisa-se levar
em consideracgéo a forca cromatografica da FM, ou seja, sua capacidade de interagir
com os componentes da amostra (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

A coluna em CLAE também é um dos principais componentes da cromatografia
liquida. Os recheios mais usados atualmente sdo de sélido rigido ou semirrigidos a
base de silica, sendo esse ultimo constituido de particulas porosas de poliestireno
entrecruzado com divinilbenzeno. As particulas do recheio das colunas podem ser
classificadas de acordo com alguns aspectos: rigidez, estrutura, forma e tamanho.
Diversos grupos funcionais ou camadas poliméricas podem ser ligados a superficie
da silica, expandindo suas possibilidades de uso em varias técnicas de CLAE
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

O desenvolvimento de detectores mais amplos (e.g., espectrofotdmetros que
operam em comprimentos de onda variaveis), utilizagdo de detectores eletroquimicos
(e.g., fluorescéncia e fluorescéncia induzida por laser), além do acoplamento com a
espectrometria de massas permitiu a identificacdo e quantificagao de uma faixa mais
extensa de substancias, inclusive em baixas concentracdes, presente em amostras
complexas, como matizes bioldgicas, solos, alimentos, entre outros (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 2006).

O acoplamento da CLAE a espectrometria de massas (EM) combina as
vantagens da cromatografia com a possibilidade de elucidagdo estrutural, massa
molar e aumento de seletividade adquirido pela EM. Para que seja possivel realizar
esse acoplamento, modificagdes quimicas nédo controladas nos analitos e perda de
amostra ndo podem ocorrer durante a transferéncia de um equipamento para o outro
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O EM é composto por cinco componentes (

Figura 8): (i) unidade de introdu¢cdo de amostra; (ii) fonte de ionizagao; (iii)

analisador de massas; (iv) detector; (v) sistema de dados.
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Figura 8. Diagrama de blocos do EM.
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Na fonte de ionizacdo as moléculas presentes na amostra passam a ions na
fase gasosa (PAVIA et al., 2016). Como algumas substancias que sdo separadas por
CLAE sao relativamente pouco volateis e/ou sensiveis a temperatura, isso torna dificil
a utilizagdo das técnicas usuais de ionizagdo em EM (e.g. impacto de elétrons e
ionizagdo quimica). Entdo, modos de ionizagdo alternativos e mais brandos sao
necessarios para que possa ser eliminada a FM e introduzir os analitos no ambiente
de alto vacuo do EM. Dentre as fontes de ionizagéo atuais utilizadas para CLAE-EM
destacam-se: electrospray (ESI), ionizagdo quimica a pressao atmosférica e, mais
recentemente, fotoionizagao a pressao atmosférica (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,
2008).

Os ions sado acelerados por um campo elétrico e entram no analisador de
massas, onde eles sdo separados e/ou fragmentados de acordo com as suas razdes
massa/carga (m/z). Assim como a ionizagao tem diversas formas, também existem
diferentes analisadores de massa, alguns mais versateis que outros (PAVIA et al.,
2016). Dos analisadores mais utilizados pode-se citar o quadrupolo e ion-trap; e os de
alta resolugao por tempo de voo (do inglés, Time-of-Flight ToF) e Orbitrap. Além disso,
€ possivel utilizar a técnica EM-EM, que consiste em dois estagios de espectrometria
de massas, ou seja, dois analisadores (e.g. triplo quadrupolo, quadrupolo-ToF,
quadrupolo-Orbitrap). Essa abordagem € comumente empregada em conjunto com a
cromatografia para detectar compostos em baixas concentragcbes em amostras
complexas. Isso permite aumentar a sensibilidade, reduzir interferéncias espectrais e
obter mais informagbes estruturais das substancias presentes (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008).
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Ap0s os ions estarem separados e fragmentados, eles seguem para detecgéo,
em sua maioria, por meio de multiplicadores de elétrons. Um sinal com menos ruidos
que é registrado pelo sistema de dados, onde € gerado um espectro de massas de
abundancia relativa vs. m/z (PAVIA et al., 2016).

1.3.1 Espectrometria de Massas

1.3.1.1 Orbitrap
O acoplamento de detectores mais abrangentes e sensiveis a cromatografia
impacta diretamente na qualidade do conhecimento adquirido. A utilizagcdo de
espectrometros de massas (EM) em CL € um cenario cada vez mais comum e a
utilizagao de analisadores de massa de alta resolugdo como tempo de voo (do inglés,
time-of-flight, ToF) e Orbitrap tem sido a principal escolha pois fornecem a massa
exata dos analitos (MAKAROV; SCIGELOVA, 2010).

O Orbitrap foi primeimeiramente descrito no ano 2000, o fazendo ser uma das
mais novas tecnologias nessa area. Ele € um analisador de massas que atua tanto
como analisador quanto detector e que permite o acoplamento com fontes continuas
de ionizagao (e.g., ESI e fonte de ionizagdo quimica de pressao atmosférica). A
performance analitica do Orbitrap pode suportar uma variedade de aplicagdes que
vao desde analises de rotina até outras em niveis tragos em matrizes mais complexas
(MAKAROQV; SCIGELOVA, 2010; Thermo Fisher Scientific White paper 65147).

A analise e detecgéao pelo Orbitrap ocorre a medida que os ions, quando entram
no espaco entre o eletrodo central e o externo que o envolve, sdo empurrados por um
forte campo elétrico para dentro da armadilha, iniciando oscilagbes axiais, enquanto a
rotacdo em torno do eletrodo central impede que os ions “caiam” sobre ele. A
dependéncia da rotagédo nas energias, angulos e posigdes iniciais dos ions for¢a cada
pacote de ions a se espalhar rapidamente sobre a coordenada angular, formando um
anel rotativo fino. Esse anel oscila harmonicamente ao longo do eletrodo central com
um periodo proporcional a (m/z)"2. A detecgcdo desse sinal é seguida por uma
transformada de Fourier para converter o sinal registrado em uma frequéncia e, em
seguida, em um espectro m/z (MAKAROV; SCIGELOVA, 2010).

1.3.1.1.1 Modos de aquisigdo
Devido a sua configuragao (Figura 9) e a alta sensibilidade e abrangéncia do
analisador, ha uma vasta possibilidade de experimentos de massas que podem ser
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realizados: Full MS, Full MS/AIF, Targeted-SIM, PRM, Targeted-MS?, Full MS/dd-MS?2,
Targeted SIM/dd-MS2, Full MS/AIF NL/dd-MS2?, DIA, Multiplexing, além de

combinacgdes entre eles (Thermo Fisher Scientific White paper 65147).

Figura 9. Esquema da configuragdo do EM hibrido quadrupolo-Orbitrap. Adaptado de
(MAKAROV; SCIGELOVA, 2010).
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Para entender os modos de aquisicdo segue uma rapida definigdo de alguns

componentes do EM:

Quadrupolo: Diferentemente do seu uso convencional em outros EM’s em série, ele
atua como um filtro de massa para transmissao de faixa de massas amplas (e.g., 10
a 100 Da) ou estreitas (e.g., 0,4 a 2 Da) (Thermo Fisher Scientific White paper 65147).

C-Trap: E um dispositivo de armazenamento e desaceleracdo dos ions para entéo
direciona-los ao Orbitrap para deteccado ou a célula de colisdo para fragmentacao
(Thermo Fisher Scientific White paper 65147).

Célula de colisao de alta energia (do inglés, Higher-energy collision dissociation
cell, HCD): E utilizada para fragmentar os ions que passam pelo quadrupolo de filtro
de massa. Ao passo que os ions sao acelerados da C-Trap para a HCD, ocorre a
fragmentacdo dos ions quando colidem com o gas residual de nitrogénio (Thermo
Fisher Scientific White paper 65147).

Full MS

No modo de aquisigao de Full MS (Figura 10) ndo ocorre a fragmentagao na

HCD e o quadrupolo opera como um filtro de massa amplo. Essa abordagem permite
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que todos as substancias que foram ionizadas e possuam m/z dentro na faixa definida
sejam detectadas, uma vez que a faixa de massa do quadrupolo pode ser ajustada a
fim de garantir que tudo presente na amostra seja detectado. Todos os ions dentro da
faixa de massa definida passam pelo quadrupolo, passam na C-Trap e ja s&o injetados
no analisador de massa. Esse € um modo de aquisicdo muito utilizado para analise

retrospectiva (Thermo Fisher Scientific White paper 65147).

