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RESUMO
Nos ultimos anos a Cannabis sativa L. passou de uma planta proibida para uma que estd
ganhando aceitagio cultural e legal em muitos paises para uso medicinal e recreativo. A medida
que jurisdi¢des legalizam os produtos a base de cannabis, a variedade e complexidade desses
produtos ultrapassam o material vegetal seco. Embora existam numerosos compostos ativos na
planta, os principais canabinoides de preocupacdo regulatoria e de seguranga sdo A’-
tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol (CBD), A°-4cido tetrahidrocannabinélico-A (THCA-A),
acido canabidiolico (CBDA) e o canabinol (CBN) que pode ser produto da oxidagao do THC.
Recentemente, a Anvisa retirou o CBD da lista de substincias proibidas e o reclassificou para
substancias controladas, além de liberar a fabricacdo e comercializacdo de seus produtos
medicinais. Por isso, métodos apropriados para quantificar os constituintes biologicamente
ativos sdo fundamentais para garantir a seguranca € a conformidade regulatéria e
monitoramento dos produtos destinados ao uso medicinal, como também na apreensdo e
combate ao trafico de drogas. Nesse estudo, foi otimizado e validado um método por LC-
MS/MS para analise simultanea de CBD, CBDA, THC, THCA-A, CBN e 4cido canabindlico
(CBNA) em material vegetal e produtos oleosos a base de cannabis. A separacao
cromatografica foi feita numa coluna Zorbax Eclipse Plus C18, elui¢do isocratica contendo
0,1% de acido formico em acetonitrila e 4gua (85:15). O sistema de espectrometria de massas
foi com ionizagdo por eletrospray (ESI+) e um analisador de massa triplo-quadrupolo
adquirindo os dados no modo de monitoramento de reagcdes multiplas (MRM). Amostras de
plantas secas e moidas (50 mg) foram extraidas com uma solucdo de acetonitrila e metanol
(80:20), homogeneizadas , centrifugadas, filtradas e diluidas. As amostras de oOleo
homogeneizadas (12 mg) foram diluidas, agitadas e filtradas. As dilui¢des foram ajustadas para
a faixa de quantificacdo da curva de calibracao (1,56 a 100 ng/mL) e injetadas no LC-MS/MS
(API 3200, Sciex). O método foi validado utilizando amostra controle de Humulus lupulus para
as amostras de planta e uma mistura de 6leos de girassol, coco e azeite extravirgem como
amostra controle para extratos oleosos. Ambas as matrizes foram fortificadas com os analitos e
padrdes internos (THC-d3, CBD-d3, CBN-d3 ¢ THCA-d3). A linearidade das curvas de
calibragdo em fase movel foi demonstrada com coeficiente de regressao r* > 0,99. Os limites de
quantificagdo (LOQ) de THC variaram entre 0,015% para 6leos e 0,09% para plantas,
cumprindo os requisitos regulamentares para produtos a base de cannabis (< 0,2 % THC). O
método validado foi aplicado com sucesso na analise de 23 6leos de cannabis, 4 amostras de
haxixe e 114 amostras de material vegetal. Todos os dleos e haxixes continham canabinoides
acima do LOQ e muitos tinham altos niveis de THC (méaximo de 60,9%) e CBD (29,8%),
enquanto apenas 15% das amostras tinham teor de THC <0,2%. Nao ha limite legal de THC
para material vegetal, e os teores variaram entre partes das plantas, com as raizes apresentando
menor e as inflorescéncias maior teor. O estudo revelou que os produtos dentro da mesma
categoria podem apresentar variacdes nos perfis e niveis de canabinoides, indicando a
necessidade de quantificacdo de canabinoides em produtos a base de cannabis, dado o atual
cenario regulatério diversificado e em rapida mudanga em todo o mundo.
Palavras-chave: Cannabis sativa L., canabinoides, LC-MS/MS, validagao de método,
tetrahidrocanabinol, canabidiol, canabinol.



ABSTRACT

In recent years, Cannabis sativa L. has transitioned from being a prohibited plant to one that is
gaining cultural and legal acceptance in many countries for both medicinal and recreational use.
As jurisdictions legalize cannabis-based products, the variety and complexity of these products
extend beyond dried plant material. While numerous active compounds exist within the plant,
the primary cannabinoids of regulatory and safety concern are A9-tetrahydrocannabinol (THC),
cannabidiol (CBD), A9-tetrahydrocannabinolic acid-A (THCA-A), cannabidiolic acid
(CBDA), as well as cannabinol (CBN), which can result from THC oxidation. Recently, Anvisa
removed CBD from the list of prohibited substances and reclassified it as controlled substances,
while also allowing the manufacture and commercialization of its medicinal products.
Therefore, appropriate methods for quantifying biologically active constituents are essential to
ensure safety, regulatory compliance, and monitoring of products intended for medicinal use,
as well as for drug seizure and combatting drug trafficking. In this study, an LC-MS/MS method
was optimized and validated for the simultaneous analysis of CBD, CBDA, THC, THCA-A,
CBN, and cannabinolic acid (CBNA) in plant material and oil-based cannabis products.
Chromatographic separation was achieved using a Zorbax Eclipse Plus C18 column with
isocratic elution containing 0.1% formic acid in acetonitrile and water (85:15). The mass
spectrometry system employed electrospray ionization (ESI+), with a triple quadrupole mass
analyzer acquiring data in multiple reaction monitoring (MRM) mode. Dried and ground plant
samples (50 mg) were extracted with an acetonitrile and methanol solution (80:20),
homogenized, centrifuged, filtered, and diluted. Homogenized oil samples (12 mg) were
diluted, agitated, and filtered. Dilutions were adjusted within the calibration curve
quantification range (1,56 to 100 ng/mL) and injected into the LC-MS/MS system (API 3200,
Sciex). The method was validated using a control sample of Humulus lupulus for plant samples
and a mixture of sunflower, coconut, and extra virgin olive oils as control samples for oil
samples. Both matrices were fortified with analytes and internal standards (THC-d3, CBD-d3,
CBN-d3, and THCA-d3). Calibration curve linearity was demonstrated in the mobile phase
with regression coefficients r* > 0.99. The quantification limits (LOQ) for THC ranged from
0,015% for oils to 0,09% for plants, meeting regulatory requirements for cannabis-based
products (< 0.2% THC). The validated method was successfully applied to the analysis of 23
cannabis oils, 4 hashish samples, and 114 plant material samples. All oils and hashish contained
cannabinoids above the LOQ, with many exhibiting high levels of THC (up to 60.9%) and CBD
(29.8%), while only 15% of samples had THC levels <0.2%. There is no legal THC limit for
plant material, and levels varied across plant parts, with roots displaying lower content and
inflorescences higher content. The study revealed that products within the same category can
exhibit variations in cannabinoid profiles and levels, highlighting the need for cannabinoid
quantification in cannabis-based products, given the current diverse and rapidly changing
regulatory landscape worldwide."

Keywords: Cannabis sativa L., cannabinoids, LC-MS/MS, method validation,
tetrahydrocannabinol, cannabidiol, cannabinol.



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt s s s s s s ese s snas 1
II. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ooviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e snenens 3
1. Historia da Cannabis..........cccceiuiiiiiieeiiieeiie ettt etee e e e s be e e s e e esareeesaeeeaaeesnaee e 3
20 A PLANTA ..ttt sttt e b et st e et 4
3. Compostos qUImICOs da CANNADIS ........ccueeriieriieriiieiiieeie ettt e e ere e e esereeeeeeene e 5
4. CaANADINOIACS. ....eeutieiiieiie ettt ettt ettt et e at e et e bt e et e e s bt e et e beeebeenaeeens 6
5. QUIMIOTIPOS. .eeneteeutieiie ettt et et e et e et e et e e bt e e bt e bt e eabe e st e eabeeseeeabeenbeeenbeeseesnseenseasnseenseans 9
6. Diferengas entre cAnhamo € MACONNA..........cc.eiiiiiiiiiiiiiiiec e 11
7. Uso econdmico da CANNADIS ......cecuerieriiriiniieiieieeiiet ettt st eeesaeens 14
8. Uso recreativo da CanNADIS. ........cevuiiieriieiieieeiieieete ettt st eiee e enne e 16
9. Aplicagdes médicas da cannabis e o sistema endocanabinoide............ccceevevveeriieenreeenee. 18
10. Regulac@o da cannabis.........ccouieiieiiiiiiieiie ettt et et 20
11. Regulagdo da cannabis N0 Brasil............ccoeoiiiiiieiiiiiiiniieiee e 22
12. Técnicas de andlises de canabinoides...........ccevverueriiirienieiiiiiecee e 24
L3 LIC-MS/MS ...ttt et ettt et e st e st e e n e s st e seeneeeatenseentesneenseenee e 25
14. Canabinoides em cannabis € SeUS ProdULOS. ........cc.eveevieriirieiienieneeienieneeee e 27
III. OBJETIVOS. ...ttt ettt et sb ettt b et et esaeeaeeanens 30
IV.  MATERIAIS E METODOS.......cotiiuiimriirinneeesesisessssessssessessssesesessssssssssssssssssesssneens 31
Lo SOLIVENEES. ..ttt ettt et b e et be e ettt e it e e bt e s et e et e saneenee 31
2. Padroes analitiCOS.......cccuiieuiiieiie et eeiee et et e et e et e e et eeeae e e e e e e erae e e baeesraeesnaeeenanaeenns 31
3. AIMOSITAS ..ottt ettt ettt et h e et sa e e bt et e bt st e e bt e et e nbeenanean 31
4. Preparacao da curva de Calibragao.........c.ceoeeriieriieiiiiiiiecie ettt 33
5. Preparagao de amOSIIaAS. .......eeicuiieeiiieeiieeeiee e et et eeetee e st e e e saeestaeeetaeeeaaeeenaeeeneeennneeens 34
6. CondigOes ANALTTICAS. ... .cccuveeieriiieitieeeiieeeteeeetee et e et e e e steeestbeeebaeeeaeeestaeeesbeeessseeensseeennes 37
7. Validagao dO MELOA0........coiiuiiiiiiieeiie ettt et e eraeeearee s 38
V. RESULTADOS. ...ttt ettt ettt sttt st ae ettt e st ebesnaesaeenaeas 40
1. Validagao do método UPLC-MS/MS........uii et e 40
2. Validagao do MELOAO ......ooeiiuiiiiieeiieee e et 42
3. Andlise das amostras e 6leo e material vegetal...........occeeviieiiiiniiniiiieee e, 51
VL DISCUSSAO. ...ttt 58
VIL. CONCLUSAD. .....oiiiitieeieiitie ettt 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......oouuiimiiieiieeieeieeiee st 61



I INTRODUCAO

A historia da Cannabis sativa L. (cannabis) no Brasil teve inicio no momento da
descoberta do pais. As velas e cordomes das primeiras caravelas eram produzidas com fibras
de cannabise posteriormente passou a ser cultivada entre indios e negros escravos. Séculos mais
tarde, a planta foi considerada um excelente medicamento contra varios males apos sua
popularizagdo entre médicos ingleses do exército imperial na India e intelectuais franceses. A
criminalizagdo da cannabis no mundo iniciou-se em 1924 com a II Conferéncia Internacional
do Opio (CARLINI, 2006) e atualmente ¢ a droga mais consumida no mundo, com prevaléncia
cerca de cinco vezes superior a do consumo de outras drogas (EMCDDA, 2021).

No Brasil, a repressao a producao e ao trafico ilicito de substancias entorpecentes esta
normatizada pela Lei n°® 11.343/2006. Esta Lei institui o Sistema Nacional de Politicas Publicas
sobre Drogas (Sisnad) que, de acordo com as alteragdes provocadas pela lei n° 13.840/2019,
atua em articulagdo com Sistema Unico de Satide (SUS) e com o Sistema Unico de Assisténcia
Social (SUAS) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2019).

Virios estudos foram conduzidos no intuito de informar sobre o risco do uso recreativo
de cannabis e também evidéncias do seu uso no tratamento de diversas condi¢des patologicas
(CARVALHO; BRITO; GANDRA, 2017). Diante do cenério da alta demanda por tratamento
de pacientes portadores de enfermidades neuroldgicas graves, principalmente epilepsia
refrataria, e com o intuito de fornecer a populag¢ao produtos seguros ¢ de qualidade a base de
substancias derivadas de cannabis, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
publicou a RDC n° 327, de 9 de dezembro de 2019. Essa resolugdo dispde sobre os
procedimentos para a concessdo da Autorizacdo Sanitdria para a fabricagdo e a importacao,
além de estabelecer requisitos para a comercializagdo ¢ a fiscalizagdo de produtos de cannabis
para fins medicinais (BRASIL, 2019).

Nos ultimos anos, ocorreram avangos no cultivo de plantas de cannabis e na producao
de produtos relacionados, e mudangas na legislacdo em alguns paises tiveram impacto na
dinamica do cultivo, producdo e mercado de cannabis e produtos relacionados. Como resultado
desses fatores, ha agora uma grande variedade de cannabis disponivel nos mercados, com teores
variados de tetrahidrocanabinol (THC), o principal componente psicoativo da planta, e de uma
ampla variedade de produtos contendo canabidiol (CBD) para fins terapéuticos. No entanto, a
presenga no mercado de produtos de cannabis adulterados com canabinoides sintéticos

altamente potentes tem gerado grande preocupagdo (EMCDDA, 2021).



No ambito pericial, os métodos para identificacdo de canabinoides em materiais
apreendidos sdo os testes quimicos rapidos - presuntivos (Fast Corinth V salt, Fast Blue B salt
e Rapid Duquenois), e os métodos cromatograficos qualitativos, que confirmam a presenca
(VALENTE et al., 2006; UNODC, 2009). Mais recentemente, tem havido a necessidade de
quantificar os niveis de THC para avaliar a conformidade com a regulamentagdo nacional dos
produtos (< 0,2 % THC) e identificar outros canabinoides presentes, o que exige técnicas
analiticas reprodutiveis e sensiveis (UNODC, 2022).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)
incorpora a confirmacdo da identidade das substincia em andlise,0 que nem sempre possui a
seletividade adequada em métodos cromatograficos com detectores tradicionais, como UV-Vis
. Apesar de ainda nao ser amplamente utilizada para analises de rotina de canabinoides em
laboratdrios forenses, seu uso ¢ importante para gerar consisténcia e confiabilidade nos
resultados, e a0 aumento da confianca dos consumidores e reguladores do mercado de cannabis
(MCRAE; MELANSON, 2020). Nesse sentido, este estudo tem como objetivo otimizar e
validar um método analitico utilizando LC-MS/MS e quantificar os niveis de canabinoides em

material vegetal e produtos a base de cannabis.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Historia da Cannabis

A historia da Cannabis sativa L. é complexa e multifacetada. Embora a planta tenha
sido usada por milhares de anos para diversos fins, sua proibicdo no século XX levou a
controvérsias e debates acalorados. A cannabis foi uma das primeiras plantas domesticadas na
historia da humanidade, e sua utilizagdo remonta hd mais de 10 mil anos, usada para uma
variedade de fins, incluindo produgio de téxteis e alimentos (REN et al., 2021). Apos a Ultima
Era do Gelo, as sementes de cannabis seguiram a migragao de povos ndmades e foram trocadas
comercialmente entre diferentes grupos, contribuindo com sua propagacao pelo planeta,
estabelecendo uma simbiose mutuamente benéfica (CROCQ, 2020).