Figura 10. Esquema visual do modo de aquisigdo Full MS. Adaptado de (MAKAROV,
SCIGELOVA, 2010).
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Monitoramento de reagbes paralelas (do inglés, Parallel Reaction Monitoring, PRM)

No PRM (Figura 11) sao feitos escaneamentos do tipo EM/EM a partir de uma
lista de inclusdo especificada, contendo seus analitos com suas respectivas razbes
m/z e energias de colisdo. Nesse modo de aquisigdo, o quadrupolo isola os ions
precursores e entdo, devido a quantidade de substancias que esta sendo injetada ser
menor, uma faixa estreita de massa que entra na C-Trap, evitando que ela com fique
com excesso de ions. Em seguida os ions s&o transmitidos a HCD para fragmentacéo,
depois retornam a C-Trap para, por fim, serem injetados no analisador de massas. O
PRM se assemelha ao modo de aquisi¢ao de varredura de ion produto (do inglés,
product ion scan) nos EM do tipo triplo quadrupolo, mas apesar da semelhanga o PRM
apresenta maior seletividade e sensibilidade (Thermo Fisher Scientific White paper
65147).



42

Figura 11. Esquema visual do modo de aquisicdo PRM. Adaptado de (MAKAROV;,
SCIGELOVA, 2010).
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1.3.1.2 Fonte de ionizagao ESI

A fonte de ionizacdo ES/ é um dos modos de ionizacdo em espectrometria de
massas mais comuns, principalmente quando acoplada a cromatografia liquida. Por
ser uma ionizagado branda, ela é extremamente versatil, podendo ser aplicada em
diversas areas do conhecimento, além de ser sensivel, seletiva e de rapida ionizagao
dos analitos. Sua eficiéncia esta diretamente ligada a sensibilidade e reprodutibilidade
do método, entdo a otimizacdo dos seus parametros instrumentais € um passo
importante para o desenvolvimento de um método analitico. Além disso, € um modo
de ionizacdo especialmente util para substancias polares (THERMO SCIENTIFIC,
2009).

A ionizagcdo dos analitos e sua posterior introdu¢do no espectrometro de
massas ocorre por uma série de processos: 1. A solugdo da amostra contendo os
analitos entra na agulha da ESI/, a qual recebe uma alta voltagem; 2. Essa agulha
pulveriza a solugdo em uma fina névoa de goticulas que estdo eletricamente
carregadas em sua superficie; 3. A densidade de carga elétrica na superficie das
goticulas aumenta ao passo que o solvente evapora. O gas auxiliar aquecido auxilia
na evaporagao do solvente na ES/; 4. A densidade de carga elétrica na superficie das
goticulas aumenta até o ponto critico conhecido como Limite de instabilidade de
Rayleigh, em que as goticulas se dividem em goticulas menores devido a uma
repulsdo maior do que a tensdo superficial do solvente; 5. O processo é repetido
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inUmeras vezes até obter-se goticulas muito pequenas e a repulsédo eletrostatica ejete
0s ions carregados para a fase gasosa; 6. Os ions entram no ambiente de ultra alto
vacuo do espectrometro de massas através do tubo de transferéncia de ions, em fase
gasosa, e sao analisados. Para esse processo ocorrer existem um conjunto de
parametros na fonte que trabalham juntos, e alguns deles estéo listados, assim como
suas fungdes, na Tabela 4. No ES/ as analises podem ser performadas tanto no modo
negativo quando no modo positivo, dependente das propriedades do analito
(THERMO SCIENTIFIC, 2009).

Alguns fatores podem afetar o processo de ionizagdo ES/, como o tamanho das
goticulas, a carga na sua superficie, tensao superficial do solvente, volatilidade do
solvente e a forca de solvatacao dos ions. Dessa forma, uma alta condutividade, baixa
volatilidade, forte solvatagao dos ions, baixa carga superficial e goticulas grandes com
alta tenséo superficial impedem uma boa ionizagao. Em relagéo a solventes utilizados
em CL, solventes organicos como metanol, acetonitrila e isopropanol apresentam um
desempenho superior a agua no processo de ionizagdo, ao passo que sais em
concentragbes acima de 10 mM sdo extremamente prejudiciais (THERMO
SCIENTIFIC, 2009).

Tabela 4. Descricao da funcido de cada varavel estudada no processo de ionizagao
ESI.

VARIAVEL DESCRIGAO

Temperatura aplicada ao gas

Temperatura de aquecimento do gas - .
. auxiliar, gerando impacto
auxiliar (°C) _ ~
diretamente na dessolvatacao.

Temperatura aplicada ao capilar
. para auxiliar no processo de

Temperatura do capilar (°C) . )
dessolvatagdo das goticulas

carregadas.

A voltagem aplicada ao capilar
determinara as cargas dos ions

Voltagem do electrospray (kV) o )
que constituirdo as goticulas no

spray.
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Gas nitrogénio coaxial interno a
Sheath gas (u.a.) agulha ESI que nebuliza a

solucao da amostra.

Gas nitrogénio aquecido, coaxial

i . externo a agulha ESI, que auxilia
Gas auxiliar (u.a.) } 5

na dessolvatacdo da solugao da

amostra.

Voltagem aplicada ao guia de
S-lens (V) ions S-lens para focalizagdo e

transmissao de ions.

Gas de nitrogénio que atua de

dento do espectrbmetro de
Sweep gas (u.a.) _

massas para fora para redugao

de ruido quimico.

1.4 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

A analise univariada foi muito utilizada até o inicio do século XIX. Ela consiste
no teste de uma variavel por vez, enquanto as outras sdo mantidas constantes. Entre
os anos 20 e 30, Ronald A. Fisher conduzindo um estudo em agricultura foi o primeiro
a utilizar Planejamento de Experimentos (do inglés, Design of Experiments, DoE), e a
partir de entédo cresceu-se o interesse na area com multiplos avangos (DURAKOVIC,
2017).

DoE é uma metodologia para conduzir e planejar experimentos visando extrair
0 maximo de informagdes com o menor numero de analises. Um experimento
planejado é uma ferramenta utilizada para coletar dados. Caracteristicas comuns de
um planejamento experimental incluem o planejamento de testes, abordagem na
andlise de dados, variagdao simultdnea de fatores e uma abordagem cientifica
(VANAJA; RANI, 2007).

Nos ultimos anos cada vez mais ferramentas quimiométricas vem sendo
utilizadas para a otimizagdo multivariada de métodos analiticos. Dentre as suas

principais vantagens, podem ser citados a diminuigdo do niumero de experimentos, a
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reducdo consideravel no consumo de reagentes e de tempo de trabalho e um
mapeamento consolidado da metodologia.

A otimizagao multivariada permite a construgdo de um modelo matematico que
possibilita estudar a significancia estatistica das variaveis estudadas tanto em relagao
ao seu comportamento individual quanto a suas interagdes, uma vez que elas variam
simultaneamente, e também a localizagdo de um ponto maximo de desempenho. O
primeiro passo para esta otimizacdo € o experimento de triagem (do inglés,
screening), onde as variaveis estatisticamente significativas sao identificadas e, em
seguida, selecionadas para consecutivos planejamentos mais complexos, na etapa
de modelagem (FERREIRA, S. L. C. et al., 2007).

1.4.1 Screening

Diversas vezes, em um sistema, uma gama de variaveis pode influenciar na
resposta esperada, entdo uma etapa de triagem (do inglés, screening) é importante
para que se possa definir as que realmente impactam significativamente no resultado
desejado. Além disso, ela ajuda na melhoria do controle de qualidade de processos,
uma vez que determina valores limites, maximos e minimos, para uma variavel de
estudo. Na execugao desta etapa a determinacdo das variaveis principais e, na
maioria dos casos, suas interagdes sao essenciais para entender o comportamento
do sistema (TEOFILO; FERREIRA, 2006;VANAJA; RANI, 2007).

Como planejamento de screening mais simples, o fatorial completo estuda as
variaveis em dois niveis, de forma que o numero de experimentos necessarios para
avaliar k variaveis é igual a 2k (DURAKOVIC, 2017;TEOFILO; FERREIRA, 2006).
Pode-se dizer que é vantajoso utilizar esse tipo de planejamento, uma vez que ele
permite a investigacao da influéncia das variaveis e suas interagdes na resposta, sem
que haja confusao entre os efeitos das variaveis principais e interacées (CAVAZZUTI,
2013;TEOFILO; FERREIRA, 2006). Em contrapartida, & medida que aumenta o
numero de variaveis observa-se um crescimento exponencial no numero de
experimentos a serem realizados, entdo pode-se inferir que o planejamento fatorial
completo seria mais eficiente ao ser empregado em estudos com poucas variaveis
(CAVAZZUTI, 2013;DURAKOVIC, 2017;TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Conforme aumenta-se o numero de variaveis (k>4), observa-se que as

interacdes de ordens muito elevadas sao, quase sempre, nao significativas e entao
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estiméa-las seria irrelevante (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Devido a essa premissa,
foi introduzido o planejamento fatorial fracionario, cujo fundamento consiste na
execugao de apenas uma fracdo do fatorial completo, de forma que o tamanho do
desenho experimental seria reduzido a metade, um quarto, e assim por diante
(CAVAZZUTI, 2013). Nesse planejamento, é possivel ainda obter-se informacdes
acerca dos efeitos das variaveis principais e de algumas interagdes de ordem inferior
(CAVAZZUTI, 2013;DURAKOQVIC, 2017).