Na época do Império Romano, a cannabis era usada medicinalmente para tratar a dor e
inflamagdo. O filésofo Plinio, O Velho, mencionou as propriedades analgésicas e
antiinflamatérias do cha feito a partir da raiz da planta, mas ndo mencionou seus efeitos
psicoativos. Outro escritor da época, Dioscorides, também mencionou os efeitos
antiinflamatérios da cannabis, mas observou que o uso excessivo poderia reduzir o desejo
sexual. Galeno, por sua vez, escreveu sobre as sobremesas feitas com a planta que eram servidas
em reunides sociais na Italia, e observou que as sementes causavam uma sensagao de calor,
podendo afetar a cabega se consumidas em grandes quantidades (CROCQ, 2020).

O termo cannabis tem a mesma origem etioldgica na maioria dos idiomas. Hemp em
inglés e Hanf'em alemao sao etimologicamente cognatos do grego xavvapig, do latim cannabis,
do italiano canapa e do russo konoplja. Os idiomas ndo indo-europeias também utilizam
palavras etimologicamente cognatas, como qunnab em arabe, uma lingua semitica, kendir em
turco e kanap'is em georgiano, uma lingua caucasiana (CROCQ, 2020).

A disseminagio global da cannabis terminou quando a planta alcangou a Africa e,
finalmente, a América. A Espanha introduziu o cultivo de cannabis no Chile central, na primeira
década apos a colonizagdo e Louis Hébert foi o primeiro colonizador a cultivar a planta em
1606 no Canada (CROCQ, 2020). A introducdo da cannabis no Brasil se deu a partir de 1549,
quando os escravos a trouxeram, sendo conhecida como Fumo-de-Angola. Com o passar dos
anos, o uso da planta se disseminou rapidamente, mas ficou restrito aos menos favorecidos,
como os indios e escravos, que comecaram a cultiva-la para uso proprio. Séculos mais tarde, a
cannabis tornou-se popularizada devido aos seus efeitos medicinais, que foram constatados e

divulgados por intelectuais franceses e ingleses. Na década de 1930, a planta ja era citada em



compéndios médicos e catdlogos de produtos farmacéuticos. No entanto, foi nessa mesma

década que comegou a repressao do uso da cannabis no Brasil e no mundo (CARLINI, 2006).

2. A Planta
A Cannabis sativa L. (Linnaeus), membro da familia Cannabaceae junto com o género

Humulus (Iapulo), ¢ uma planta herbacea anual. Ela ¢ dioica, raramente monoica, anemofila e
possui caules eretos que podem atingir até 5 metros, dependendo das condi¢des ambientais e
variabilidade genética (GLOSS, 2015; ELSOHLY et al., 2017; MICALIZZI et al., 2021). E
uma planta monoespecifica (Cannabis sativa L.), dividida em varias subespécies (C. sativa
subsp. sativa, C. sativa subsp. indica, C. sativa subsp. ruderalis, C. sativa subsp. spontanea, C.
sativa subsp. kafiristanca) (UNODC, 2009). A cannabis ¢ naturalmente propagada a partir de
sementes e cresce melhor em solos bem protegidos e com boa retengdo de agua (UNODC,
2022). A extensdao da ramificacdo, e a altura da planta, depende de fatores ambientais e
hereditarios, bem como do método de cultivo (UNODC, 2022).

Estudos filogenéticos e de homologia de sequéncias de DNA extraido de amostras
arqueobotinicas e modernas indicam que a espécie vegetal ¢ originaria da Asia central e foi
introduzida na Europa como planta cultivada ¢ domesticada durante a idade do Bronze
(MUKHERIJEE et al.,2008; MCPARTLAND; GUY; HEGMAN, 2018). As subespécies sativa,
indica e ruderalis (Figura 1) se adaptaram a diferentes regides do mundo e diferenciam-se em

relacdo aos niveis de canabinoides que possuem (MCPARTLAND, 2018).

“Sativa”

“Ruderalis”
%
Figura 1: Taxonomia vernacular da

cannabis, mostrando a imagem de um tricoma pedunculares capitados. Fonte: McPartland, 2018; UNODC, 2022,
modificado

As subespécies sativa e indica sao amplamente difundidas e economicamente mais

importantes. Em comparagdo com a sativa, que pode chegar a 3,5 metros de altura, as plantas
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da variedade indica sdo geralmente mais baixas (cerca de 1,8 metros) e t€m um aspecto mais
arbustivo, com folhas verdes largas e escuras que amadurecem mais cedo quando cultivadas ao
ar livre. J& a subespécie ruderalis ¢ cultivada principalmente nas regides do norte dos Himalaias
e dos estados do sul da antiga Unido Soviética, sendo conhecida por sua resisténcia e
crescimento esparso. Essa variedade ¢ raramente cultivada por causa de seu baixo teor de
substancias psicoativas (ELSOHLY et al., 2017).

A Cannabis sativa L. apresenta caracteristicas morfologicas distintas e pode ser
identificada pela presenga de tricomas, que sdo estruturas microscopicas presentes na superficie
da planta, semelhantes a pelos (UNODC, 2022). Embora a fun¢do dos tricomas ndo seja
totalmente clara, acredita-se que uma de suas finalidades seja capturar insetos que tentam se
alimentar da planta (GLOSS, 2015).

Existem dois tipos principais de tricomas: nao glandulares e glandulares. Os tricomas
ndo glandulares apresentam trés formas diferentes: "em forma de garra", na superficie superior
da folha; finos e longos na superficie inferior da folha e outras partes vegetais; e finos e curtos
em outras partes da planta (UNODC, 2022). Os tricomas glandulares povoam a maior parte das
superficies aéreas das plantas, mas sdo mais densamente observadas nas inflorescéncias
femininas que produzem a resina. Eles apresentam trés tipos diferentes: bulbosos, sésseis
capitados e peduncular capitados. Os pedunculares capitados (Figura 1) produzem a maior
quantidade de resina e sdo encontrados em maior nimero nas bracteas das flores femininas

(UNODC, 2022).

3. Compostos quimicos da cannabis

A cannabis contém mais de 400 compostos, e tem sido descrita como a ‘planta das mil
e uma moléculas’ (ANDRE, HAUSMAN, GUERRIERO, 2016). Os compostos que apresentam
a estrutura terpenofenoélica tipica C21 ou C22 sdo conhecidos como canabinoides € possuem
derivados e produtos transformados que também sao considerados canabinoides. Mais de 120
canabinoides ja foram isolados, os quais podem ser agrupados em 11 tipos gerais: (-)-A’-trans-
tetrahidrocanabinol (A>-THC, ou THC), (-)-A’-trans-tetrahidrocanabinol (A%-THC),
canabigerol (CBG), canabicromeno (CBC), canabidiol (CBD), canabinodiol (CBND),
canabielsol (CBE), canabiciclol (CBL), canabinol (CBN), canabitriol (CBT) e um grupo de
canabinoides diversos (Figura 2). Os compostos de uma mesma classe geralmente diferem

quanto ao numero de carbonos da cadeia lateral, que pode variar de 1 a 5 carbonos, e também



podem diferir na posi¢ao dos radicais presentes na estrutura basica da classe (ASHTON, 2001;
ELSOHLY et al., 2017).

Todas as subespécies da cannabis sdo ricas em compostos fitoquimicos bioativos, mas
com composicao fitoquimica variada. A subespécie sativa e indica sdo mais economicamente
importantes e amplamente distribuidas, enquanto a variedade ruderalis ¢ caracterizada por um
crescimento mais ralo e "daninho" e raramente ¢ cultivada por ter um nivel baixo de CBD e
THC quando comparado com as outras duas (GLOSS, 2015; ELSOHLY et al., 2017; UBEED
et al., 2022). A variedade sativa tende a ter teores mais elevados de THC e menores de CBD
em comparacdo com a indica. Ela ¢ encontrada em todo o mundo e compreende a maioria das
variedades de drogas equatoriais, como as colombianas, mexicanas, nigerianas e sul-africanas

(THOMAS; ELSOHLY, 2016).

4. Canabinoides

Os canabinoides sao uma classe de compostos quimicamente semelhantes que podem
ser derivados de plantas, sintetizados artificialmente ou produzidos pelo corpo humano
(conhecidos como endocanabinoides). Os primeiros compostos canabinoides foram
identificados em plantas da espécie Cannabis sativa, e por isso, foram nomeados como
fitocanabinoides. No entanto, atualmente sabe-se que outras espécies de plantas e fungos
também possuem a capacidade de produzir certos tipos de fitocanabinoides, embora em

quantidades menores (Figura 2) (GULCK; M@LLER, 2020).



Figura 2: Tlustracdo das caracteristicas estruturais dos canabinoides encontrados em diferentes espécies vegetais.
Fonte: Giilck e Moller (2020)

As pesquisas sobre a cannabis comecaram no inicio do século XIX, mas o primeiro
progresso foi alcangado apenas no inicio da década de 1940 por Alexander Todd na Inglaterra
e Roger Adams nos Estados Unidos, que isolaram independentemente o CBN e o CBD
(MECHOULAM, FRIDE, DI MARZO, 1998). Em 1964, Gaoni e Mechoulam abriram o
caminho para os estudos dos canabinoides apds isolar e caracterizar pela primeira vez, o A°-
THC (MECHOULAM, GAONI, 1965).

Os principais canabindides que constituem a cannabis sdo o THC, o CBD e o CBC,
sendo o THC e o CBD os mais amplamente pesquisados. Na biomassa fresca, cerca de 95% do
THC, CBD e CBC se encontram em suas respectivas formas 4acidas: 4cido
tetrahidrocanabinolico (THCA), 4cido canabididlico (CBDA) e 4cido canabicroménico
(CBCA). Essas substancias sdo formadas pela catdlise enzimatica do acido canabigerolico
(CBGA) usando as respectivas enzimas: dcido A’-tetrahidrocanabinélica sintase (A9-THCAS),
acido canabididlica sintase (CBDAS) e acido canabicroménica sintase (CBCAS) (Figura 3).
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Essas enzimas sdo as primeiras sintases de canabindides a serem estudadas e alvos
potencialmente atrativos para diversas aplicagdes biotecnologicas, pois produzem os
precursores diretos de canabinodides farmacologicamente ativos que sdo formados pela
descarboxila¢do induzida pela luz/calor (TAURA et al., 2007; THOMAS; ELSOHLY, 2016;
ROTTI et al., 2019, TAHIR et al.,2021).

OH O CBCA OH ? Conversiio niio enzimética o
Sintase (-COy) P
» # A OH . ~
o o

Acido canabigerélico (CBGA) Acido canabicromeno (CBCA) Canabicromeno (CBC)

THCA CBDA
Sintase Sinlase
CH,

CBNA d9-THCA CBDA

Conversdo nio enzimatica Conversiio nio enzimatica Conversdo nio enzimatica
(-COy) (-CO2) (-COy)
CHs CHg

0,05% HCI

LtOH
-

d8-THC

Figura 3: Biossintese de canabinoides. Fonte: Tahir ef al. (2021), modificado

O CBDA e THCA sao precursores sem agao psicoativa que sofrem descarboxilacao
parcial ou completa da forma 4cida para a neutra (THCA — THC, CBDA— CBD) durante a
secagem, armazenamento e processamento térmico (LANZ et al., 2016; ZUK-
GOLASZEWSKA, GOLASZEWSKI, 2018). O A’>-THCA e A°-THC oxidam facilmente para
CBNA e CBN, respectivamente, na presenga de oxigénio e luz durante a descarboxilagdo
térmica ou até mesmo com o envelhecimento (CITTI et al., 2017; CARVALHO et al., 2020;
UNODC, 2022). Da mesma forma, durante o armazenamento ou descarboxilagdo, A’~-THC
também pode se converter para um isdmero conhecido como A%-THC, que é um artefato do

processo de envelhecimento (PELLATI et al., 2018, TAHIR et al.,2021). O A® -THC pode estar
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presente em alguns produtos a base de cannabis, apesar de ser um isomero do THC que ocorre
naturalmente em menor quantidade (UNODC, 2022). O conteudo de A-THC e CBNA ¢
tipicamente baixo a ndo detectado em amostras de inflorescéncia de cannabis (SARMA et al.,
2020).

Deve-se levar em consideragdo a possibilidade de conversio do CBD para A’-THC em
condi¢des acidas durante a analise (UNODC, 2022). Anteriormente, acreditava-se que o THCA
era gerado a partir do CBDA por meio de um processo de ciclizagdo. Essa teoria foi respaldada
por Gaoni e Mechoulam, que conduziram um experimento em que o CBD foi fervido em etanol
contendo 0,05% de 4cido cloridrico (HCI) por duas horas, resultando em uma mistura de THC
e material inicial (GAONI ;MECHOULAM, 1965). No entanto, ¢ importante salientar que as
condigdes reacionais desse processo diferem das encontradas durante a biossintese natural nas
plantas. Ainda ndo foi detectada a presenca da isomerase, responsavel pela conversdo do CBDA
em THCA em ensaios enzimaticos utilizando extratos de enzimas brutas da cannabis (TAHIR
etal., 2021).

A maconha ¢ composta por folhas secas, flores, caules e sementes das subespécies sativa
ou indica, que contém 5-20% de THC (HSU et al., 2021). Por outro lado, o haxixe ¢ outra forma
comum, consistindo em partes resinosas da planta que sdo moldadas em diferentes formatos. O
6leo de haxixe ¢ um extrato concentrado de cannabis, geralmente encontrado na forma liquida
ou semissolida. Durante o armazenamento desses produtos, tanto o haxixe quanto o 6leo de
haxixe, ocorre um aumento na concentragdo de CBN, enquanto a concentracdo de A9-THC

diminui, embora em taxas diferentes (ELSOHLY; SLADE, 2005).