De modo a ter mais economia em numero de experimentos realizados a medida
em se aumenta as variaveis pode-se utilizar ainda o planejamento Plackett-Burman.
E um tipo de planejamento altamente econémico, de modo que se é possivel avaliar
valores de k muito elevados com uma quantidade minima de experimentos, sendo
essa sua principal vantagem frente a outros planejamentos. Devido a propriedade
projetiva e ao fato de as colunas serem ortogonais, lhe garantindo uma simetria, no
planejamento Plackett-Burman os efeitos principais sdo capazes de serem
determinados separada e eficientemente das interagdes (CAVAZZUTI, 2013;VANAJA;
RANI, 2007).

O planejamento Plackett-Burman possui resolugéo Ill, ou seja, os efeitos
principais nao estdo confundidos com outros efeitos principais. No entanto, a
desvantagem do planejamento Plackett-Burman é que o padrdo de confusdo das
variaveis € mais complexo, porque cada efeito principal estd confundido com uma
interacdo de segunda ordem que nao o envolve. Assim, a falta de ajuste é dificil de
avaliar e os efeitos principais sdo confundidos com os efeitos das interagdes, ou seja,
os efeitos principais sdo passiveis de interpretacdo, porém as interagdes nao serao
pois ndo podem ser separadas dos efeitos principais os quais elas estdo confundidas
(VANAJA; RANI, 2007).

1.4.2 Modelagem

Uma vez realizada a etapa de screening e as variaveis significativas foram
selecionadas, o préoximo passo € a execugdo da metodologia de superficie de
resposta, também chamada de modelagem (FERREIRA, S. L. C. et al,
2007;TELFORD, 2007;TEOFILO; FERREIRA, 2006). Essa fase consiste em prever
um modelo matematico, frequentemente quadratico, que melhor represente o sistema
em estudo, permitindo sua exploragcédo e levando a otimizagdo do mesmo (POLAT;
SAYAN, 2019;TELFORD, 2007;TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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Dessa forma, otimizar envolve definir as condigdes 6timas em que o resultado
se apresenta robusto, ou seja, permanece estavel e reprodutivel mesmo diante de
pequenas variagdes nos valores nominais das variaveis experimentais estabelecidas
(FERREIRA, S. L. C. et al., 2007;TEOFILO; FERREIRA, 2006). Certos requisitos sdo
necessarios para que a modelagem seja eficaz na estimativa dos coeficientes de um
modelo estimado, sendo os principais: fornecer estimativas precisas para todos os
coeficientes com um numero reduzido de experimentos e permitir a avaliagado dos
coeficientes e do modelo, por meio da regressdo e da falta de ajuste (TEOFILO;
FERREIRA, 2006). Essa etapa pode ser realizada aplicando-se planejamentos mais
complexos como matriz Doehlert (do inglés, Doehlert matrix DM), composto central
(do inglés, central composite designs CCD) e planejamentos de trés niveis, como o
Box-Behnken (do inglés, Box-Behnken design BBD) (FERREIRA, S. L. C. etal., 2007).

O BBD é um tipo de planejamento de segunda ordem, rotativo ou quase
rotativo, ou seja, a variancia da resposta prevista em qualquer ponto é fungcéo apenas
da distancia do ponto central, e € baseado em planejamentos fatoriais incompletos de
trés niveis (CAVAZZUTI, 2013;FERREIRA, S. L. C. et al.,, 2007). O numero de
experimentos (N) necessarios para execug¢ao do BBD pode ser definida como N= 2k
(k = 1) + Co (Co € a quantidade de pontos centrais) (FERREIRA, S. L. C. et al., 2007).

Quando comparado a outros planejamentos de modelagem (e.g. CCD, DM e
fatorial completo a trés niveis), BBD e DM se mostraram mais eficientes que CCD e
fatorial completo a trés niveis. Outra vantagem do BBD é o fato de ndo existir uma
combinagdo em que as variaveis estejam todas em seus niveis mais altos ou mais
baixos ao mesmo tempo, o que é vantajoso uma vez que evita a ocorréncia de
experimentos em condigdes extremas, gerando resultados n&o satisfatorios
(FERREIRA, S. L. C. et al., 2007).

O BBD ¢é uma ferramenta extremamente util e eficiente para a etapa de
modelagem pois permite a estimativa de uma modelo quadratico para determinar os
fatores, utiliza um numero minimo de experimentos, detecta falta de ajuste e o
planejamento mais desejado para analises de valores que se encontram nos pontos
meédios da superficie e no seu centro (FERREIRA, S. L. C. et al., 2007;POLAT; SAYAN,
2019).
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1.4.3 DoE para cannabis
A utilizagdo da estratégia de planejamento de experimentos para estudo de
cannabis se mostra como algo inovador, visto que € uma ferramenta relativamente
recente em um contexto geral. Pesquisas bibliograficas corroboram com a premissa
anterior (Figura 12), uma vez que se encontram apenas 309 documentos na area
quando se pesquisa “design of experiments” AND “cannabis”, na base de dados

scopus, em um periodo de 50 anos.

Figura 12. Pesquisa bibliografica para o uso de DoE em estudos referente a

cannabis na base de dado scopus.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de quantificacdo de A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC),
Canabidiol (CBD) e Canabinol (CBN) por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (CLUE-EMAR/EM) em

extratos oleosos medicinais de cannabis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Explorar ferramentas de planejamento de experimentos na otimizagdo das

condic¢des instrumentais da técnica analitica e do protocolo de preparo de amostra;



49

-> Avaliar o desempenho de dois candidatos a padréo interno para os analitos alvo;

- Avaliar o desempenho analitico a partir da repetibilidade, recuperagcéo e
sensibilidade do presente método desenvolvido, de acordo com a RDC 166/17 da
ANVISA.

3. EQUIPAMENTOS, PADROES E REAGENTES

3.1 PADROES E REAGENTES

Para o preparo das amostras, Metanol e n-Hexano, ambos grau GC, foram
adquiridos de Tedia (Fairfield, OH, EUA). Para a analise por CLUE-EMAR/EM, foi
utilizado Metanol grau HPLC adquirido da BIOGRADE (Goias, Brasil), acido férmico
da SUPELCO e formiato de aménio da SPECTRUM (New Brunswick, Canada). Agua
ultrapura (18.2 MQcm) foi fornecida pelo sistema de purificagdo Millipore Milli-Q
(Billerica, MA, EUA).

Os padrées de Canabidiol (CBD), A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC) e
Canabinol (CBN) foram adquiridos da Absolute Standards Inc. (Connecticut, EUA) nas
concentragdes de 1000,5 ug/mL, 102,1 ug/mL e 1001,0 pg/mL, respectivamente. A9-
Tetrahidrocanabinol-carboxi-Dg  (A9-THC-COOH-Dg) e A9-Tetrahidrocanabinol-
carboxi-Ds (A9-THC-COOH-D3) foram adquiridos de Cerilliant Corporation (Texas,

EUA) nas concentragdes de 101,2 ug/mL e 100,0 pg/mL, respectivamente.