5. Quimiotipos

De acordo com Salamone et al. (2022), o crescente interesse publico na cannabis,
juntamente com a impressionante variabilidade de caracteristicas quimiotipicas, inspirou a
divisdo da cannabis em grupos (ou quimiotipos) reconhecidos dentro do género, baseados em
diferentes concentragdes de canabinoides principais, incluindo A°-THC, CBD e CBG. Com
base no perfil de canabinoides, ¢ possivel distinguir a cannabis sativa (fibra) e (droga)
(SALENTIJN et al., 2015). Nao existe ainda um consenso sobre a classificagdo dos quimiotipos
da Cannabis sativa (SALENTIIN et al., 2015), e alguns autores propdem trés quimiotipos
(Tabela 1). O Quimiotipo (I) que abrange as plantas com alto teor de THC; (II) cannabis
medicinal com um contetido de THC:CBD de 1:1; (III) tipo fibra que engloba a cannabis que



possui 0 CBD como constituinte predominante e um teor de THC que varia de 0,2 a 0,6% (VAN
BAKEL et al.,2011; SALENTIIN et al.,2015; SAWLER et al., 2015; WEIBLEN et al., 2015).

Nas plantas do quimiotipo (IV), o CBG, precursor dos canabinoides, ¢ o principal
canabinoide encontrado. As plantas do tipo (V) sdo em grande parte desprovidas de
canabinoides devido a um bloqueio na via metabdlica (PACIFICO et al.,2007; SALENTIJN et
al., 2015; AIZPURUA-OLAIZOLA et al.,2016). O quimiotipo (VI) é encontrado em plantas
com um fendtipo morfologico especifico, com caracteristica juvenil prolongada, ou seja,
produzem canabicromeno (CBC) em plantas jovens que declina com a maturagao da planta. Os
fatores genéticos que controlam essa caracteristica sdo independentes do 16cus que codifica as
enzimas A’ -THCS e CBDS (MEIJER, HAMMOND, SUTTON, 2009; SALENTIJN et al.,
2015).

Tabela 1: Quimiotipos da Cannabis sativa. Fonte: Meijer, Hammond, Sutton (2009); Salentijn
et al. (2015); Salamone ef al. (2022)

Quimiotipo Principais canabinoides Classificagao

I Plantas do tipo droga (narcoético) com alto conteido do|Planta tipo droga
psicotropico A’-THC
II Cannabis medicinal com A°>~-THC/CBD 1:1 Tipo de fibra

III Cannabiscom CBD como predominante e um contetido[Tipo de fibra

minimo de A’-THC (de 0,2% p/p a 0,6% p/p)

v Cannabiscom CBG como canabinoide predominante Tipo de fibra
A% Cannabis com baixa concentrag¢do de canabinoides Tipo de fibra
VI CannabisCBC com caracteristica juvenil prolongada Tipo de fibra

Trofin et al. (2012) propde uma outra classificacdo Cannabis sativa: o tipo droga, com
concentracdo de A’-THC variando de 2%-8%, o tipo intermediario com mais de 0,5% de A°-
THC e; o tipo fibra, com concentragdes altas de CBD e até 0,3 % de A’-THC.

No estudo de Aizpurua-Olaizola et al. (2016) as plantas de diferentes quimiotipos foram
claramente diferenciadas pelo conteido de terpenos e terpenos caracteristicos de cada
quimiotipo foram identificados. Embora ndo exista um acordo geral sobre a definicdo dos
quimiotipos, a relagdo entre THC e CBD tem sido vista como uma informagao crucial para a

identificagdo dos efeitos farmacologicos e toxicoldgicos da cannabis (SARMA et al., 2020).
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Segundo Pacifico et al. (2007), a classificagdo do quimiotipo de uma planta de cannabis
requer uma andlise no final do ciclo de crescimento, durante a fase de florag@o. Isso implica
que classificar as plantas como "droga" ou "fibra" precocemente com base em caracteristicas
morfoldgicas pode levar a erros. Além disso, a concentracdo de canabinoides e terpenos varia
durante todo o ciclo de vida da planta de cannabis, com diferentes quimiotipos apresentando
padroes distintos de evolugdo. Assim, a selecdo de genotipos especificos pode ser uma
estratégia eficaz para otimizar a produgdo de canabinoides e terpenos para uso medicinal e

recreativo (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016).

6. Diferencas entre cinhamo e maconha

A variedade da planta da Cannabis sativa cultivada para uso industrial ¢ denominada
hemp (canhamo ou fibra). Essa variedade pode ser transformada em diversos produtos
comerciais, como tecidos, alimentos, papel, ragdo, biocombustivel, cordas e roupas. Esses
produtos geralmente possuem um teor psicoativo de THC até 0,3%, mas esse teor de legalidade
do canhamo varia consideravelmente entre os paises (UNODC, 2022). A maconha pode ser
encontrada de varias formas no mercado ilicito, incluindo flor seca, processada como blocos
compactados, ou como material triturado, que podem conter outras partes da planta, e varia
amplamente de regido para regido (UNODC, 2022).

Para superar as questdes taxondmicas e fornecer uma linguagem comum, governos €
autoridades regulatdrias estabeleceram um limite legal de THC para permitir a distingdo entre
cannabis cultivadas para produgdo de fibras ou para outros fins (maconha), ou seja, do tipo nao
droga e droga (FIORINI et al., 2019; MICALIZZI et al., 2021). E considerado fibra a planta de
cannabis contendo até 0,3% de THC e planta contendo acima deste teor em peso seco €
considerado maconha (BARCACCIA et al., 2020). Sawler et al. (2015) caracterizaram a
estrutura genética do género Cannabis, revelando diferengas genéticas entre canhamo e
maconha, que nao se limita apenas aos genes envolvidos na biosintese de THC, embora este
seja um importante marcador genético para distingui-los.

O teor de THC dos diferentes produtos de cannabis (erva, resina e 6leo) ¢ o resultado da
propor¢do das diferentes partes da planta (Tabela 2) usadas em sua produ¢do. Em 1995, a
poténcia média da cannabis era de aproximadamente 4% de THC, que aumentou ao longo dos

anos (ELSOHLY et al., 2016, UNODC, 2022).
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Tabela 2: Teor de THC em diferentes partes da planta da cannabis estimado pela UNODC
(2022)

Partes da planta Teor total de THC (%)
Flores 10-12
Folhas 1-2
Talos 0,1-0,3
Raizes <0,03

O aumento da poténcia da cannabis pode estar relacionado a mudancgas na genética das
plantas e nas praticas de cultivo, bem como ao aumento da demanda por produtos de cannabis
mais potentes, como "skunk" (um hibrido dito ser 75% sativa e 25% indica). Estes sdo
produzidos por meio de condi¢des de cultivo otimizadas que pode gerar cannabis com teor total
de THC variando de 10% a 25%, resina de cannabis com 25% de THC e 6leo de cannabis com
60% de THC (ELSOHLY et al., 2016; UNODC, 2022). A técnica moderna de cultivo seletivo
utiliza clonagem ou reprodu¢do assexuada para controlar a genética das plantas e seus perfis
canabinoides, incluindo o THC e o CBD (UNODC, 2022). A porcentagem de THC na planta
subiu em média cerca de 4% para 16% nos Estados Unidos no periodo de 1995-2019, e de
cerca de 6% para 11% em Europa no periodo 2002-2019 (UNODC, 2021).

Segundo a agéncia de saude canadense (Health Canada, 2023) a maioria dos produtos

a base de cannabis sdo feitos usando as flores e folhas da planta, levando a uma variedade de

teores de THC (Tabela 3).

Tabela 3: Principais formas de cannabis e as poténcias tipicas do THC. Fonte: Health Canada
(2023)

Forma Descricao Teor de THC
Material de ervas frescas Flores e folhas da planta de cannabis até 30%
ou secas

Oleo de maconha Extrato de cannabis dissolvido em 6leo. Pode ser até 3%

usado para fazer outras formas (por exemplo,

comestiveis).
Extratos quimicamente Extrato de cannabis altamente concentrado até 90%
concentrados (por dissolvido em solvente a base de petréleo (por
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Forma Descricao Teor de THC

exemplo, 6leo de exemplo, butano). Shatter, Budder e cera
haxixe/budder/cera) altamente concentrados.

Extratos fisicamente Tricomas soltos ou resina prensada da planta de até 60%
concentrados (por cannabis.

exemplo, haxixe/kief)

Comestiveis Alimentos e bebidas contendo extratos de Depende da
cannabis quantidade de
extrato
adicionado
Tinturas/sprays Extrato de cannabis dissolvido em um solvente, Varia

geralmente alcool. Pode ser usado para fazer

outros produtos (por exemplo, comestiveis).

Cremes/pomadas/ balsamo |Preparacdo de extrato de cannabis preparada com Varia

alcool, 6leo ou cera e aplicada na pele.

Um estudo realizado na Sui¢a (SGRM, 2022) revelou que aproximadamente dois tergos
das apreensdes de cannabis herbacea continham niveis de THC entre 3% e 13% e entre as
apreensoes de resina, dois ter¢cos tinham teores que variavam de 8% a 18%, dependendo do
cultivo e do método de produgao. O uso de resina e/ou flores pode resultar em 6leo de cannabis
com teor de THC de até 90%. A Figura 4 apresenta a média do teor de THC (%) nas apreensdes
de cannabis em diferentes formas de apresentacdo durante o periodo de 2005 a 2022 na Suica.
Ao longo dos anos, o teor de THC na planta, com e sem flores, permaneceu praticamente
constante, enquanto a maconha e o haxixe apresentaram um aumento, atingindo teores médios
maximos de 13,2% e 23,9%, respectivamente, em 2022. O 6leo de haxixe ndo seguiu um padrao
de aumento ao longo dos anos e apresentou um teor médio maximo de 45,7% em 2016
(SGRM,2022).

Para fins de classificagdo, "total de THC" e "total de CBD" pode ser definido como a
quantidade de THC ou CBD que leva em conta o potencial de THCA e CBDA para se converter

quantitativamente em THC e CBD sem degradacdo adicional, usando as seguintes formulas.
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Essas formulas representam a perda de massa devido a descarboxilagdo de THCA ou
CBDA. O THC e o THCA referem-se especificamente ao isdmero A’-THC (SARMA et al.,
2020).

Total THC= THC + 0.877 x THCA
Total CBD= CBD+ 0.877x CBDA
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Figura 4: Total de TH

7. Uso econdmico da cannabis

A cannabis ¢ uma planta versatil que em pouco tempo pode fornecer alta quantidade de
biomassa, ¢ sua forma domesticada ¢ amplamente difundida e cultivada ndo s6 nos paises
asiaticos, mas também no Estados Unidos (EUA), Canad4, Europa e Africa. E multifuncional,
sustentavel e de baixo impacto ambiental que pode ser util para varios campos de aplicagdo
(ANDRE; HAUSMAN; GUERRIERO, 2016; IRAKLI et al., 2019).

Tradicionalmente, as plantas de cannabis eram cultivadas para a producao de fibras
téxteis e cordas, e as sementes eram usadas principalmente como ragdo animal. O cultivo
diminuiu devido ao uso de fibras sintéticas e do uso da planta para produgdo de drogas. Somente
nas ultimas duas décadas, houve uma reintrodu¢do do cultivo exclusivamente para fins
industriais (FARINON et al., 2020).

O canhamo ¢ cultivado para uso na producao de uma ampla variedade de produtos

(Figura 5), incluindo alimentos e bebidas, produtos de cuidados pessoais, suplementos
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nutricionais, tecidos e téxteis, papel e outros bens manufaturados O caule ¢ usado como fonte
de madeira e fibra que sdo empregados em industrias de construgdo e automotiva, enquanto as
sementes sao ricas em componentes nutricionais e sao considerados nutracéuticos. As folhas e
flores sdo fontes de componentes bioativos que, além dos efeitos psicoticos, apresentam
propriedades farmacoldgicas (ANDRE; HAUSMAN; GUERRIERO, 2016; CRF, 2018;
IRAKLI et al., 2019; FARINON et al., 2020).

Devido a necessidade de reduzir o uso de produtos intensivos em carbono e
combustiveis fosseis, os europeus estdo explorando oportunidades para expandir o emprego do
canhamo. Nesse sentido, a Comissdo da Unido Europeia (UE) reconhece que o cultivo dessa

variedade da cannabis contribui para os objetivos do Pacto Ecolégico Europeu (USDA, 2022).

Semente descascada (ou sem casca):

racio animal e alimento Semente inteira’
de cinhamo:
alimento e ragdo animal

Cosméticos:

Flores Oleos essenciais

1

Farmacéuticos:

Oleo de semente de cinhamo: '
THC & CBD

alimento, ragdo animal, -
cosméticos
-
Farinha de semente de L
cinhamo: | )
alimento e ragiio animal

]
Cama para animais I .
Construcio:
Material isolante .
(hemperete)

Fibras:

papel e téxteis

téxteis

Raizes:
Fito-remediacdo de Raizes e
Revitalizagio do Solo

Figura 5: As diversas aplicagdes da cannabis (modificado). Fonte: Farinon et al. (2020)

O cultivo de canhamo oferece diversos beneficios ambientais, como o armazenamento
de carbono, a prevencao da erosdo do solo e o aumento da biodiversidade. De acordo com a
Comissao Europeia, o canhamo tem uma alta capacidade de sequestro de carbono, sendo capaz
de armazenar de 9 a 15 toneladas de CO2 por hectare em um curto periodo. Além disso, as
folhas densas do canhamo protegem o solo, reduzindo a perda de 4gua e evitando a erosdo. Sua

floragao abundante também contribui para a polinizacdo de outras culturas (USDA, 2022).
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Outra vantagem do cultivo de canhamo ¢ a pouca necessidade de pesticidas, devido a
sua baixa suscetibilidade a pragas. Além disso, o rdpido crescimento € o sombreamento
proporcionado pelo canhamo ajudam a inibir o crescimento de ervas daninhas, quebrando os
ciclos de doencas em rotacdes de culturas. Esses beneficios ambientais ¢ a versatilidade do
canhamo em aplicacdes industriais e alimenticias tém impulsionado o aumento de sua produ¢ao
na Unido Europeia (USDA, 2022).

Entre os paises da UE, a Franga ¢ a maior produtora de canhamo, responsavel por mais
de 70% da produgdo no continente, seguido da Holanda (10%) e Austria (4%). A Franca
também lidera em termos de area agricola dedicada ao cultivo de canhamo, com quase 18.000
hectares, seguida pela Italia, Holanda e Estonia (EIHA, 2018; USDA, 2022). Inicialmente
usadas como suplemento alimentar para animais, sementes de canmhamo tém sido exploradas
no campo da tecnologia alimentar para melhorar a qualidade nutricional dos alimentos. para

consumo humano, como produtos de panificagdo (FARINON et al., 2020).

8. Uso recreativo da cannabis

No mercado ilegal, hd uma variedade de preparagdes de cannabis disponiveis, como
maconha, sinsemilla e ditchweed. Sinsemilla ¢ uma variedade feminizada da cannabis sem
sementes, o que resulta em flores mais potentes, € o ditchweed uma variedade selvagem com
baixa concentracao de substancias psicoativas. Além do haxixe e 6leo de haxixe, flores e resinas
sdo frequentemente associadas ao tabaco quando utilizado em um cigarro chamado blunt.
(ELSOHLY et al.,2016; UNODC, 2021). Na India, Bangladesh e outros paises da regido, existe
uma bebida tradicional chamada bhang, feita com folhas e flores frescas da planta de cannabis
moidas em pasta e combinadas com leite, especiarias, agucar e as vezes frutas secas. Essa bebida
¢ especialmente popular durante o festival religioso de Holi (ELSOHLY et al., 2016).