3.2 EQUIPAMENTOS

3.2.1 Geral
Agitador orbital (Thermo Fisher Scientific — MaxQ 2000)

Banho ultrassénico (Elmasonic — S60H)

Centrifuga (Thermo Fisher Scientific — Heraeus Multifuge X3R Centrifuge)
Evaporador com fluxo de Nz (Biotage - TurboVap®LV)

Vértex (Thermo Fisher Scientific — LP vortex mixer)

Micropipetas (Eppendorf research plus)

Freezer -30°C (Thermo Fisher Scientific)
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3.2.2 CLUE-EMAR/EM

Um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) Dionex Ultimate
3000 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) acoplado a um espectrémetro de
massas hibrido quadrupolo-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha)
com uma fonte de ionizagao electrospray (do inglés, Electrospray lonization, ESI) foi
empregado. Para a separagdo cromatografica, uma coluna de fase reversa ACE
UltraCore 2.5 SuperC18 (50 mm x 2,1 mm; 2,5 ym) foi utilizada, a qual foi mantida em
um forno a 50 °C a um fluxo constante de 400 uL/min, com um volume de injecao de
5 gL de amostra. O gradiente da corrida cromatografica comegou em 5% de fase
movel B, aumentando para 10% em 0,5 minutos, em seguida para 25% em 1 minuto
e 90% em 6 minutos. Apds alcangar 100% em 8 minutos e manter a propor¢ao até 9
minutos, a condi¢do cromatografica inicial foi restaurada de 9,1 a 11,1 minutos (Figura
13). A fonte de ionizagao ESI, operada em modo positivo, foi calibrada diariamente
com uma solucdo do fabricante (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). Os
dados em varredura total (do inglés, Full Scan) foram adquiridos na faixa de m/z 80-
800, com uma resolugéo de 70.000 a largura a meia-altura (do inglés, full width at half
maximum, FWHM), com o Controle de Ganho Automatico (do inglés, Automatic Gain
Control, AGC) de 1x106 e Tempo de Injecdo maximo (do inglés, maximum Injection
Time, IT) de 100 ms. Os dados em Monitoramento Paralelo de Reacgéo (do inglés,
Parallel Reaction Monitoring, PRM) foram realizados com resolug¢ao de 70.000 FWHM,
AGC de 1x105, IT de 50 ms, Loop Count de 2 e janela de isolamento de 1,0 m/z. Os
analitos CBD, THC e CBN, assim como os padrdes internos (PI's) A9-THC-COOH-Dg
e A9-THC-COOH-Ds3, foram selecionados por uma lista de inclus&o para fragmentagéo
de massa em uma célula de colisdo Higher-energy Collisional Dissociation (HCD) com
energia de colisdo normalizada (N)CE segundo a Tabela 5. Os dados foram adquiridos
e processados com o software Thermo ScientificTM TraceFinderTM 4.1 software
(Thermo Fisher Scientific, Austin, TX, USA), considerando + 5 ppm de tolerancia de

massa.
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Figura 13. Gradiente da corrida cromatografica.
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Tabela 5. Massa exata, férmula molecular e energia aplicada a célula de colisao para
os analitos CBD, A9-THC, CBN, PI's A9-THC-COOH-Dg e A9-THC-COOH-Ds.

Massa exata

Nome (m/z) (N)CE (%)
[M+H]*
A9-THC-COOH-Dy 354,26252 35
A9-THC-COOH-D3 348,22487 35
CBD 315,23185 40
A9-THC 315,23185 40
CBN 311,20055 37

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E METODOS

4.1 OTIMIZACAO DA FONTE DE IONIZACAO

Solugbes dos padroes de CBD e CBN foram preparadas separadamente na
concentragao de 1 yg/mL em uma mistura 60:40 v/v de metanol com 0,1% v/v de &cido
férmico e de agua ultrapura com 0,1% v/v acido férmico e formiato de aménio 5 mM.
O mesmo procedimento foi realizado para A9-THC na concentragéo de 0,5 ug/mL. A
cada um dos vials, os PI's A9-THC-COOH-D3 e A9-THC-COOH-Dg foram adicionados
para avaliagdo de suas adequacgdes a analise. Em seguida os padrées diluidos e, FM

foram levados a analise no sistema cromatografico por CLUE-EMAR/EM (Figura 14).
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Figura 14. Resumo do preparo das solugdes e imagem do equipamento em que as
amostras foram submetidas a analise de padrées dos analitos.

g STt Tt T T T Tl §>
| THC + CBD + CBN + |
1 THC-COOH-D9 + THC-COOH-D3 |

Para a otimizagao da fonte de ionizagdo ES/, os vials foram injetados segundo
um planejamento do tipo Plackett-Burman, onde foram estudadas 7 variaveis a 2
niveis (Tabela 6) com apenas 8 experimentos (Tabela 7). Os experimentos foram

conduzidos de maneira aleatéria e em triplicata.

Tabela 6. Variaveis estudadas no planejamento do tipo Plackett-Burman e seus

respectivos niveis.

Variaveis Nivel (-1)  Nivel (+1)
Temperatura de aquecimento do gas auxiliar
250 350
(°C)
2 Temperatura do capilar (°C) 250 350
3 Voltagem do electrospray (kV) 2,5 4,0
4 Sheath Gas (u.a.) 30 50
5 Gas Auxiliar (u.a.) 10 20
6 S-lens (V) 50 80
7 Sweep gas (u.a.) 0 1
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Tabela 7. Matriz de experimentos do planejamento do tipo Plackett-Burman.

Matriz de experimentos

Temperatura
de Temperatura Voltagem do  Sheath Gas S-lens Sweep
Exp aquecimento do capilar electrospray Gas Auxiliar gas
do gas (°C) (kV) (u.a.) (u.a.) M (u.a.)
auxiliar (°C)
1 350 350 4,0 30 20 50 0
2 350 350 2,5 50 10 50 1
3 350 250 4,0 30 10 80 1
4 250 350 2,5 30 20 80 1
5 350 250 25 50 20 80 0
6 250 250 4,0 50 20 50 1
7 250 350 4,0 50 10 80 0
8 250 250 2,5 30 10 50 0

4.2 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO
O protocolo de extragdo se da a partir de uma extracéo liquido-liquido (ELL)
seguida por uma extragdo assistida por ultrassom com uma mistura de

metanol:hexano 9:1 v/v, conforme resumido na Figura 15.

Para a etapa de screening, 25 L de uma solugdo contendo os analitos CBD,
A9-THC e CBN a 1,2 ug/mL foram adicionados ao tubo seco e levados ao evaporador
com fluxo de N2 a 28°C para completa secura do solvente. Em seguida, 100 mg de
oleo de coco foram adicionados e agitados vigorosamente em vortex para completa
homogeneizagao, obtendo-se uma concentragdo de 300 ng/g dos analitos. Para a
otimizagao do procedimento de extracao, foi utilizado o planejamento do tipo Fatorial
Completo para 3 variaveis a 2 niveis (Tabela 8) acrescidos de dois pontos centrais,
totalizando 10 experimentos (Tabela 9). O tempo de shaker a 400 rpm, o tempo de
ultrassom e o volume de solvente foram avaliados de acordo com os experimentos da
Tabela 9. Apds a extragao, a mistura foi levada para refrigeragédo a — 30°C por 30 min,
centrifugada a 4000 rpm por 20 min e, por fim, a fase orgéanica foi separada e seu
volume foi ajustado para 7,5 mL. Em um vial, adicionou-se uma aliquota de 975 pL de
amostra e 25 yL de solugdo de 10 pg/mL de padréo interno A9-THC-COOH-Dy, o qual

foi levado para a analise instrumental em CLUE-EMAR/EM.
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Figura 15. Procedimento experimental para a otimizagao do método de extragéo.
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Tabela 8. Variaveis estudadas no planejamento do tipo Fatorial Completo e seus

respectivos niveis.

Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
1 Tempo de shaker (min) 5 10 15
2 Tempo de ultrassom (min) 15 30 45
3 Volume de solvente de extragao (mL) 2,50 5,00 7,50

Tabela 9. Matriz de experimentos do planejamento do tipo Fatorial Completo.

Matriz de Experiéncias

Exp Shaker Ultrassom Volume

1 5 15 2,50
2 15 15 2,50
3 5 45 2,50
4 15 45 2,50
5 5 15 7,50
6 15 15 7,50
7 5 45 7,50
8 15 45 7,50
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9 10 30 5,00
10 10 30 5,00

Na etapa de modelagem e construgao de superficie de resposta, foi utilizado o
planejamento do tipo Box-Behnken para 3 variaveis a 3 niveis (Tabela 10) acrescidos
de 5 pontos centrais, totalizando 17 experimentos (Tabela 11). O mesmo procedimento
experimental de preparo das amostras foi realizado em relagao a etapa de screening,
com excecao de que foi utilizada uma aliquota de 937,5 uL de amostra e 62,5 uL de
solugao de 4 ug/mL de padréao interno A9-THC-COOH-Deg.

Tabela 10. Variaveis estudadas no planejamento do tipo Box-Behnken e seus

respectivos niveis.

Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
1 Tempo de shaker (min) 10 15 20
2 Tempo de ultrassom (min) 15 30 45
3 Volume de solvente de extragao (mL) 5,00 7,50 10,0

Tabela 11. Matriz de experimentos do planejamento do tipo Box-Behnken.