Nao se sabe com precisdo quando a cannabis passou a ser empregada especificamente
como substancia psicoativa (uso religioso, medicinal, recreativo), mas ha registros da altera¢ao
emocional e comportamental causada pela queima tradicional dessa planta pelos citas (povo
ndmade iraniano das estepes pontico-caspias). Em 440 aC, Herodoto descreve como esses
povos preparavam pequenas camaras hermeticamente fechadas com cobertores de feltro, e
rastejando sob os cobertores, langavam as sementes de canhamo sobre pedras incandescentes e
ficavam encantados com a fumaca perfumada (HERODOTUS, 2009).

Ao contrério de outras drogas a base de plantas, para as quais o cultivo e producado estido

concentradas em apenas alguns paises, a cannabis ¢ produzida em quase todos os paises do
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mundo. No periodo de 2010 a 2019, o cultivo da cannabis foi relatado ao UNODC por meio de
indicadores diretos (como o cultivo ou erradicagdo de plantas) ou indicadores indiretos (como
a apreensao) por 151 paises, cobrindo 97 % da populacdo mundial (UNODC, 2021).

A cannabis foi a droga ilicita mais consumida no mundo em 2019, com cerca de 200
milhdes de usuarios entre 15 e 64 anos que consumiram ao menos uma vez no ano. Desde 2010,
a prevaléncia do uso de cannabis aumentou em quase 5%, € permanece mais alto na América
do Norte (14,5 %), Oceania (12,1%) e Africa Ocidental e Central (9,4 %) (UNODC, 2021).
Entre 2009 e 2019, a quantidade apreendida caiu 35%, principalmente devido ao declinio nos
Estados Unidos, que teve o uso recreativo legalizado em varios estados. As maiores apreensdes
em 2019 (que totalizaram 3.779 toneladas) ocorreram nos Estados Unidos, seguidos por
Paraguai, Colombia, India, Nigéria, Marrocos ¢ Brasil. As maiores quantidades de resina de
cannabis apreendida (que totalizou 1.395 toneladas) foram relatadas pela Espanha, seguida por
Marrocos, Afeganistao, Paquistdo e a Republica Islamica do Irda (UNODC, 2021).

No Brasil, os ultimos levantamentos nacionais de larga escala permitem observar que a
prevaléncia do consumo de maconha entre a populacdo geral permaneceu estavel na linha do
tempo, mas essa substincia destaca-se como a droga ilicita mais consumida no pais, com
excecao do alcool e do tabaco (LARANJEIRA, MADRUGA, 2012; BASTOS et al., 2017). De
modo geral, os dados epidemioldgicos referentes ao consumo de drogas no Brasil ainda sao
insuficientes para que se conhega em profundidade as diferencas regionais e a heterogeneidade
do pais, sobretudo ao considerar a extensdo geografica do territdrio e o desafio de realizar
estudos que representem a totalidade da populacdo (BASTOS et al., 2017).

De acordo com The Global Cannabis Report (2021), 70 paises legalizaram a cannabis
para uso médico, sendo que 26 deles permitem o acesso legal a cannabis com alto teor de THC
para uso terapéutico. As regulamentacdes da cannabis variam entre os paises, com alguns
adotando mercados totalmente regulamentados, enquanto outros optam pela descriminalizagao
ou permitem apenas o acesso médico (Figura 6). Alguns paises, como Espanha e Holanda,

permitem o consumo social no local.
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Acesso global a cannabis

Acesso legal a alto teor de Acesso legal a alto teor Acesso legal a alto teor de THC
THC varia por jurisdigio de THC para uso adulto apenas para pacientes médicos

Acesso limitado a baixo teor

de THC para pacientes . Sem acesso legal V Sem mercado requlamentado de
médicns /7] vendas

Figura 6: Acesso global a cannabis. Fonte: The Global Cannabis Report (2021), modificado

9. Aplicagcdes médicas da cannabis e o sistema endocanabinoide

Shén Nong, conhecido como O Divino Agricultor, por volta de 2000 a.C. na China, ¢
considerado o responsavel pela descoberta das propriedades curativas da cannabis, que foram
descritas ha 2000 anos no Pen-Ts’ao Ching, apontada como a primeira farmacopeia conhecida
do mundo. Na China, a palavra comum para o canhamo e a cannabis ¢ "M4", que pode estar
presente em composi¢des de palavras relacionadas a dorméncia ou anestesia. Durante a dinastia
Han, Hua Tu6, um renomado cirurgido chinés, supostamente realizava cirurgias com anestesia
geral usando uma mistura de vinho e extratos de ervas, possivelmente contendo cannabis
(CROCQ, 2020).

No entanto, o consumo para fins médicos foi limitado quando a maconha foi incluida
na Convengdo Unica das Nagdes Unidas sobre Entorpecentes (1961). O interesse reapareceu
apods a pesquisa de medicamentos a base de cannabis para o tratamento de uma variedade de
condi¢gdes médicas, incluindo dor cronica, depressdo, disturbios de ansiedade, distirbios do
sono e problemas neuroldgicos, e uma expansdo de ensaios pré-clinicos para investigar o

potencial farmacolégico de varios fitocanabinoides como drogas anticonvulsivantes
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(IBRAHIM et al., 2017; GONCALVES et al., 2019). Radwan et al. (2015) identificaram e
avaliaram farmacologicamente os canabinoides menores presentes na amostra de Cannabis
sativa, incluindo tetrahidrocannabivarina (THCV), canabivarina (CBV) e THCA. Os
pesquisadores avaliaram seus efeitos nos receptores canabinoides, atividade antioxidante e
citotoxicidade em células cancerigenas. Os resultados indicaram que esses canabinoides
possuem propriedades farmacoldgicas Uinicas e potencialmente terapéuticas.

Os extratos de o6leo de cannabis para uso medicinal sdao preparados a partir das
inflorescéncias secas da planta e incorporados em Oleos alimentares, como de oliva e de
girassol, ou mesmo obtidos usando esses 6leos como meio de extragio (FERNANDEZ et al,
2020). De acordo com a formulagao, os 6leos sdo divididos em: full spectrum (contém todos os
compostos naturais da planta), CBD isolado (¢ a forma mais pura de CBD) e broad spectrum,
que conttm CBD e outros canabinoides, normalmente sem a presenga de THC
(ARZIMANOGLOU et al, 2020; VIGIL et al., 2020). Acredita-se que a presenga de compostos
inativos, especialmente os terpenos, possa potencializar os efeitos do THC, o que é conhecido
como efeito entourage (RUSSO, 2011).

O THC ¢ o fitocanabindide mais abundante e com maior agdo psicotropica (ASHTON,
2001; BALBINO, 2014). O THC ¢ um ligante que atua principalmente nos receptores
canabinoides 1 e 2 (CB1 e CB2), os quais regulam uma variedade de processos fisiologicos
basicos, como apetite, humor, memoria e inflamacao. No entanto, a grande maioria dos efeitos
psicoativos do THC ¢ mediada por receptores CB1, enquanto os canabinoides ndo psicoativos,
como o CBD, tem maior afinidade por receptores CB2, que sdo mais prevalentes no sistema
imunologico (ASHTON, 2001; BALBINO, 2014).

O CBD interage com outros receptores, como o GPRS55, um receptor acoplado a proteina
G associado a véarias fungdes celulares; o receptor do potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1),
que desempenha um papel importante na regulacao da dor e da temperatura; e o receptor ativado
pelo proliferador de peroxissoma gama (PPARY), envolvido na regulagdo genética e
metabolica. Ao modular a atividade desses diversos receptores, o CBD exibe uma variedade de
alvos terapéuticos, e suas propriedades protetoras contribuem para a preservagdo da satde
celular e a redugdo do estresse oxidativo. A natureza antiepilética do CBD o torna um agente
promissor no tratamento de convulsdes e epilepsia e suas propriedades ansioliticas ajudam a
diminuir a ansiedade e o estresse. Ademais, pesquisas sugerem que o CBD pode ter efeitos

anticancerigenos, inibindo o crescimento de certos tipos de células cancerosas (MATSUDA et
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al., 1990; APPENDINO; CHIANESE; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2011; PENG et al.
2022)."

Sabe-se que tanto o CBDA quanto o THCA, assim como os demais canabinoides acidos,
ndo possuem atividade psicotropica, principalmente porque a dissociacdo da fragdo do acido
carboxilico em pH fisiologico de 7,4 impede a passagem através da barreira hematoencefalica
(MORENO-SANZ, 2016).

O THC possui uma estrutura muito similar a da anandamida, um endocanabinoide da
familia dos CBN enddgenos. A Figura 7 mostra a similaridade das nuvens eletronicas entre o
THC e a anandamida, o que confere ao THC a capacidade de se ligar aos receptores, ativando

o sistema endocanabinoide (NIDA, 2021).

Anandamida Tetraidrocanabinol

Figura 7: Estruturas quimicas e nuvem eletronica da anandamida (endocanabinoide) e do THC
(fitocanabinoide). Fonte: NIDA, 2021, modificado

Os canabinoides sdo metabolizados no figado, sendo o 11-hidroxi-THC o principal
metabolito, possivelmente mais potente do que o THC. H4 mais de 20 outros metabolitos
conhecidos, alguns dos quais possuem propriedades psicoativas e todos possuem meias-vidas

prolongadas. A excre¢do desses metabodlitos ocorre parcialmente na urina (25%), mas
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principalmente no intestino (65%), onde s@o reabsorvidos e prolongam ainda mais seus efeitos.
Devido as caracteristicas farmacocinéticas dos canabinoides, ha uma correlagdo fraca entre as

concentragdes plasmaticas ou urindrias e o grau da a¢do induzida por eles (ASHTON, 2001).

10. Regulacio da cannabis
A Figura 8 mostra as principais acdes regulatorias para controle da cannabis no mundo.
Nos Estados Unidos, entre 1914 e 1933, trinta e trés estados promulgaram leis restringindo a
producdo legal apenas para fins medicinais e industriais. Em 1937, o Marijuana Tax Act (Ato
de Imposto sobre a Maconha) definiu o canhamo como uma droga narcética, sem distinguir

entre plantas de baixo e alto teor de THC. Essas restricdes limitaram a expansdo da produgao

de canhamo, que comecgou a declinar até desaparecer completamente na década de 1950

(JOHNSON, 2018).
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Figura 8 . Os principais pontos da legislagdo sobre o cultivo de C. sativa L. nos Estados Unidos, Canadé e Unido
Europeia, com foco na Republica Italiana entre os paises da Unido Europeia. A linha vermelha separa a legislagdo
relacionada a proibi¢do do cultivo de C. sativa L. (parte esquerda da linha vermelha) daquela que permitiu a

reintroducdo do cultivo desta cultura (parte direita da linha vermelha). Fonte: Farinon et a/ (2020), modificado

No Canada, o cultivo de canhamo foi proibido em 1938, no entanto, a partir de 1998, o
pais comegou a permitir a producdo de variedades de canhamo com baixo teor de THC, desde
que obtivessem uma licenga do Health Canada. Atualmente, o Canada ¢ o principal produtor e
exportador de cAnhamo, especialmente de alimentos e produtos relacionados. A legislagao que

regula o canhamo no Canadéa ¢ a Cannabis Act, promulgada em 2018, que legalizou o uso
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recreativo ¢ medicinal da maconha e estabeleceu um sistema regulatorio abrangente para a
produgdo, distribuicdo, venda e posse da planta. A Cannabis Act também definiu as regras para
a producdo de canhamo , com até 0,3% de THC em suas flores e folhas, e estabeleceu diretrizes
para a importagdo e exportagao dos produtos (CANNABIS ACT, 2023; HEALTH CANADA,
2023).

Na Unido Europeia, o cultivo de canhamo para fins industriais foi reintroduzido em
2013. Segundo o regulamento n° 2022/1393, o canhamo ¢ definido como a variedade da planta
Cannabis sativa L. que contém até 0,3% de THC em peso seco. A regulamentagdo (Common
Agricultural Policy, CAP) estabelece regras para a produgdo, processamento e comercializa¢ao
de canhamo , e os produtores devem obter autorizacdo de cultivo, e as autoridades locais sao
responsaveis por monitorar o cultivo e garantir a conformidade com as normas de qualidade e
seguranca (CAP, 2022). Além da regulamentacao da UE, cada pais membro pode ter sua propria
legislagdo, desde que esteja em conformidade com as normas estabelecidas da UE, que ¢ o
segundo maior mercado produtor de canhamo.

Nos Estados Unidos, a Lei Agricola de 2014 permitiu a pesquisa € o cultivo de canhamo
por meio de um programa piloto, e em 2018 estabeleceu um novo sistema regulatorio federal
para o canhamo, tratando-o como uma commodity agricola e removendo-o da defini¢ao legal
de droga, abrindo caminho para o desenvolvimento da industria do cAnhamo e seus derivados,

como o CBD, cremes, alimentos e bebidas (USDA, 2021).

11. Regulacio da cannabis no Brasil

Segundo a Portaria SVS/MS n° 344/1998, a Cannabis sativa e seus derivados estdo
incluidos na lista de plantas proscritas (BRASIL, 1998). O cultivo de canhamo no Brasil ¢
regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2022). Apesar da
recente permissdo para produtos a base de CBD no pais, seguido ap6és a mudanca desse
composto para a lista de substancias sujeitas a controle especial, o THC ainda permanece na
lista de substancias entorpecentes e, portanto, proibidas.

Nesse contexto, a Anvisa aprovou no dia 3 de dezembro de 2019 a Resolugdo de
Diretoria Colegiada (RDC) 327/19, que cria uma nova categoria de produtos derivados de
Cannabis sativa. Seguindo as normas da Agéncia, os produtos a base de cannabis serdo
comercializados respeitando o limite de no maximo 0,2% de THC, com exce¢do dos produtos

indicados para os cuidados paliativos de pacientes sem outras alternativas terapéuticas e em
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situacdes clinicas irreversiveis ou terminais, que poderdo conter teor de THC acima de 0,2%
(BRASIL, 2019).

A regra para o registro de medicamentos novos ou inovadores no Brasil prevé a
realizacdo de pesquisas clinicas que sejam capazes de comprovar a eficacia desses produtos,
além de outros requisitos para seu enquadramento como medicamento, o que ndo ¢ o caso
produtos de cannabis. O canabidiol s6 pode ser utilizado a partir de um determinado tipo de
receita médica (tipo B) e, conforme determina a legislacao para o tema, somente no caso de
esgotamento de outros tratamentos (BRASIL, 2019).

Até junho de 2023, 25 produtos a base de cannabis foram aprovados pela ANVISA,
sendo onze deles a base de extratos de Cannabis sativa e quatorze produtos fitofarmacos
contendo CBD. A Tabela 4 apresenta os produtos aprovados, juntamente com suas respectivas
especificagdes de concentracdo de CBD e teor de THC. Apenas dois produtos contém THC

acima de 0,2 %.

Tabela 4: Produtos a base de cannabis aprovados pela Anvisa. Fonte (ANVISA, 2023)

Nome do Produto Empresa detentora da CBD THC Local de
autorizac¢ao sanitaria (mg/mL) | (%) | Fabricacio

Fitofarmaco Canabidiol Ease Labs 100 <0,2 Brasil

(100 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Prati-Donaduzzi 20; 50; 200 | <0,2 Brasil

(20,50,200 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol NuNature 17,18 <0,2 |Estados Unidos

(17,18 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol NuNature 34,36 <0,2 |Estados Unidos

(34,36 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol (200 Farmanguinhos 200 <0,2 Brasil

mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Verdemed 50 <0,2 Canada

(50 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Promediol 50 <0,2 Suica

(200 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Zion Medpharma 50 <0,2 Suica

(200 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Verdemed 23,75 <0,2 Colombia

(23,75 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Greencare Pharma 47,5 <0,2 Colombia

(79,14 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Ease Labs 47,5 <0,2 Colombia/

(79,14 mg/mL) Brasil

Fitofarmaco Canabidiol (150 Belcher 150 <0,2 Suica

mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Aura Pharma 50 <0,2 Suica
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Nome do Produto Empresa detentora da CBD THC Local de
autorizac¢ao sanitaria (mg/mL) | (%) | Fabricacao

(50 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Greencare Pharma 23,75 <0,2 Coldémbia

(23,75 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Active Pharmaceutica 20 <0,2 Canada

(20 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Greencare 96 0,24 Colombia

(160,32 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Mantecorp Farmasa 96 0,24 Colombia

(160,32 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Mantecorp Farmasa 47,5 <0,2 Colombia

(79,14 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol (200 Promediol 200 <0,2 Suica

mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Collect Pharm 20 <0,2 -

(20 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol Mantecorp Farmasa 23,75 <0,2 Colombia

(23,75 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Cannabr 10 <0,2 Canada

(10 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Cannten 50 <0,2 Suiga

(200 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Herbarium 30 <0,2 Uruguai

(43 mg/mL)

Extrato de Cannabis sativa Aura Pharma 50 <0,2 Suica

(200 mg/mL)

Fitofarmaco Canabidiol 100 Ease Labs 100 <0,2 Brasil

Atualmente existem medicamentos que s3o analogos sintéticos do THC, como o
Dronabinol (Marinol®) e a Nabilona (Cesamet®), prescritos como estimulante de apetite para
pacientes com AIDS e como antiemético para nduseas e vomitos relacionados a quimioterapia
(VERMA et al., 2021). No entanto, esses medicamentos ainda ndo estdo disponiveis no Brasil,
onde o unico medicamento disponivel ¢ o Mevatyl®, que ¢ uma solugdo em spray que contém
27 mg/ml de THC e 25 mg/ml de CBD, prescrito para tratar espasticidade muscular relacionada
a esclerose multipla (ANVISA, 2022).

Atualmente em tramitacdo na Comissao de Assuntos Econdmicos, o Projeto de Lei (PL)
n° 89/2023 tem como intuito estabelecer uma Politica Nacional que assegure o fornecimento
gratuito de medicamentos formulados a partir de derivados vegetais contendo CBD, em
conjunto com outras substincias canabinoides, incluindo o THC, nas unidades de satde

publicas e privadas vinculadas ao SUS. A iniciativa busca ampliar o acesso aos cuidados de
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saude e garantir um tratamento adequado para pacientes que necessitam de terapias com

cannabis medicinal (BRASIL, 2023).

12. Técnicas de analise de canabinoides

Existem diversas técnicas e métodos analiticas disponiveis para a analise quimica de
cannabis e produtos derivados, mas a escolha do método e da abordagem adequados depende
do objetivo especifico da analise e dos requisitos analiticos correspondentes, sejam eles
qualitativos e/ou quantitativos. E fundamental que qualquer método seja validado e/ou
verificado para garantir resultados precisos e exatos, sendo adequados para o propdsito
pretendido. Além disso, ¢ importante estabelecer controles de qualidade e determinar a
frequéncia desses controles de acordo com a politica de gestdo da qualidade do laboratério
(UNODC, 2022).

Na andlise quantitativa, a escolha apropriada dos solventes de extragdo desempenha um
papel crucial na extra¢do de canabinoides neutros, como o THC, CBD e CBN, bem como de
canabinoides acidos polares, como o THCA, CBDA e CBNA. Além disso, ¢ fundamental levar
em consideracdo a matriz das diferentes amostras durante o processo de extracdo e preparacao,
a fim de evitar possiveis interferéncias da matriz na andlise (UNODC, 2022).

Técnicas como a cromatografia gasosa (CG), principalmente acoplada a espectrometria
de massas (CG-MS ou CG-MS/MS), e a cromatografia liquida (LC), acoplada a detectores
espectrofotométricos (HPLC-DAD) ou de massas (LC-MS ou LC-MS/MS) tem sido as mais
utilizadas para analise quantitativa de canabinoides em cannabis e seus produtos (MENG et al.,

2018).

13. LC-MS/MS

A técnica de LC-MS/MS ¢ altamente eficaz, pois combina os beneficios da separacio
da cromatografia liquida convencional ou da cromatografia liquida de ultra-alta performance
(UHPLC) com as capacidades de deteccao do espectrometro de massas em tandem (como o
triplo quadrupolo, ou MS/MS). Essa combinagdo resulta em wuma seletividade
consideravelmente aprimorada, reduzindo as interferéncias entre os ingredientes ativos e a
matriz (CHRISTINAT, SAVOY, MOTTIER, 2020; MCRAE, MELANSON 2020) .

Na espectrometria de massas em tandem, ions selecionados com base em sua massa sao
submetidos a uma segunda andlise, permitindo uma maior especificidade e sensibilidade na

identificacdo dos compostos presentes na amostra. Isso pode ser realizado através da anélise
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dos espectros de produtos id6nicos ou precursores de ions selecionados por massa, ou por meio
da analise de ions precursores de uma perda de massa neutra especifica (GROSS, 2017).

Na espectrometria de massa, independentemente do instrumento utilizado, o primeiro
passo ¢ a geragdo de ions. Apos o fluxo de moléculas entrar no espectrometro de massas, essas
moléculas sdo transformadas em ions pela fonte de ionizagdo antes de serem analisadas e
detectadas (PAIVA et al., 2010). Existem diversas estratégias de ionizagdo no espectrometro
de massas acoplado ao cromatografo liquido, como a ionizagao por eletrospray (ESI), ionizagao
quimica a pressdo atmosférica (APCI) e fotoionizagdo a pressdo atmosférica (APPI)
(KANDIAH; URBAN, 2013).

No processo de ionizagdo por eletrospray (ESI), a solu¢do da amostra ¢ direcionada
através de um capilar estreito submetido a alta tensdo, em condicdes de pressdo atmosférica.
Esse campo eletrostatico provoca o afastamento dos contra ions negativos da superficie do
liquido em direcdo a parede do capilar, onde sdo neutralizados, enquanto os ions positivos se
deslocam em direcdo a frente do liquido. Isso resulta na formacgao de um jato conico conhecido
como cone de Taylor, onde os ions positivos sdo direcionados para a superficie do jato de
liquido. Quando a repulsao eletrostatica na superficie supera a tensdo superficial do liquido no
cone, o0 jato se rompe, formando pequenas gotas eletricamente carregadas (Figura 9) (GROSS,
2017; HOFFMANN e STROOBANT, 2007; KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009).

A medida que essas gotas viajam em diregdo & placa de interface da fonte, ocorre
evaporacdo do solvente, reduzindo o tamanho e aumentando a densidade de carga da superficie
das gotas. Em um ponto chamado limite de Rayleigh, a densidade de carga na superficie se
torna t3o alta que as forcas de repulsdo superam a tensdo superficial da gota, resultando na
formagdo de goticulas menores carregadas. Esse processo se repete até que o tamanho da gota
seja pequeno o suficiente para que ela emita ions na fase gasosa (GROSS, 2017; HOFFMANN
e STROOBANT, 2007; KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009).
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Figura 9: Esquematizagdo basica de uma fonte de ionizacdo por Eletrospray (ESI).

Depois que a amostra € ionizada, o feixe de elétrons ¢ acelerado por um campo elétrico
e entdo entra no analisador de massas, que separa os ions de acordo com sua razao massa/carga
(m/z). Existem diversos tipos de analisadores de massa, cada um com sua capacidade de
resolugdo na medida de massas. Esses analisadores utilizam campos elétricos e magnéticos
estaticos ou dindmicos, que podem ser combinados ou utilizados separadamente. As diferengas
fundamentais entre os tipos de analisadores de massa comumente usados estdo relacionadas a
maneira como esses campos sdo empregados para realizar a separacao dos ions (PAIVA et al.,
2010; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Os analisadores de massa mais utilizados em estudos em matrizes complexas incluem o
triplo quadrupolo (QqQ, ou MS/MS), o hibrido duplo quadrupolo com tempo de voo (QToF) e
o Orbitrap (CAUSANILLES et al., 2017). Cada analisador de massa possui vantagens e
consideragdes especificas. O MS/MS ¢ amplamente utilizado devido a sua alta sensibilidade e
reprodutibilidade. Ele ¢ um analisador de massa continuo, o que significa que ndo ha muita
perda de analitos durante a analise. No entanto, tem resolucdo baixa, o que pode limitar a
capacidade de distinguir compostos com massas muito proximas. O hibrido duplo quadrupolo
com tempo de voo (QToF) e o Orbitrap oferecem alta resolugdo e acurdcia de massa, o que

permite uma identificagdo mais precisa e confidvel dos analitos, no entanto, uma desvantagem
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desses instrumentos € que a analise ocorre de forma pulsada, o que pode levar a perdas dos ions
de interesse (GROSS, 2017; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Um espectrometro de massa triplo quadrupolo ¢ composto por trés quadrupolos em
série. A primeira etapa, chamada de quadrupolo de filtragem (Q1), seleciona e filtra o ion de
interesse da amostra. Em seguida, o ion filtrado passa por um espago livre e entra no segundo
quadrupolo (Q2), onde ¢ submetido a uma colisdo com um gas de colisdo para fragmentagao
controlada. Por fim, os fragmentos resultantes sdo analisados no terceiro quadrupolo (Q3), os
ions produto sao filtrados e finalmente detectados por uma placa multiplicadora de elétrons que
gera amplificagdo do sinal elétrico, com base em sua razdo m/z, permitindo a quantificagdo e
identificagdo precisa dos analitos (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Em analises por LC-
MS/MS, o modo de monitoramento de multiplas reacoes (MRM) ¢ altamente recomendado
devido a capacidade de quantificar de forma seletiva analitos especificos com alta sensibilidade

(GROSS, 2017).

14. Canabinoides em cannabis e seus produtos

A Tabela 5 apresenta um resumo de alguns estudos que quantificaram canabinoides em
diferentes matrizes, incluindo 6leos e material vegetal. Diferentes técnicas analiticas foram
empregadas para essa finalidade, tais como GC com detecgdo por chama (GC-FID), GC-MS,
HPLC-UV/DAD, LC-MS/MS, entre outras. Cada método analitico possui uma abordagem
especifica de preparo de amostra, que pode envolver extracdo com diferentes solventes, sendo
os mais comumente usados a acetonitrila e o metanol, e adi¢do de padrdes internos (IS). A faixa
de trabalho para a quantificagdo dos canabinoides varia de acordo com o método e a matriz

analisada.
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Tabela 5: Métodos quantitativos para analise de canabinoides

Ins:;z;l)en- Matriz Canabinoides analisados Preparo da amostra Faixa de trabalho | LOD/LOQ Referéncia
GC-FID Oleos THC e THCA Diluicdo com MeOH + IS 0,10-4,0% 0,03/0,10% | Casiraghi et al (2017)
GC-MS Oleos THC e THCA Diluicadocom 0,1-4,0% 0,03/0,10% | Casiraghi et al (2017)
MeOH +IS
GC-MS Material THC e THCA Extracdo com 0,1- 0,8% 0,013/0,015% Stanaszek ¢ Zuba
vegetal MeOH (16h), diluicao + IS (2007)
GC-MS Oleos CBD Destilacao das 0,18-14 mg/mL - Fiorini et al. (2019)
inflorescéncias
HPLC- Material THC e THCA Extracdo com 0,05 -2,0% 0,0003/0,0027%| Stanaszek e Zuba
DAD vegetal MeOH (16h), dilui¢ao + IS (2007)
HPLC- Material CBDA, CBGA, CBD, CBG Extracao com 2,5-200 pg/mL | 0,8/2,5 ng/mL | Pellati et al. (2018)
DAD vegetal EtOH, e diluicao CBG: 1,3-100
pg/mL
HPLC- Oleos THC, CBD, THCA, CBDA ¢ CBN| Dilui¢ao com metanol:n- 0,001 a 0,030 0,22/0,66 Carvalho et al. (2020)
DAD hexano (9:1)+1ISe mg/mL mg/mL
dilui¢ao
UHPLC-U Material CBDA; CBGA; CBG; CBD; [Extracdo com ACN: MeOH| 1-100 pg/mL 0,4 /1,0 pg/mL | Wang et al. (2018)
V-MS vegetal THCV; CBN; THC; CBL; CBC e (80:20)
THCAA
LC-MS/MS| Material |THCA, THC, CBG, THCV, CBN, Extracdo por fluido 0,5 a 1000 ng/mL LOQ: 0,05 Aizpurua-Olaizola et
vegetal CBD supercritico SFE e dilui¢do ng/mL al.(2014)
com EtOH + IS
LC-MS/MS| Material |CBC, CBD, CBDA, CBG, CBGA ,|Extracdo com ACN: MeOH| 0,05-50 pg/mL LOQ: 0,05 Gul et al. (2018)
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Instrumen-

tacdo Matriz Canabinoides analisados Preparo da amostra | Faixa de trabalho | LOD/LOQ Referéncia

vegetal CBN, THC, THCA , THCV (80:20) + IS mg/Kg

LC-MS/MS| Material CBD, CBDA, THC, THCA-A |Extracdo com MeOH: H2O| 0,195-50 ng/mL 0,048/0,19 Meng et al. (2018)
vegetal, 6leos (95:5)+ 1S ng/mL
¢ cosméticos
LC-MS/MS| Material CBN, CBD, CBG, CBC, CBDA, Extracao com ACN e 0,1-9000 ng/mL 7200/24000 Brown et al. (2019)
vegetal CBGA, THC, THCA diluigdo com ACN:H20 ng/kg
(50:50) + IS
LC-MS/MS| Material CBC, CBL, CBD, CBDV, CBG, | Extragao e diluigdo com 10-2500 ng/mL 0,005/0,05% | Berthold et al. (2020)
vegetal CBN, A%-THC, A°-THC, CBDA, | MeOH: H20 (95:5, v/v)

CBGA, THCA +IS
LC-MS/MS| Oleo de THC, THCA-A, CBD, CBDA, | Diluigao com ACN: H20 0-20 ng/mL 0,6 mg/kg Christinat , Savoy e
semente CBN, CBG, (CBGA), (1:1) +IS Mottier (2020)
LC-MS/MS| Material | THC, THCA, CBD, CBDA, CBN | Extragdo com MeOH:H20 | 0,002 -200 mg/g 0,0002% McRae e. Melanson
vegetal (80:20), dilui¢ao com (2020)
MeOH-+IS
LC-MS/MS Oleos THC, CBD, CBN Dilui¢ao com MeOH + IS 1- 50 ng/mL 0,05 ng/g Hsu et al. (2021)
LC-MS/MS Oleos THC, THCA-A, CBD, Dilui¢do com ACN + IS 0,05-50 ng/mL LOQ:0,01% | Galant et al. (2022)

CBDA,CBG, CBGA, CBC, CBV,
CBDVA, CBGVA, CBN, THCVA,

THCV
CBDA (Acido canabidiélico), CBD (Canabidiol), CBDV (Canabidivarina), CBG (Canabigerol), CBGA (Canabigerol Acido), CBGVA (Canabigerovarina Acida), CBL

(Canabiciclol), CBC (Canabicromeno), CBV (Canabivarina), CBN (Canabinol), A-THC (A®-Tetrahidrocanabinol), A>~THC (A°-Tetrahidrocanabinol), THCA (Acido

tetrahidrocanabinélico), THCVA (Tetrahidrocannabivarina Acida), THCV (Tetrahidrocannabivarina)
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II.