Matriz de experiéncias

Exp Shaker Ultrassom Volume

1 10 15 7,50
2 20 15 7,50
3 10 45 7,50
4 20 45 7,50
5 10 30 5,00
6 20 30 5,00
7 10 30 10,0
8 20 30 10,0
9 15 15 5,00
10 15 45 5,00
1" 15 15 10,0
12 15 45 10,0
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13 15 30 7,50
14 15 30 7,50
15 15 30 7,50
16 15 30 7,50
17 15 30 7,50

4.3 AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO

O desempenho analitico foi avaliado pela analise da repetibilidade,
recuperacao e sensibilidade do método desenvolvido. Para preciséo, definida como a
proximidade entre os resultados obtidos por meio do método analitico, a repetibilidade
foi estimada através da preparacgao, por um unico analista, de triplicatas de amostras
reais fortificadas com CBD, A9-THC e CBN em trés niveis de concentragdo (i.e., baixo,
médio e alto), definidos a partir da linearidade e do intervalo de trabalho (BRASIL,
2017).

Amostras reais com concentragdes desconhecidas apenas de CBD foram
fortificadas nos niveis baixo, médio e alto nas concentragdes de 50 ng/g, 100 ng/g e
150 ng/g, respectivamente, de uma solugao contendo um mix de CBD, A9-THC e CBD
a 0,1 ng/uL. A curva analitica contendo seis pontos nas concentragdes de 25 ng/g, 50
ng/g, 75 ng/g, 100 ng/g, 125 ng/g e 150 ng/g foi preparada em o6leo de coco e foi
fortificada com a mesma solu¢ao do mix de CBD, A9-THC e CBD a 0,1 ng/pL.

As amostras e a curva analitica foram preparadas conforme o método analitico

descrito no item 4.2 com as condi¢des otimizadas descritas no item 5.3.3.

A exatiddo, definida como o grau de concordancia entre os resultados
individuais do método em estudo e um valor aceito como verdadeiro, foi avaliada por
meio de ensaios de recuperacao de CBD, A9-THC e CBN em triplicatas de amostras
reais em trés niveis de concentragéo (ou seja, baixo, médio e alto), definidos a partir
da linearidade e do intervalo de trabalho. A concentragao obtida foi comparada com o

valor tedrico de concentracgao.
As amostras e curvas utilizadas foram as mesmas da precisao.

Para avaliar a sensibilidade, foram estabelecidos Limites de Detecg¢éo (LD) e
de Quantificagao (LQ) para cada analito. O LD, representando a menor concentragéo
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do analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente

. , desvio padrio do intercepto
quantificada, é calculado por 3.3 x pacre P

—— —— . Ja o LQ, definido como a
inclinagdo da curva analitica

menor concentragdo do analito em uma amostra que pode ser determinado com

desvio padrao do intercepto

precisao e exatiddo aceitaveis, € estabelecido por 10 x

inclinacio da curva analitica’

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CROMATOGRAFIA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A fim de confirmar a estrutura de cada um dos analitos e de seus fragmentos,
experimentos de dissociagao induzida por colisdo (CID) foram realizados, nos quais
os ions gerados na fonte de ionizagao colidem com uma molécula de gas inerte em
uma camara de colisdo HCD. Os espectros de massas obtidos para cada analito estao
representados nas Figura 16,Figura 17,Figura 18,Figura 19 e Figura 20 e na Tabela

12 é apresentado um resumo para todos os analitos e PI's considerados no estudo.
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Figura 16. Espectro de massas da fragmentagéo do A9-THC. Contém os fragmentos

monitorados e energia de colisdo aplicada.
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Figura 17. Espectro de massas da fragmentagdo do CBD. Contém os fragmentos

monitorados e energia de colisdo aplicada.
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Figura 18. Espectro de massas da fragmentagdo do CBN. Contém os fragmentos
monitorados e energia de colisdo aplicada.
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Figura 19. Espectro de massas da fragmentagéo do A9-THC-COOH-Dg. Contém os
fragmentos monitorados e energia de colisdo aplicada.
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Figura 20. Espectro de massas da fragmentagédo do A9-THC-COOH-D3

fragmentos monitorados e energia de colisdo aplicada.
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Tabela 12. Analitos monitorados, suas férmulas moleculares, ions percursores e ions
produtos, respectivos erros de massa, energias de colisdo aplicadas e referéncias

bibliograficas que suportam o resultado encontrado.

Eérmula ion Erro fon Erro
Analito molecular pe:;l;;.;sor m:sesa (b(l;?)E produto m:sesa Referéncia
M] + (m/z)[M+H]*
[M+H] (ppm) (ppm)

(CITTl et al.,
193,122312 2,88  2019;SANTOS,
DOS et al., 2019)
CBD C21H3002  315,23185 2,85 40 (CITTl et al.,
259,16910° 2,85 2019;SANTOS,
DOS et al., 2019)
135,11684¢ 2,87 (CITTletal., 2019)
(CITTl et al.,
193,122312 1,38 2019;SANTOS,
DOS et al., 2019)
C21H3002  315,23185 1,40 40 (CITTl et al.,
259,16916° 1,44  2019;SANTOS,
DOS et al., 2019)
135,1168° 1,40 (CITTletal.,, 2019)
223,11742 2,74 (CITTletal., 2019)
CBN C21H2602  311,20055 2,73 37 241,12216° 3,00 (CITTletal., 2019)
195,11682°b 222 (CITTletal., 2019)

A9-
THC

A9- 302,219392 1,40 (2%I1J1L)SMA etal,
CT(;":I_"_ CoiHsDsOs 348,22487 1,26 35  196,14114> 1,05 (2%|1J1L)SMA etal,
D
3 330214300 1.50 (2%|1J1|_)SMA etal,
p9- 308,25705° 1,52 (ZT)EZH)ET etal.
CT(;":I;_ CatH1oDsOs 354,26252 1,19 35  196,14114> 1,99 %E;ET etal.,
0 .
9 336,25196° 1,18 (2'35'2")5 etal,

a = ion de quantificagao; b = ion de identificagcao

Como o A9-THC e o CBD sao isbmeros constitucionais, eles apresentam perfil
de fragmentacao similares. Assim, a forma de diferencia-los na analise € a partir dos
tempos de retencgao distintos na cromatografia. Em modo positivo, para o CBD e o A9-
THC (m/z 315,23185), a transigdo m/z 315,23185 > m/z 193,12231 referente a uma
perda neutra de 122 Da (C4H14), que € monitorada como ion de quantificagao e possui
a maior intensidade, pode ser explicada pela protonagdo e clivagem do anel de

terpeno apds a quebra da ligagdo C-O oriunda da funcéo éter. As perdas de 56 Da
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(m/z 315,23185 > m/z 259,16910 para CBD; e m/z 315,23185 > m/z 259,16916 para
A9-THC) e de 180 Da (m/z 315,23185 - m/z 135,11684 para CBD; e m/z 315,23185
- m/z 135,1168 para A9-THC), que sdo monitoradas como ions de identificagéo,
podem ser explicadas pela clivagem da cadeia lateral da molécula de canabinoide,
grupo CsHs, e é a parte de terpenoide comumente encontrada em canabinoides
quando se trabalha em modo de ionizagao positivo (CITTI et al., 2019;SANTOS, DOS
et al., 2019).

Por outro lado, o CBN (m/z 311,20055) origina o ion de identificagdo de m/z
241,12216 (perda de 70 Da) devido a clivagem da cadeia alifatica de 5 carbonos do
ion percursor (FERRER, 2020;LELARIO et al., 2021). O ion de quantificacdo de m/z
223, 1174 (perda de 88 Da) resulta da perda de agua do fragmento de m/z 241, 12216
(FERRER, 2020). Um segundo ion de identificacdo monitorado, de m/z 195, 11682
(perda de 116 Da), pode ser explicado como sendo a parte corresponde ao resorcinol
(CITTI et al., 2019) ou a perda sequencial da cadeia lateral de pentil seguida de duas
metilas do CBN desidratado (LELARIO et al., 2021). Devido a estabilidade do anel
aromatico, os fragmentos gerados pelo CBN sao muito distintos em comparagéo aos
que foram mostrados anteriormente e que apresentam o mesmo perfil, e isso ocorre
porque a ligagao C-C entre dois anéis de benzeno é mais forte, ou seja, mais dificil de
ser rompida, do que a ligagdo C-C entre um anel de benzeno e a parte de terpeno
(FERRER, 2020;LELARIO et al., 2021).