I1I.

IV.

III. OBJETIVOS
Geral

Otimizar e validar um método analitico utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) para a quantifica¢do de canabinoides em

material vegetal e 6leo a base de cannabis.

Especificos
Otimizar as condi¢des de preparagdo da amostra e analise de canabinoides no LC-MS/MS.

Validar o método analitico quanto a seletividade, sensibilidade, linearidade, precisdo e
exatidao.

Determinar os teores de canabinoides em amostras vegetais e 0leos a base de cannabis

Analisar os resultados obtidos e discutir a qualidade dos produtos analisados em relagdo as
normas estabelecidas pela legislagdo brasileira.
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IV. MATERIAIS E METODOS
1. Solventes

Acido formico 85% Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda (Sdo Paulo, Brasil).
Metanol (MeOH) de grau HPLC adquirido da Tedia (OH, EUA). Acetonitrila (ACN) grau LC-
MS J.T. Baker (PA, EUA). Agua ultrapura foi obtida purificando-se agua destilada em um
sistema Milli-Q (MA, USA).

2. Padroées analiticos

Solugdes padrdes utilizadas foram adquiridas da Cerilliant (TX, EUA) através da
Sigma-Aldrich, compreendendo os padrdes Mix de A>-THC (concentra¢do de 1000 pg.mL),
CBD (concentragio de 1000 pg.mL') e CBN (concentracio de 1000 pg.mL™'); AS-THC
(concentragdo del000 pg.mL'); Mix de CBCA (concentragdo de 500 pug.mL™'), CBDA
(concentracio de 500 pg.mL!), CBDVA (concentra¢io de 500 ng.mL!"), CBGA (concentragio
de 500 pg.mL"), THCA-A (concentra¢io de 500 pg.mL') e THCVA (concentra¢io de 500
pg.mL!); CBNA (concentragio de 1000 pg.mL™'); A>-THC com trés deutérios (THC-d3)
(concentragio de 100 pg.mL'); CBD com trés deutérios (CBD-d3) (concentragdo de 100
pg.mL1); CBN com trés deutérios (CBN-d3) (concentragio de 100 ug.mL'); e THCA-A com
trés deutérios (THCA-A-d3) (concentracdo de 100 ng.mL™"). As substancias deuteradas foram

utilizadas como padrao interno na curva analitica € como padrao surrogate nas amostras.

3. Amostras

Um total de 114 amostras de material vegetal foram adquiridas por apreensdo em
territorio nacional pela Policia Federal. Destas, 10 eram inflorescéncias (IN), 4 combinacdes de
folhas e inflorescéncias (FI), 3 apenas folhas (F), e 97 materiais prensados (MP). Também
foram adquiridos 4 amostras de haxixe (HX) Estas amostras foram apreensdes feitas pela
Policia Federal em diferentes localidades no periodo de 2021 a 2022. Outras 23 amostras de
0leo foram fornecidas ao Laboratorio de Toxicologia da UnB provenientes de associagdes ou

usuarios individuais, além de seis amostras de raizes (R) (Figuras 10 e 11).
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Figura 10: Amostras de cannabis apreendidas em territorio nacional. A) Inflorescéncias e flores; B)

Inflorescéncias; C) Folhas; D) Raizes; E) Material vegetal prensado.
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Figura 11: Amostras de 6leos de cannabis e haxixe
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4. Preparacio da curva de calibracio

A partir dos padrdes analiticos, foram preparadas solugdes-mae, estoque e trabalho

mistura (STM) em acetonitrila contendo 5000, 500 ¢ 50 ng/mL de cada um dos analitos A®-
THC, CBD, CBN, CBDA, THCA-A e CBNA. Essas solugdes foram preparadas diluindo o
padrao em ACN:

Solug¢do estoque de A’-THC, CBD, CBN (10pg/mL): Foi adicionado 100 pL
(micropipeta eletronica 50-1000 pL, Eppendorff) do padrao mix 1000pug/mL em um
baldo de 10 mL calibrado.

Solugao estoque de CBNA (10pg/mL): Foi adicionado 100 pL (micropipeta eletronica
50-1000 pL, Eppendorff) do padrao (1000 ug/mL) em um baldo de 10 mL calibrado.
Solugao estoque de CBDA e THCA-A (5 pg/mL): Foi adicionado 100 pL (micropipeta
eletronica 50-1000 pL, Eppendorff) do padrao (500 ug/mL) em um baldo de 10 mL
calibrado;

STM de todos os analitos (500 ng/mL): em baldo calibrado de 10 mL, acrescentou-se
500 pL da solugdo estoque de A°>~-THC, CBD, CBN e CBNA (micropipeta eletronica
50-1000 pL, Eppendorff) e 1000 uL (micropipeta eletrdnica 50-1000 pL, Eppendorff)
da solucao estoque de CBDA e THCA-A. Completou o balao com ACN;

STM de todos os analitos(50 ng/mL): 1000 puL (micropipeta eletronica 50-1000 pL,

Eppendorff) da STM de todos os analitos em baldao volumétrico calibrado de 10 mL.

As solugdes de IS foram diluidas com ACN também em baldo volumétrico calibrado e para

cada um dos analitos preparou-se uma solugdo estoque:

e Foram diluidos 100 pL (micropipeta eletronica 50-1000 puL, Eppendorff) de cada analito

THC-d3 (100 pg.mL"); CBD-d3 (100 ug.mL'); CBN-d3 (100 ung.mL"); e THCA-A-d3
(100 pg.mL") em um baldo de 10 mL de forma idependente a fim de obter uma solugdo
estoque de 1000 ng/mL para cada analito. Em seguida 600 pL (micropipeta eletronica
50-1000 uL, Eppendorff) de cada analito foi diluido com ACN em bag¢do volumétrico
de 10 mL a fim de se obter uma solugdo mista de deuterados com concentragao de 60

ng/mL.

As curvas de calibrag@o foram preparadas diluindo a STM dos analitos e dos IS da seguinte

forma:

34



100 ng/mL: 120 pL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da
STM (500 ng/mL), completar vial até 500 uL. com fase movel e acrescentar 100 uL
da STM de IS (60 ng/mL);

50 ng/mL: 60 pL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da STM
(500 ng/mL), completar vial até 500 pL com fase mével e acrescentar 100 puL. da
STM de IS(60 ng/mL);

25 ng/mL: 30 uL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da STM
(500 ng/mL), completar vial até 500 uLL com fase movel e acrescentar 100 uL da
STM de IS(60 ng/mL);

12,5 ng/mL: 15 pL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da
STM (500 ng/mL), completar vial até 500 uL. com fase movel e acrescentar 100 uLL
da STM de IS(60 ng/mL);

6,25 ng/mL: 75 pL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da
STM (50 ng/mL), completar vial até¢ 500 pL com fase movel e acrescentar 100 uL
da STM de IS(60 ng/mL);

3,12 ng/mL: 37,5 uL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 pL, Eppendorff) da
STM (50 ng/mL), completar vial até¢ 500 pL com fase movel e acrescentar 100 puL
da STM de IS(60 ng/mL);

1,56 ng/mL: 18,7 uL (micropipeta eletronica calibrada 15-300 uL, Eppendorff) da
STM (50 ng/mL), completar vial até 500 pL com fase movel e acrescentar 100 uL
da STM de IS(60 ng/mL).

Ao final as solugdes foram homogeneizadas.

Essas solugdes mistas foram entdo diluidas para solu¢des de trabalho e calibragdo de

1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL de cada canabinoide. Um estoque misto dos padrdes
internos (IS) A°>~THC-d3, CBD-d3, CBN-d3 e THCA-A-d3 foi feito a 60 ng/mL e adicionado

aos padrdes de calibracdo para obter uma concentra¢dao final de 10 ng/mL para a curva de

calibracdo. Nas andlises foram consideradas a relacao entre a area de pico das substancias em

relagdo ao IS correspondente.

5. Preparacao de amostras

Para a preparacao das amostras para analise dos canabinoides presentes no material vegetal

seco, o seguinte passo a passo foi seguido (Figura 12 e 13):
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Todas as amostras de material vegetal, com excecao das raizes, foram moidas utilizando
gral e pistilo. As amostras de raizes foram lavadas com 4gua corrente, posteriormente
secadas em estufa e, por fim, raladas utilizando um ralador doméstico.
50 mg da amostra (em duplicada) em balanca analitica de precisdo calibrada (Mettler
Toledo®).
Adicionou-se 2,5 mL de uma solugdo de acetonitrila e metanol (80:20) a cada sub-
amostra, seguido de homogeneizagdo/extragdo por 2 minutos com agitador vortex
(Satra®).
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos na centrifuga Q222B (Quimis®), o
sobrenadante foi filtrado com filtro PTFE 0,45 pum para remover impurezas.
Diluiu-se o sobrenadante filtrado (solucdo 1) em fase movel de acordo com a
concentragdo da amostra, para garantir que a concentragdo se encaixasse dentro da faixa
de quantificacdo estabelecida pela curva de calibragdo

o Propor¢io 1:10°: Foi adicionado 10 pL (micropipeta mecanica 1-10 uL,

Eppendorff) da solu¢do 1 em um baldo de 10 mL calibrado (solugao 2).
o Proporgdo 1:10°: Foram adicionados 100 uL (micropipeta eletronica 50-1000
uL, Eppendorff)da solu¢do 2 em um baldo calibrado de 10 mL.

500 pL da solugdo diluida foram transferidos para um vial e adicionado 100 pL da STM
(solugdo trabalho mistura) contendo 60 ng/mL de IS (padrdo interno) - THC-d3, CBD-
d3, CBN-d3, THCA-d3.
As solugdes finais foram injetadas no LC-MS/MS para quantificacdo dos canabinoides

presentes THC, CBD, CBN, THCA, CBDA ¢ CBNA.
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Figura 13: Preparo de amostra. A) inflorescéncia no grau e pistilo; B) Amostras maceradas, pesadas e

separadas; C) Filtragem do extrato vegetal

As amostras de 6leo e haxixe foram preparadas como delineado a seguir (Figura 14)
e Pesou-se 12 mg de cada amostra de dleo e de haxixe (em duplicada) utilizando uma

balanga analitica de precisao calibrada (Mettler Toledo®)
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e As amostras foi diluidas em baldo volumétrico de 10 mL com acetonitrila, a mistura
homogeneizada utilizando um agitador vortex (Satra®) por 2 minutos, seguido de
banho ultrassonico (Branson®) por 10 minutos e filtragao com filtro PTFE 0,45 um

e O filtrado foi diluido na fase movel para atingir a concentragdo final que estivesse
dentro da faixa de quantificagdo estabelecida pela curva de calibracio:

e Proporcio 1:10% Foi adicionado 100 pL (micropipeta eletrdnica 50-1000 pL,
Eppendorf) da solugdo 1 em um baldo de 10 mL (solugdo 2).

e Proporcdo 1:10: Foi adicionado 1000 pL (micropipeta eletronica 50-1000 pL,
Eppendorf) da solucao 2 em um baldo de 10 mL.

e Proporcio 1:10°: Foram adicionados 100 uL (micropipeta eletronica 50-1000 pL,
Eppendorf) da solucao 2 em um baldo de 10 mL.

e Ao final da diluig¢do, adicionou-se 500 puL da solugdo final diluida e 100 pL da STM

(solucdo de trabalho padrao) contendo 60 ng/mL do padrao interno (IS) - THC-d3, CBD-

d3, CBN-d3, THCA-d3.
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o ; ’ "
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e - .
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o

Figura 14: Preparacdo de amostra de 6leo de cannabis
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6. Condicoes analiticas

A andlise foi feita num sistema UPLC 1290 Infinity (Agilent, MA, EUA), que
combinou uma bomba binaria, um amostrador automatico refrigerado AUTO REFR AS950
HACH 115VAC (CO, EUA) e um forno de coluna, acoplado a espectrometro de massa em
tandem (API 3200 Sciex, Foster City, CA, EUA; Figura 15), equipado com uma fonte de
ionizagdo Turbo V™, A separacao cromatografica foi realizada em fase reversa, utilizando uma
coluna para UPLC ZORBAX Eclipse Plus C18 (Agilent) , com dimensdes de (50 mm x 2,1
mm, 1,8 pm), a uma taxa de fluxo de 0,2 mL/min. A fase movel foi acetonitrila e 4gua ultrapura
(85:15), acidificadas com &cido féormico a 0,1%. A temperatura do forno da coluna foi ajustada
para 30 °C, e o volume de injecdo do amostrador automatico foi definido como 10 pL.

Os parametros de ionizagao por electrospray no MS/MS (ESI+) foram determinados
para cada analito e otimizados por infusdo de fluxo a 200 ng/mL de cada solugdo de estoque
individual: potencial de desaglomeracao (DP, declustering potencial em inglés), potencial de
entrada (EP, entrance potencial em inglés), potencial de entrada da cela de colisdo (CEP,
Collision Cell Entrance Potential em inglé€s), energia de colisao (CE, Collision Energy em
inglés) e potencial de saida da cela de colisdo ( CXP, Collision Cell Exit Potential em inglés).
Posteriormente, a otimiza¢ao dos parametros da fonte de ESI foi realizada de forma automatica
e univariada pelo equipamento, através de inje¢des sucessivas, com o objetivo de determinar o
melhor valor para cada um dos parametros. Os parametros da fonte de ESI foram otimizados
para o analito de menor intensidade que, de acordo com as analises realizadas, foi identificado
como o CBNA e seus ions produto.

No monitoramento de reagdo multipla (MRM), o ion precursor para cada analito foi a
sua molécula protonada ([M+H]") e duas reagdes de transi¢do foram monitoradas para cada
composto, com uma janela de detec¢dao de 50 segundos e um tempo de varredura alvo de 0.2
segundos. A temperatura (TEM) da fonte do bloco foi mantida em 600 °C. A aquisi¢ao de dados
foi realizada usando o software Analyst 1.7 e o processamento de dados subsequente foi feito

usando o software Multiquant 3.0.
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Figura 15: LC-MS/MS (API 3200, Sciex) do Instituto de Criminalistica da Policia Federal

7. Validac¢ao do método
O método foi validado para os seguintes parametros : seletividade, linearidade/faixa de
trabalho, recuperacdo, precisdo, limite de deteccao, limite de quantificagdo. Cada pardmetro foi
validado para material vegetal usando Humulus lupulus (da mesma familia taxonémica da
cannabis, mas ndo contém canabinoides de interesse deste estudo; BERTHOLD et al., 2020),
e uma mistura de 6leos de girassol, coco e azeite extravirgem para 6leo, normalmente utilizados
para preparagao dos 6leos. A avaliacdo dos resultados foi feita seguindo as diretrizes publicadas

pelo INMETRO (INMETRO-DOQ-CGCRE-008).

Seletividade

A seletividade foi avaliada analisando amostras controle de cada matriz quanto a
presenca de alguma interferéncia no mesmo tempo de retengdo e com os mesmos ions de
transicao dos analitos de interesse.
Efeito de matriz

Os efeitos de matriz (interferéncia de outras substancias que levam a supressao ou
amplificagdo do sinal analitico) foram avaliados analisando amostras fortificadas das matrizes
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controle para planta e 6leo e comparando a média da area das amostras fortificadas pos-extragao
(correspondentes a matriz) com a média da area das amostras fortificadas em solvente, expressa
em porcentagem. Os efeitos de matriz foram considerados significativos quando excediam

20%.

Linearidade

A linearidade da curva de calibragdo correspondente a matriz foi avaliada em sete
diferentes niveis de concentragdo, com 5 réplicas (n) auténticas em cada nivel: 1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THC, CBD e CBN; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para
THCA, CBDA e CBNA. A média das areas normalizadas em cada ponto foi utilizada para
construir a curva de calibracao, e o teste de Grubbs foi realizado para detectar outliers. A
homoscedasticidade da curva de calibracdo utilizando a regressdo linear de minimos quadrados
foi avaliada para cada analito pelo teste de Levene, e a curva foi considerada homoscedastica
quando as variancias nao diferiam significativamente entre os niveis testados. Para curvas de
calibracdo heteroscedasticas, foram testados fatores de ponderacdo 1/x, 1/x2, 1/x%3, 1/y, 1/y* e
1/y°? para determinar a melhor regressdo linear ajustada. A linearidade da curva de calibragdo

foi considerada quando o coeficiente de determinagdo (1) era pelo menos 0,99.

Recuperacao, repetibilidade e precisdo intermedidria

A recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliados nos niveis 1,56;
25 e 100 ng/mL para THC, CBD e CBN; e de 3,12; 25 e 100 ng/mL para THCA, CBDA e
CBNA. A recuperagdo foi calculada comparando concentragdo média da matriz branca
fortificada pré-extragdo com a curva em matriz, expressa em % (n= 4-5), e a repetibilidade
definida como a dispersdo desses resultados, expresso como desvio padrao relativo ( DPR, %).
O experimento foi repetido em outro dia para determinag¢@o da precisdo intermedidria (n=9-10),
também expressa como DPR. Os critérios de aceitagdo foram recuperacao dentro da faixa de
80-110%, e repetibilidade e precisdo intermedidria inferiores a 15% (INMETRO-DOQ-
CGCRE-008).

Limite de detecgdo e limite de quantificacdo
Para a estimar o limite de detec¢ao (LOD) do equipamento foram realizadas sucessivas
diluigdes até se encontrar a menor concentragdo/menor valor cuja relagdo sinal/ruido fosse 3:1.

O limite de quantificacdo (LOQ) do método foi definido para cada analito em cada matriz como
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o nivel mais baixo em que o método foi validado dentro dos critérios de aceitagdo para

recuperagao e precisdo intermediaria.

V. RESULTADOS

1. Validacao do método UPLC-MS/MS

A Tabela 6 mostra os parametros otimizados no MS/MS ESI+ e as transi¢des

monitoradas (quantificacdo ¢ qualifica¢do) para cada analito investigado no estudo. O CBNA

coelui parcialmente com o THC, mas isto ndo impacta a andlise j& que possuem transi¢coes

distintas.

Tabela 6: Parametros otimizados para cada analito e seus respectivos ions-produto mais

intensos
Analito nFlzlreT:ll:r (:1}?1) R,l; ?Vl; Transicdes (m/z)® | CE (eV)
CBDA CxoH3004 | 130 | 10 7 359,3 > 341,3 24
3593 >2193 45
CBD CaiH3002 | 149 [ 35 7 3153 > 193,2 30
3153 > 1232 42
CBD-ds* CoiHoD302 | 149 | 38 11 318,4> 196,3 40
318.4> 1232 30
CBN CaH202 | 2.10 | 40 11 311,3 > 2232 35
3113 >2933 25
CBN-d;° CaiHD;02 | 2.10 | 48 8 314,5 > 2234 30
314,5 >195,1 35
CBNA CHz0s | 256 | 30 5 3553 > 234,9 45
3553 >2533 45
A°-THC CaiH3002 | 258 | 35 7 3153 > 193,2 30
3153 > 1232 42
A°>-THC-d3* | CaiH2iD302 | 2.58 | 38 11 318,4> 196,3 40
318,4> 1232 30
THCA CoH3004 | 328 | 10 7 359,3 > 341,3 24
3593 >2193 45
THCA-A-ds® | CH2D304 | 3.28 | 30 4 362,5> 2223 40
362.5 > 264.4 40

@ Padrio interno; ® Em negrito estdo as transi¢des usadas para quantificagdo; TR- Tempo de
reten¢do; DP- Potencial de desaglomeracao ; EP- Potencial de entrada; CE- Energia de colisdo

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos dessa otimizacao especifica para o CBNA e

seus ions produto.
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Tabela 7: Valores dos parametros da fonte de ionizagao para o CBNA e seus ions produto

Parametros Valores
Suprimento da Curtain Gas (psi) 50
Gas de colisao (psi) 2
Tensao do Ionspray (V) 5000
Temperatura (°C) 600
Gas 1 (psi) 80
Gas 2 (psi) 85

A otimizagdo dos parametros cromatograficos foi realizada através da inje¢ao sucessiva

de uma mistura de todos os padrdes analiticos (solu¢ao trabalho mistura — STM) até se adquirir

um cromatograma ideal. Os valores otimizados no método cromatografico estdo mostrados na

Tabela 8.

Tabela 8: Valores dos parametros do método cromatografico otimizados.

Parametros Valores
Vazio da fase movel 200 pL/min
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecao 10uL
Isocratico da fase movel (acetonitrila:agua), 8515
0,1 % acido formico
Tempo total de corrida 11 min

Na Figura 16 ¢ possivel notar que ocorreu coelui¢do dos analitos e seus deuterados, o

que ¢ esperado ja que possuem a mesmas caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 16: Cromatograma dos canabinoides neutros, acidos e deuterados no LC-MS/MS API 3200 (Sciex). 200
ng/mL para os analitos e 10 ng/mL deuterados.
2. Valida¢ao do método

Nenhuma interferéncia foi observada no tempo de reten¢dao dos analitos das amostras
controle de material vegetal (lapulos) e do mix de 6leos (azeite, coco e extravirgem), indicando
a seletividade do método.

O efeito matriz foi avaliado para cada analito e matriz em todos os niveis de
concentragdo da curva de calibragdao, com e sem a adi¢ao do IS. Os resultados estdo mostrados
nas Figuras 18 e 19. Para a matriz de planta fortificada e diluida 100 vezes sem adi¢do de IS
houve supressdao de sinal para o CBN em todos os niveis de fortificagdo. Para o CBDA,

observou-se uma redugdo de -32,4% apenas na concentragdo de 6,25 ng/mL (Figura 17).

44



20

15
10

5 |
o I

5 B IH“ || Wﬁl‘ ffr w

m1l56ng/mL ®m3.12ng/mL m625ng/mL m125ng/mL m25ng/mL ®50ng/mL m100 ng/mL

Figura 17: Resultado do teste de efeito de matriz de material vegetal realizado com diluig¢do 1:10 sem adi¢do de
IS. Foram utilizadas as concentragdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THC, CBD e CBN; e as
concentragdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THCA, CBDA e CBNA. A linha em vermelho demarca
o limite de variagdo aceitavel.

Com adicao de IS, foi observado supressao do sinal para todos os analitos, mas somente
na concentragdo de 6,25 ng/mL. A exce¢do foi o CBN (23,1%), que apresentou amplificacio
de sinal apenas no nivel de fortificagdo de 50 ng/mL (Figura 18).
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Figura 18: Resultado do teste de efeito de matriz em material vegetal realizado com diluigdo 1:10? e adigdo de
IS. Foram utilizadas as concentrag¢des de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 ¢ 100 ng/mL para THC, CBD e CBN; ¢ as
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concentragoes de 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 ¢ 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA. A linha em vermelho demarca
o limite de variagdo aceitavel.

Diante dos resultados obtidos, a matriz branca foi diluida em mais 100 vezes e tanto
com adi¢ao quanto sem adi¢@o de IS, ndo foi observado um efeito significativo de matriz para

nenhum analito em nenhum dos niveis de fortificagao (< + 20%; Figuras 19 e 20).
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Figura 19: Resultado do teste de efeito de matriz material vegetal com dilui¢do 1:10* sem adigdo de IS. Foram
utilizadas as concentragdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL ng/mL para THC, CBD e CBN; e as
concentragoes de 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA.
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Figura 20: Resultado do teste de efeito de matriz material vegetal realizado com diluigdo 1:10* com adigdo de IS.
Foram utilizadas as concentragdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THC, CBD ¢ CBN; ¢ as
concentragoes de 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA.

Realizou-se o teste de efeito de matriz nos 6leos utilizando uma abordagem semelhante
a empregada nos testes realizados para as plantas. Esses 6leos foram diluidos na proporc¢ao de
1:10 e, posteriormente, fortificados e analisados com e sem a adigdo de IS. Nao foram
observados efeitos significativos de matriz para nenhum dos analitos nas dilui¢des testadas,

independentemente da presenga ou auséncia de IS (Figuras 21 e 22)
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Figura 21: Resultado do teste de efeito de matriz 6leo com dilui¢do 1:10 sem adigdo de IS. Foram utilizadas as
concentragdes de 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 e 100 ng/mL para THC, CBD e CBN; e as concentracdes de 3.12,
6.25,12.5, 25, 50 ¢ 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA.
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Figura 22: Resultado do teste de efeito de matriz em 6leos realizado com dilui¢do 1:10 e adig@o de IS. Foram
utilizadas as concentra¢des de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100 ng/mL para THC, CBD ¢ CBN; ¢ as
concentragdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25, 50 e 100ng/mL para THCA, CBDA e CBNA.
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Considerando que ndo foi observado efeito matriz material vegetal na diluigdo 1:10*
que corresponde a diluicdo minima dessas amostras, nem na matriz 6leo na diluicdo 1:10
(diluigdo minima de 1:10° nas amostras reais), a quantificacio dos analitos foi realizada contra
uma curva de calibracdo em solvente (fase movel), na faixa de concentragao de 1,56 a 100
ng/mL. Todos analitos apresentaram comportamento heterocedastico e foi utilizado ponderagao
de 1/x, com 1% >0,99.

Os resultados de recuperacao e repetibilidade para a matriz material vegetal estdo
mostrados nas Tabelas 9 e 10. A recuperagdo sem adi¢do de IS, esteve dentro dos critérios
estabelecidos de 80-110% nos trés niveis de fortificagdo e a repetibilidade foi < 15%, exceto
para o nivel mais baixo do CBNA sem adicao de IS, que apresentou um valor de 31,1% (Tabela
9). Com o uso de IS, a recuperagdo para os acidos na concentragdo mais alta estava acima dos
critérios aceitos (> 110%), mas como a repetibilidade foi < 15 % em todas as concentragdes e

analitos, os resultados foram considerados satisfatorios (Tabela 10).

Tabela 9: Recuperacdo média (%) e repetibilidade (DPR, %) dos 6 analitos em material vegetal
sem adigdo de IS (n=4-5)

Recuperacao Repetibilidade
Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°*-THC 101 98,4 100 9,7 2,4 1,3
CBD 99,6 98,4 100 6,9 2,9 0,9
CBN 106 90,8 102 9,3 2,0 0,6
THCA-A 102 99,7 98,6 53 2,3 1,1
CBDA 96,7 97,9 105 8,0 3,0 1,3
CBNA 89,3 92,2 102 31,1 2,9 3,0

Niveis de concentragdo baixa, média e alta, respectivamente: 1,56, 25 e 100 ng/mL para A>-THC, CBD e CBN;
3,12, 25 e 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA
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Tabela 10: Recuperagdo média (%) e repetibilidade (DPR, %) dos 6 analitos em material
vegetal com adi¢ao de IS. Concentragoes em ng/mL (n=4-5)

Recuperacao Repetibilidade
Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°-THC 99,9 105,0 99,9 9,7 4,7 5.8
CBD 98,3 101,1 102 7,5 2,1 2,2
CBN 106 103,9 114 11,8 5,9 5,0
THCA-A 109 106,5 118 14,5 4,6 14,2
CBDA 101 104,6 116 14,2 5,3 12,3
CBNA 86,2 98,4 119 12,2 5,3 9,0

Niveis de concentragdo baixa, média e alta, respectivamente: 1,56, 25 e 100 ng/mL para A>-THC, CBD e CBN;
3,12, 25 e 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA

Os resultados da precisao intermedidria na matriz material vegetal confirmaram que a
variabilidade dos resultados analiticos se manteve dentro dos limites aceitaveis para a maioria
dos analitos quando o IS foi adicionado, exceto para CBN, THCA A e CBNA. Na auséncia de
adicao de IS o THC, CBN, CBDA e CBNA apresentaram resultados acima dos critérios de
aceitagdo (Tabela 11).