Em relagao aos padrdes internos, ainda em modo de ionizag¢ao positivo, perdas
de 46 Da (m/z 348, 22487 -> m/z 302, 21939), 152 Da (m/z 348, 22487 -> m/z 196,
14114) e 18 Da (m/z 348, 22487 - m/z 330, 21430) foram monitoradas para o A9-
THC-COOH-Ds e, analogamente, para o A9-THC-COOH-Dg as transigdes utilizadas
foram m/z 354, 26252 > m/z 308, 25705, m/z 354, 26252 > m/z 196, 14114 (perda
de 158 Da) e m/z 354, 26252 - m/z 336, 25196. Para a primeira transi¢ao, para
ambos os padrbes, que gera os fragmentos m/z 302, 21939 e m/z 308, 25705,
possivelmente é devido a perda do grupamento carboxi presente no anel de seis
membros, enquanto para o ion em comum m/z 196 a possibilidade € que ocorra a
perda do propeno (CsHs), no caso do A9-THC-COOH-Ds, e do C3Ds, no caso do A9-
THC-COOH-Dg, onde em ambos acontece a abertura dos anéis de seis membros
(BIJLSMA et al., 2011). Para a ultima transi¢ao, é provavel que se refira a perda nao

especifica de agua.
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Por fim, os trés analitos alvos do trabalho e os Pl's em avaliagdo foram
submetidos a corrida cromatografica descrita no item 3.2.2., a fim de identificar
qualquer problema de eluigdo ou possivel coeluicdo de algum deles. Na Figura 21,
pode-se constatar que os analitos séo eluidos em tempos de retengao (tr) distintos.
Apesar da coelui¢ao parcial entre CBN e A9-THC, isso n&o representa um problema,
pois essas duas substancias podem ser distinguiveis no EM devido a seletividade da
técnica. No entanto, a coeluicdo entre A9-THC e CBD nao seria possivel, uma vez
que sao isdbmeros e apresentam perfis de fragmentacdo semelhantes, sendo
diferenciados apenas por meio da cromatografia. Quando analisamos os PI's A9-THC-
COOH-D3 e A9-THC-COOH-Dg¢ (Figura 22), pode-se observar que eles apresentam

tr’'s préximos entre si e entre os analitos.

Figura 21. Cromatograma com os tr’s dos 3 analitos a) CBD b) CBN e c) A9-THC.
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Figura 22. Cromatograma com os tr’s dos 2 PI's a) A9-THC-COOH-Dg e b) A9-THC-
COOH-Ds.
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5.2 OTIMIZACAO DA FONTE DE IONIZACAO

Testes iniciais com padrdes dos analitos (CBD, CBN e A9-THC) reconstituidos
em fase movel foram conduzidos visando a otimizagdo dos parametros da fonte de
ionizagdo para um método de quantificagao robusto. A partir de ensaios preliminares,
verificou-se que a variagdo da “Area analito/Area PI” estava com um CV% acima de
10% para a injecdo dos padrées em solvente, resultado que sofreria um aumento

maior quando a matriz fosse adicionada.

E importante ressaltar que devido a fotossensibilidade dos analitos e a
possibilidade de degradagdo do A9-THC, principalmente, na presenga de altas
temperaturas alguns cuidados foram tomados, tais como a utilizag&o de frascos ambar

para armazenamento das solugdes e ultrassom com a tampa aberta para evitar



67

aumento da temperatura interna. Para as analises foram utilizados vials transparentes

pois sao feitas no mesmo momento.

Para a otimizagao da fonte de ionizagdo ES/, foi escolhido o planejamento do
tipo Plackett-Burman devido a possibilidade de estudo de um maior numero de
variaveis realizando um menor numero de experimentos (VANAJA; RANI, 2007).

Para fins de comparacao:

Fatorial completo: 2'=128 experimentos

Fatorial fracionario: 27-?=32 experimentos; 27-3= 16 experimentos
Plackett-Burman: 7 variaveis a 2 niveis = 8 experimentos

Ao se observar o numero de experimentos a serem realizados em outros tipos
de planejamento screening, a escolha do Plackett-Burman se mostrou a melhor

alternativa.

Ap0Gs os experimentos serem conduzidos conforme a matriz do planejamento a
resposta avaliada correspondeu a razdo “Area analito/Area PI” obtidos através do
software TraceFinder. Como cada experimento foi realizado em triplicata, obteve-se o
CV% (Equacédo 1) da razdo de areas para cada um dos dois Pl avaliados, os quais
estéo representados na Figura 23.

Figura 23. Coeficiente de variagdo (CV%) para “Area do analito/Area do PI” para
cada experimento da matriz a) A9-THC-COOH-Ds b) A9-THC-COOH-Ds.
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Como buscava-se minimizar a flutuagao dos resultados, pode-se observar que,
no geral, o A9-THC-COOH-Dg promoveu um menor CV% para todos os analitos na
maioria das condigdes instrumentais empregadas. Dentre eles se destaca o
experimento 3 que, com o A9-THC-COOH-Dg, apresentou o CV% mais satisfatorio
para todos os analitos de 2%, 2% e 5% para CBD, A9-THC e CBN, respectivamente.
As condigdes instrumentais empregadas nesse experimento estéo listadas na Tabela

13 e foram empregadas no método instrumental.

Acredita-se que a diferenga observada entre os resultados obtidos com o A9-
THC-COOH-Dg € 0 A9-THC-COOH-D3 deve-se ao fato do possivel decaimento a Do
mais acelerado do A9-THC-COOH-Ds do que o A9-THC-COOH-Dy, fazendo esse
ultimo ser mais estavel. Tal fendmeno que pode ser impulsionado pela presenga do

solvente prético em que que os analitos estao presentes.

Equacéo 1: Coeficiente de variagdo em porcentagem (CV%)

CV% = = x 100

>il Q

Onde,
o, € 0 desvio padrao das triplicatas;
X, &€ a média das triplicatas.

Tabela 13. Parametros da fonte de ionizagao ESI otimizada.

FONTE DE IONIZAGAO (ESI) OTIMIZADA

Temperatura de aquecimento do gas auxiliar (°C) 350

Temperatura do capilar (°C) 250
Voltagem do electrospray (kV) 4
Sheath gas (u.a.) 30

Gas auxiliar (u.a.) 10
S-lens (V) 80

Sweep gas (u.a.) 1
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5.3 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGCAO

5.3.1 Preparo de amostra
A ELL é uma das mais técnicas mais utilizadas para preparo de amostras para
analises quantitativas e qualitativas (CANTWELL; LOSIER, 2002). Ela se baseia no
principio do equilibrio de particao e na diferenga de solubilidade das moléculas dos
analitos de interesse no solvente de extragdo (DEVANSHU et al., 2018). A extragéo
ocorre a partir da transferéncia de massa entre duas fases liquidas, devendo essas
serem imisciveis entre si (LI; JIAN; FU, 2019;MAZZOLA et al., 2008).

Uma dessas fases é a amostra onde esta contida o analito, que geralmente é
aquosa, porém pode ser extrato de matéria vegetal, e a outra é o solvente de extracéao,
em sua grande maioria, um solvente organico. Apos a adigao do solvente organico as
amostras, elas sao agitadas vigorosamente via shaker ou vortex por um certo tempo,
a fim de facilitar a difusado dos analitos entre as fases (LI; JIAN; FU, 2019). Depois de
realizada a extracdo propriamente dita € necessario fazer a separagao das fases. A
técnica de centrifugacdo é a mais utilizada nessa etapa, mas também, em casos em
que a fase organica fica no topo, pode-se congelar a fase inferior para facilitar a
separacgao (LI; JIAN; FU, 2019).

O processo de separagao de fases pode ser lento, principalmente quando
surgem emulsdes. Essa situagdo se mostra uma dificuldade especifica em amostras,
tais como urina e extratos, pois estes contém agentes tensoativos que adsorvem na
interface liquido-liquido, gerando emulsées (CANTWELL; LOSIER, 2002).

A utilizagao da técnica de extracdo assistida por ultrassom atrai grande
interesse devido a sua habilidade de agitar e misturar um sistema sem alterar suas
caracteristicas quimicas. Esse fato faz com que seja interessante incorpora-la junto a
ELL no procedimento de preparo de amostra, uma vez que agitagdo por ultrassom
favorece a transferéncia de massa e, dependendo das condigdes operacionais
empregadas, destroi a emulsédo formada (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2007).

Durante os processos de extragdo com ultrassom, ocorre a propagagao de
ondas mecanicas através do meio, alternando entre ciclos de compressao e rarefagao
em frequéncias acima de 20 kHz. Essas ondas induzem o fenbmeno conhecido como

cavitacdo, que engloba a nucleagdo, crescimento e colapso de microbolhas nos
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liquidos. Esse processo resulta em um aumento localizado da temperatura e pressao
no meio onde as ondas se propagam, além da geragao de microjatos. Esses que sao
responsaveis pela erosao e/ou fragmentacao das particulas sélidas presentes no meio
(FERREIRA, B. L. et al., 2020).

No trabalho em questao foi realizada uma ELL assistida por ultrassom, entao
uma série de fatores podem influenciar sua eficacia, tais como: volume de solvente de
extracao, tempo de extracao, pH das fases, polaridade do solvente de extracio, tempo
de sonicagéo, entre outros (LI; JIAN; FU, 2019).

5.3.2 Screening
Para otimizagao do protocolo de ELL assistida por ultrassom um planejamento
do tipo fatorial completo foi escolhido para avaliar a influéncia das 3 variaveis
estudadas (volume de solvente de extragao, tempo de agitagdo em shaker, tempo de
extragdo assistida por ultrassom) no processo. Como elas foram estudadas em
apenas 2 niveis, nesta etapa um planejamento deste tipo foi a melhor escolha pelo
fato de fornecer informacgdes concretas a respeito tanto das variaveis isoladas quanto

de suas interagdes além de ser econémico em numero de experimentos.

Por depender da transferéncia de massa entre duas fases liquidas imisciveis,
o tempo de agitagdo (shaker) e o tempo de ultrassom se mostram parametros
importantes a serem otimizados, pois geram um grande impacto na eficiéncia da ELL.
A agitacao geralmente tem uma relagao proporcional com a eficiéncia da ELL, onde a
maior agitagcao promove maior eficiéncia de extragdo. Porém, os extratos oleosos nao
sao totalmente soluveis em metanol, entdo a maior agitagado do sistema ira promover
a formacao de emulsificagdes estaveis, o que ndo se busca em um protocolo de ELL
eficiente (PROTTI et al., 2019). Além disso, alta velocidade de agitagdo pode ainda
promover a mistura por refluxo, diminuindo ainda mais a eficiéncia. A agitagdo por
ultrassom pode agitar eficazmente um sistema pelo fendmeno da cavitagdo sem
alterar suas propriedades quimicas, ao mesmo tempo que acelera a transferéncia de
massa e destréi a emulsao, entretanto é necessario o estudo da melhor condigdo para
evitar a formacao de emulsdo (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007).

A eficiéncia de extracdo em ELL esta fortemente ligada a relagéo entre o volume
de amostra-solvente usados. Normalmente elas possuem uma relagao proporcional,

onde altas recuperagdes sdo obtidas quando grandes volumes de solvente orgéanico
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sdo empregados, porém essa grande diluicdo compromete a sensibilidade analitica
(EHRESMAN, 2003;WELLS, 2003). Esse estudo de otimizagdo dos parametros
representa ndo somente a melhoria na eficiéncia da extragdo dos canabinoides, mas

também reflete nos custos do método.

Assim como na otimizacdo da fonte de ionizacdo a resposta avaliada dos
experimentos correspondeu a razao “Area analito/ Area Pl (A9-THC-COOH-Ds) ”,
obtidos através do software TradeFinder. Uma analise de variancia (ANOVA) foi
realizada com os resultados e os valores dos coeficientes, p-valor e coeficiente linear
para as variaveis isoladas e suas interagdes para cada analito estdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14. Coeficientes lineares, coeficientes das variaveis e interagdes e p-valor
obtidos por ANOVA.

CBD A9-THC CBN
R? 0,898347837 0,983028544 0,985708593
Coeficiente  p-valor Coeficiente p-valor Coeficiente p-valor

bo 0,011824833 3,177E-06 0,01941713 1,2268E-06 0,02833266 1,15886E-06

b4 0,000109646 0,8186839 -0,0030005 0,00456516 -0,0043494 0,00447206
b2 -0,000957418 0,0886606 -0,0045023 0,0007468 -0,0078726 0,000302831
bs 0,000397276 0,4214152 0,00042532 0,52015229 -0,0002234 0,81127587
b1z 0,001422767 0,0258101 0,00587231 0,00021367 0,00937891 0,00013111
bz -0,000550314 0,2794426 0,00055588 0,4076778 0,00104273 0,292942056
bos  -5,49704E-05 0,9083081 0,00190228 0,02710109 0,00200936 0,072982505
b2 0,001120033 0,0566709 0,00229816 0,01349636 0,00230818 0,048207623

O parémetro usado para avaliacdo da significancia dos coeficientes, e
consequentemente das variaveis e suas interagdes, foi o p-valor. Ele possui como
critério ser menor do que 0,050 (ou 5%) para que determinado coeficiente, que é

relativo a uma variavel ou interacdo de variaveis, seja significativo.

Os coeficientes b1 e b2 representam tempo de agitagdo em shaker e tempo no
ultrassom, respectivamente, e elas independentes se mostraram variaveis
significativas para o A9-THC e CBN com um efeito negativo, ou seja, o minimo de

ambos os parametros sugere a maximizag¢ao do sinal analitico. Além disso, a interagéo
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de segunda ordem dessas variaveis € significativa para todos os analitos em questéo,

reforgando sua importancia em seguir para a préxima etapa da otimizagao.

O coeficiente bz se refere ao volume do solvente de extragao, e ele sozinho nao
se mostrou significativo para nenhum analito, porém sua interacdo de segunda ordem
com b2 e sua interagdo de terceira ordem com b1 e b2 se mostrou ser significativa

apenas para o A9-THC.

Pode-se observar que o CBN e o A9-THC apresentaram uma similaridade de
em termos de variarieis que se mostraram significativas, enquanto que o CBD divergiu
completamente deles. Ao analisarmos as estruturas quimicas deles (Figura 3 e Figura
7), nota-se que o CBD apresenta 2 H acidos livres, o fazendo ser mais facil de ser
extraido da amostra pela a interacdo deles com metanol do solvente de extragao. Tal
fato pode explicar o perfil tdo discrepante de variaveis significativas do CBD frente o
CBN e o A9-THC.

O A9-THC tem um papel critico na industria da cannabis medicinal, uma vez
que sua concentragao é determinante para avaliar o potencial farmacolégico do
produto a base da cannabis. Logo, devido a sua importancia, decidiu-se seguir
também com a variavel de volume de solvente de extracédo para a préxima etapa da

otimizagado do método de preparo de amostra.

5.3.3 Modelagem
Volume de solvente de extracao, tempo de agitacdo em shaker e tempo no
ultrassom, além de serem fatores que influenciam na maximizagdo da eficiéncia da
ELL também impactam nos custos e tempo de preparo de amostra. Entdo, a
otimizagcado desses parametros a fim de se utilizar volumes e tempos minimos séo
desejados para que se possa ter um protocolo de preparo de amostra econémico tanto

com a diminuicéo de custos quanto com a diminuigdo de tempo.

Um planejamento do tipo Box-Behnken foi conduzido para os trés fatores e um
modelo para as areas analito/Pl em func¢ao do volume de solvente, tempo de agitagao
e tempo de ultrassom foi avaliado simultaneamente para CBD, A9-THC e CBN. Os
coeficientes e figuras de mérito do modelo estao listadas na Tabela 15 e as superficies
de respostas tridimensionais que correspondem a soma das superficies geradas pelos
analitos individualmente, assim como sua representacao bidimensional se encontram

nas
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Tabela 15. Analise dos parametros por ANOVA, p-valores do modelo predito, falta de

ajuste e valor dos coeficientes para cada analito.

cBD A9-THC CBN
R? 0,8554 0,8800 0,8571
R? (Adj.) 0,6695 0,7257 0,6733
Modelo 0,028 0,016 0,027
Falta de ajuste 0,080 0,601 0,901
b, -0,01910 -0,0471 -0,0936
b, 0,001479 0,00222 0,00383
b, -0,000291 0,000679 0,00249
bs 0,00529 0,01004 0,02052
by, 0,000037 0,000029 0,000018
b3 -0,000055 0,000006 0,000261
b3 -0,000033 -0,000107 -0,000261
by1 -0,000054 -0,000084 -0,000188
b, 0,000001 -0,000008 -0,000017
b33 -0,000266 -0,000546 -0,001316

Figura 24. Superficies de respostas tridimensionais

PRy,
-
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Figura 25. Superficies de respostas Bidimensional
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Os resultados apresentados possuem uma regiao robusta com um ponto étimo
e de maxima resposta. A regido 6tima de resposta para os analitos esta compreendida
em 18 minutos de agitacdo em shaker, 25 minutos de ultrassom e 7 mL de volume de
solvente de extracao, o que representa uma otimizagéo individual de 89%, 80% e 82%
para CBD, A9-THC e CBN, respectivamente. E, por fim, pela soma, uma otimizacao

global de 84% foi alcancada.

BERMAN et al. (2018) buscava o perfil metabodlico dos fitocanabinoides na flor
de cannabis utilizando 10 mL de solvente de extracdo, 30 minutos em ultrassom e 15
minutos de agitagdo em shaker, além de haver a necessidade de filtragdo por
membrana das amostras (BERMAN et al., 2018). PROTTI et al. (2019) também extrai
os fitocanabinoides, utiliza 10 mL de solvente de extragao, depois leva uma primeira
vez ao ultrassom por 30 minutos e, em seguida, agita em vértex por 1 minuto e retorna
ao ultrassom por mais 15 minutos, em um tempo total de ultrassom de 45 minutos,
além de também precisar submeter as amostras a filtragdo por membrana (PROTTI
et al., 2019). CARVALHO, Virginia M. et al. (2020) quantifica fitocanabinoides em
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extratos medicinais de cannabis com a utilizacido de 10 mL de solvente de extracao,
agitacdo por 1 minuto e 30 minutos de ultrassom, e também ha a necessidade da

filtragcdo por membrana das amostras (CARVALHO, Virginia M. et al., 2020).

Em comparacdo a métodos existentes na literatura como os apresentados
acima, o protocolo otimizado apresenta uma alternativa mais rapida e simples com

seu desempenho estatisticamente otimizado.

A fim de verificar a adequacdo do modelo previsto, foi feita a comparacao de
valores experimentais do planejamento Box-Behnken com os valores previstos no
modelo conforme mostrado na Tabela 16. A precisdo do modelo esta por volta de 86
— 120 % para CBD, 89 — 110 % para A9-THC e 95 — 104 % para CBN. Esses valores
mostram que o modelo se adequa de forma satisfatéria para todos os analitos.

Tabela 16. Comparacgao de valores experimentais e previstos pelo modelo, assim

como a precisdo do modelo.

CBD A9-THC CBN
Exp. Previsto Previsto Previsto

Exp. (% Acuracia) Exp. (%Acuracia) Exp. (%Acuracia)
1 0,009 0,01 (111) 0,012 0,012 (100) 0,028 0,028 (100)
2 0,007 0,006 (86) 0,012 0,011 (92) 0,031 0,031 (100)
3 0,006 0,007 (117) 0,010 0,011 (110) 0,032 0,032 (100)
4 0,012 0,011 (92) 0,016 0,015 (94) 0,039 0,038 (97)
5 0,007 0,006 (86) 0,009 0,008 (89) 0,024 0,025 (104)
6 0,007 0,008 (114) 0,009 0,010 (111) 0,021 0,023 (110)
7 0,008 0,007 (88) 0,011 0,010 (91) 0,024 0,023 (96)
8 0,005 0,006 (120) 0,011 0,011 (100) 0,034 0,033 (97)
9 0,007 0,007 (100) 0,007 0,007 (100) 0,019 0,018 (95)
10 0,009 0,009 (100) 0,014 0,013 (93) 0,037 0,036 (97)
1" 0,009 0,009 (100) 0,014 0,014 (100) 0,034 0,035 (103)
12 0,007 0,008 (114) 0,010 0,010 (100) 0,026 0,027 (104)
13 0,010 0,010 (100) 0,015 0,015 (100) 0,039 0,039 (100)
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5.3.4 Avaliacao do desempenho analitico
Para a precisdo, os resultados foram analisados pelo CV% (Equacéo 1) das
concentragdes obtidas pela curva analitica das amostras preparadas e injetadas por
um unico analista, em um unico dia € no mesmo equipamento. Ja na recuperacao a
meédia das concentragdes obtidas foi comparada com o valor tedrico de concentracao,

conforme a Equagéao 2.

Equacao 2: Calculo da recuperagao

REC = ———x 100
Conc.tebrica

Onde,
X, &€ a média das triplicatas.

As curvas analiticas para cada analito utilizada para estimar a concentragdo estao

apresentadas nas Figura 26,Figura 27Figura 28.
Figura 26. Curva analitica para o CBD.
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Figura 27. Curva analitica para o CBN.
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Figura 28. Curva analitica para o A9-THC.
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Com base nos resultados encontrados para repetibilidade e recuperagao por
CARVALHO, Virginia M. et al., 2020, os parametros de preciséo e recuperacéo deste
presente trabalho obtidos para todos os trés analitos em todos os trés niveis de
concentragdo abordados foram satisfatérios (Tabela 17). Assim, reafirmando a

pertinéncia do método a questédo analitica aqui apresentada.



78

Tabela 17. Precisdo, expressa pela repetibilidade (apenas 1 analista) e recuperagao
para cada analito em cada nivel de concentracdo. Resultados expressos em CV% e

% de recuperacgao.

CBD A9-THC CBN
Nivel (ng/g) 50 100 150 50 100 150 50 100 150

Precisao

(repetibilidade) 4 4 7 14 6 7 13 14 6
(%)

Recuperagao
%) 84 98 69 77 80 76 86 90

Para o calculo dos limites de deteccdo de quantificagao os valores das inclinagdes,
interceptos das curvas analiticas e suas respectivas médias e desvios padrdes estéao
apresentados na Tabela 18. As curvas foram feitas em 6leo de coco.

Tabela 18. Valores das inclinacdes, interceptos e suas respectivas médias e devios

padroes para cada replicata da curva.

INCLINAGAO INTERCEPTO

CBD A9-THC CBN CBD A9-THC CBN

R1 0,001591 0,001477 0,002759 -0,01581 -0,005324 0,0164
R2 0,001407 0,001451 0,002521 -0,01539 -0,01263 0,01048
R3 0,001321 0,001366 0,002473 -0,001344 0,008241  0,0312
MEDIA 0,001440 0,001431 0,002584 -0,010847 -0,003237 0,019362

DESVIO

PADRAO 0,0001 0,0001  0,00015 0,0082 0,0106 0,01067

Os valores do desvio padrao do intercepto e da inclinagdo da curva foram

utilizados para o calculo dos limites de detecgéo e quantificagéo a partir das férmulas:

desvio padrao do intercepto

LD =33x ———— T
inclinagao da curva analitica

desvio padrao do intercepto
LQ=10x

inclinacdo da curva analitica
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Limites de Deteccgao (18, 24 e 13 ng/g) e Limites de Quantificagéo (57, 74 e 41
ng/g) foram estimados para cada CBD, A9-THC e CBN, respectivamente. Com base
nos valores encontrados por CARVALHO, Virginia M. et al., 2020 na quantificagao de
extratos de cannabis por meio de um método de extragdo e uma técnica analitica
similar a que foi utilizada no presente trabalho, os valores calculados para LD e LQ
representam concentracdes cerca de 1.000.000 vezes inferiores as esperadas em
amostras reais, demonstrando assim uma abordagem analitica quantitativa

adequada.

6. CONCLUSAO

O uso da cannabis desempenha um papel de constante crescimento e
importancia na medicina moderna devido ao seu uso terapéutico para o tratamento de
diversos quadros clinicos. Isso ocorre devido, principalmente, a atuagcdo dos
fitocanabinoides no sistema endocanabinoide, entdo CBD, A9-THC e CBN se
mostram como alvos interessantes de serem monitorados em métodos de controle de
qualidade de produtos medicinais de cannabis. Diversas técnicas analiticas ja s&o
empregadas em estudos do tipo, mas a CLUE-EMAR/EM se demostrou ser uma

alternativa eficiente de deteccdo e quantificagao dos fitocanabinoides.

A abordagem do DoE forneceu resultados de maneira rapida, eficaz e confiavel,
permitindo a otimizagao de condigdes instrumentais e do protocolo de preparo de
amostra. A utilizacdo da ferramenta apresenta uma alternativa inovadora em estudos
na area de desenvolvimento de métodos na area da cannabis, e é vantajosa por sua

economia em numero de experimentos e eficiéncia.

Por meio do DoE foi possivel otimizar os parametros da fonte de ionizacao de
maneira eficiente, encontrando condi¢gbes que mais se adequavam a analise. O uso
de A9-THC-COOH-Ds como Pl se mostrou ser o mais adequado, uma vez que
promoveu maior precisédo instrumental, conforme os resultados obtidos do CV% de,
na condigao otimizada da fonte de ionizagao, 2%, 2% e 5% para CBD, A9-THC e CBN,

respectivamente.

No protocolo de preparo de amostra as varidveis significativas foram
identificadas e levadas para modelagem, em que a condi¢ao 6tima foi identificada de
forma robusta e representa uma alternativa mais rapida e estatisticamente otimizada

quando comparada a métodos similares na literatura. Por fim, o desempenho analitico
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do método foi avaliado de forma simples apenas pela repetibilidade, recuperacao e
sensibilidade, e apresentaram resultados dentro do requerido para um
desenvolvimento de método de quantificagdo, mas a exploragdo dos parametros

completos de validagao ainda se faz necessaria.
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