Tabela 11: Precisdo intermedidria (DPR,%) dos 6 analitos em Material vegetal. Concentragdes
em ng/mL (n=9-10)

Com adicao IS Sem adicao IS

Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°-THC 11,4 10,3 7,7 26,9 11,1 9,2
CBD 11,6 5,8 4,0 10,5 17,9 10,9
CBN 15,3 6,6 3,9 13,3 29,4 20,3
THCA-A 16,8 10,8 18,2 13,0 17,6 14,5
CBDA 14,9 4,5 9,4 16,8 25,7 25,9
CBNA 19.4 13,1 8,2 42,9 28,9 27,3

Para precisdo intermediaria (n = 9-10) dos 6 analitos em material vegetal nos niveis de concentragdo baixa, média
e alta, respectivamente: 1,56, 25 ¢ 100 ng/mL para A°>~THC, CBD e CBN; 3,12, 25 e 100 ng/mL para THCA,
CBDA e CBNA

Para a matriz 6leo, tanto sem adi¢do de IS, os resultados de recuperacdo estiveram
dentro da faixa aceitavel de 80% a 110% com padrdo interno, o CBD no nivel mais baixo e o

CBDA no nivel mais alto apresentaram resultados acima dos critérios aceitos (Tabelas 12 e 13).
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Tabela 12: Recuperagdo média (%) e repetibilidade (DPR, %) dos 6 analitos em matriz 6leo
sem adicao de IS. Concentragdes em ng/mL (n=5)

Recuperacao Repetibilidade

Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°-THC 90,2 96,5 92,2 4,7 3.8 2,3
CBD 104 103 91,7 9,9 2,9 2,3
CBN 91,5 97,6 89,4 4,7 2,6 1,9
THCA-A 97,7 95,9 104,6 3,7 3,5 4,9
CBDA 103 93,2 106,8 3.4 7,6 2,8
CBNA 103 93,2 85,3 9,1 6,7 2,2

Para recuperacdo (n = 5) dos 6 analitos em material vegetal e 6leo nos niveis de concentragdo baixa, média e alta,
respectivamente: 1,56, 25 e 100 ng/mL para A>-THC, CBD e CBN; 3,12, 25 ¢ 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢
CBNA

Tabela 13: Recuperagdo média (%) e repetibilidade (DPR, %) dos 6 analitos em matriz 6leo
com adi¢do de IS Concentragdes em ng/mL (n=5)

Recuperacio Repetibilidade
Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°-THC 93,9 102,1 103 6,2 2,5 2,5
CBD 112 106 98,6 9,9 4,2 6,3
CBN 103 104 104 8,7 5,8 7,9
THCA-A 96,6 97,0 109 6,0 11,8 7,7
CBDA 102 93,9 111 6,7 11,9 10,3
CBNA 102 93,7 88,7 14,5 11,8 8,3

Niveis de concentracdo baixa, média e alta, respectivamente: 1,56, 25 e 100 ng/mL para A°>-THC, CBD e CBN;
3,12, 25 ¢ 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢ CBNA

Os resultados da precisao intermediaria na matriz 6leo demonstraram uma consistente
e satisfatoria precisdo para a maioria dos analitos com a adi¢ao de IS. No entanto, foi observado
que sem a adigdo de IS, os analitos acidos (THCA-A, CBDA e CBNA) apresentaram valores
de DPR% acima de 15% (Tabela 14).
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Tabela 14: Precisdo intermedidria (DPR, %) dos 6 analitos em matriz 6leo (n=9-10)

Com adicao IS Sem adicao IS

Analito Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
A°-THC 14,5 2,3 3,6 16,6 15,6 18,4
CBD 12,0 8,6 4,8 12,0 12,6 18,5
CBN 12,0 9,7 9,9 17,6 15,0 3,7
THCA-A 16,7 8,6 8,1 22,4 24,9 19,0
CBDA 13,5 17,3 9,9 21,1 32,7 31,2
CBNA 15,3 13,8 15,6 13,1 36,1 37,4

Para precisdo intermediaria (n = 9-10) dos 6 analitos em o6leo nos niveis de concentragdo baixa, média e alta,
respectivamente: 1,56, 25 ¢ 100 ng/mL para A>-THC, CBD ¢ CBN; 3,12, 25 ¢ 100 ng/mL para THCA, CBDA ¢
CBNA

Os resultado confirmaram que o uso de padrdo interno melhora a performance do
método e foi utilizado para andlise das amostras reais, € o método foi validado na menor
concentragdo testada, 1,56 ng/mL para os canabinoides neutros e 3,12 ng/mL para os acidos.
Considerando uma dilui¢do 1:10%, 0 LOQ para o material vegetal é de 0,09% para neutros e
0,18% e para os 4cidos. Para as amostras de 6leos (dilui¢do de 1:10%), 0 LOQ é de 0,015% para

os canabinoides neutros e 0,03% para os acidos (Tabela 15)

Tabela 15: Limite de detec¢do (LOD), Limite de quantificacdo (LOQ) para os 6 analitos em
material vegetal e 6leos

. Material vegetal \ Oleos \
Analito
LOD (%) LOQ (%) LOD (%) LOQ (%)

A°-THC 0,011 0,09 0,0019 0,015

CBD 0,011 0,09 0,0019 0,015

CBN 0,011 0,09 0,0019 0,015

THCA-A 0,022 0,18 0,0038 0,03

CBDA 0,022 0,18 0,0038 0,03

CBNA 0,022 0,18 0,0038 0,03

3. Analise das amostras de 0leo e material vegetal
Uma vez validado o método de quantificagdo, foram analisadas 27 amostras de

Oleo/resina de cannabis, sendo 4 amostras de haxixe provenientes de apreensdes da PF e as
demais doacdes ao Laboratério de Toxicologia da UnB. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 16. THC e o CBD foram os canabinoides com maior numero de amostras quantificadas

(85%), com niveis que variaram de 0,3 a 60,9% (média de 15,1%) e 0,1 a 29,8% (média 3,4%),

52



respectivamente. O CBN teve 74% de amostras quantificadas, com niveis entre 0,2 ¢ 25,8%

(média 2,6%). Quinze amostras continham THCA (0,3 a 9,3%), CBDA em apenas 8 amostras
(1,4-12,2%) e o CBNA em 2 amostras (2,9 e 3,0%).

Tabela 16: Resultados da quantificagdo de canabinoides por LC-MS/MS em 6leos/haxixe
(média das duplicatas, em %)

Amostra THC THCA CBD CBDA CBN CBNA
OL1-22 |60,9 (62,6;59,1) 1,4(1,4:1,4) 6,7 (8,7;:4,7) ND 2,4 (2,6:2,2)| 2,9(3,0;2,8)
OL2-22 |51,5(50,4:52,7)| 1,9 (2,2:1,5) 2,4 (2,8;1,8) ND 3,5 (3,7:3,4)| 3,0 (3,4:2,6)
OL3-22 [37,2(40,8;33,6)| 0,5(0,5:0,5)  [2,5(2,72;2,24) ND 3,1 (3,2:3,0) ND
OL4-22 (25,4 (28,0:22,8)| 4.9 (4,9:4,9) 0,4 (0,4;0,4) |6,5(6,3;6,7) 0,3 (0,3;0,3) ND
OL5-22 (23,6 (25,0,22,2)| 1,8(1,3:2,3) 0,2 (0,2;0,2) |2,4(2,3;2,5) 0,2 (0,2:0,2) ND
OL6-22 [20,3 (20,0;20,6) 1,0 (1,0;1,0) 0,3 (0,3;0,3) | 1,4 (1,5;1,3) |0,2 (0,2:0,2) ND
OL7-22 [18,9 (20,0; 17,8)| 2.6 (2.,0: 3,2) 0,3 (0,3;0,3) |3,5(3,5:3,5) |0,6 (0,6;0,6) ND
18,7 12,2 (10,1;
OL8-22 | 3,5(3.,5:3,5) 9,3(8,5; 10,3) (17,9:19,3) 14,2) 0,2 (0,2;0,2) ND
OL9-22 | 2,5(2,5:2,5) 1,7 (1,5; 1,9) 0,1(0,1;0,1) |2.2(2,6:1,8) [0,4 (0,4;0,4) ND
OL10-22 | 1,5(1,5;1,5) 5,3 (5,5:5,1) 0,6 (0,6;0,6) |7.1(7,3;6,9) ND ND
25,8
OL11-22 | 1,5(1,6;1,4) 3,0 (3,8;2,2) 1,1(1,0;1,2) |3,9(3,9;3,9) | (25,0;26,6) ND
29,8
OL12-23 | 6,0(6,1;5,9) <LOQ (26,9:32,6) ND 0,3 (0,3;0,3) ND
OL13-23 | 0,3 (0,3;0,3) <LOQ 0,2 (0,2;0,2) ND 0,2 (0,2;0,2) ND
OL14-23 | 1.4(1,6;1,3) | 0.26(0,26;0,26) | 0,3 (0,3;0,3) ND 0,2 (0,2;0,2) ND
OL15-23 <LOQ <LOQ 2,1(2,1;2,1) ND <LOQ ND
OL16-23 | 1,5(1,6;1,5) <LOQ 0,2 (0,3;0,1) ND <LOQ <LOQ
OL17-23 | 3,0 (2,6:3,5) <LOQ <LOQ ND 0,2 (0,2;0,2) ND
0,5

OL18-23 | 2,1(2,4;1,7) ND 2,7 (2,8:2,6) ND (0,54:0,50) ND
OL19-23 <LOQ ND 1,7 (1,6;1,8) ND 0,3 (0,3;0,3) ND
OL20-23 | 0,6 (0,6;0,6) ND 1,3 (1,26;1,36) ND <LOQ ND
OL21-23 | 0,5 (0,5;0,5) ND 1,2 (1,29:1,16) ND <LOQ ND
OL22-23 <LOQ ND 1,9 (1,9;1,9) ND <LOQ ND
0L23-23 <LOQ ND 1,7 (1,7;1,7) ND <LOQ ND
HX1-18 |17,5(16,7:18,2)| 0,2 (0,2;0,2) 1,4 (1,4;1,3) ND 9,1 (9,3;8,9) ND
HX2-21 (58,5 (58,5; 58,5)| 0,3 (0,3;0,3) <LOQ ND 3,9 (3,9:3,9) ND
HX3-21 | 7,5(7,1;7.8) 0,2 (0,2;0,2) <LOQ ND 0,8 (0,8:0,8) ND
HX4-21 | 2,3(2,3;2,3) ND <LOQ ND 0,4 (0,3;0,4) ND
MEDIAS 15,1 2,3 3,4 4,9 2,6 2,9

‘Meédia das amostras quantificadas (= LOQ);. O LOQ para canabinoides neutros (THC, CBD, CBN) ¢ de 0,015%,
enquanto para canabinoides acidos (THCA, CBDA, CBNA) ¢ de 0,03%. Nao detectado(ND), Oleo (OL), Haxixe

(HX)

As amostras de material vegetal foram classificadas de acordo com suas caracteristicas:

raizes (5 amostras), folhas (3 amostras), folhas e inflorescéncias (4 amostras), inflorescéncias
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(10 amostras), e material prensado (92 amostras). Os resultados estdo mostrados nas Figuras 23
e 24 e Tabela 17

Nas folhas, THC, THCA e CBN estiveram presentes em todas as amostras, variando de
0,2-1% (média 0,7%), 0,7- 2,8% (1,76%) e 0,3-0,4% (0,36%), respectivamente. CBDA esteve
presente em duas amostras, ambas com 0,2%, e CBD e CBNA nao foi quantificado em nenhuma
amostra.

Em amostras de folhas e inflorescéncias, THC, THCA e CBN estavam presentes em
todas as amostras, variando de 1-4% (média 2,0%), 1-2,8% (1,77%) ¢ 0,4-1,1% (0,6%),
respectivamente. CBDA estava presente em apenas uma amostra (0,2%), enquanto CBD e
CBNA estavam abaixo do LOQ em todas as amostras.

As inflorescéncias apresentaram valores de THC, THCA e CBN que variaram de 4-
18,7% (média 6,4%), 1,2-28,8% (6,9%) e 0,4-6,4% (2,73%), respectivamente. CBNA estava
presente em oito amostras, com teores de 0,2-1,5% (média 0,51%), enquanto CBD e seu
precursor acido estavam presentes em apenas uma amostra, com 0,1 e 0,2%, respectivamente.
A amostra que apresentou os maiores niveis de THC e THCA também continha todos os outros
canabinoides acima do LOQ (Figura 23).

Nas raizes, os canabinoides apresentaram valores < LOQ para todos os compostos,
exceto uma amostra que apresentou CBN na concentracao de 0,2%. Dentre as seis amostras de
raiz, apenas uma apresentou niveis quantificaveis de canabinoide, CBN com 0,9%.

Todas as 92 amostras de material prensado apresentaram valores de THC, THCA e CBN
que variaram de 0,3-13,2% (média 5,1%), 0,2-8,7% (média de 2,5%) e 0,2-2,8% (média 1,0%),
respectivamente. O CBNA foi encontrado em um ter¢o das amostras ¢ variou de 0,2-0,5%
(média 0,25%), enquanto CBD e CBNA estavam abaixo do LOQ em todas as amostras (Figura
24).
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Tabela 17: Resultados da quantificagdo de canabinoides por LC-MS/MS em material vegetal
(média de duas sub-amostras, em %)

Amostra THC THCA CBD CBDA CBN CBNA
F1-21 0,9 (1,0;0,8) [1,8(1,7;1,9)] <LOQ <LOQ 0,4(0,4,04)| <LOQ
F2-21 1,0 (1,0;1,1) [2,8(2,8;2,8)] <LOQ |0,2(0,2;0,2) 10,4 (0,4;0,4)] <LOQ
F3-21 0,2 (0,2;0,2) 10,7 (0,7;0,7)| <LOQ 0,2(0,2;0,2)0,3(0,3;0,3)] <LOQ

MEDIA 0,7 1,76 <LOQ 0,2 0,36 <LOQ
F11-21 2,3(2,2;2,3) [2,1(2,1;2,1)] <LOQ <LOQ 1,1 (1,0;1,1)| <LOQ
FI12-21 4,0 (3,8:4,2) [2,8(3,0;2,5)| <LOQ <LOQ 0,4(0,4,04)| <LOQ
FI13-21 1,0 (0,9;1,0) [1,0(1,0;0,9)] <LOQ |0,2(0,2;0,2) 10,5(0,5;0,5)| <LOQ
FI14-21 1,0 (1,0;0,9) [1,2(1,2;1,2)| <LOQ <LOQ 0,4(0,4,04)| <LOQ

MEDIA 2,0 1,77 <LOQ 0,2 0,60 <LOQ
INI-21 [18,7(4,38;33,0)]28,8(8,5;49) 0,1(0,1;0,1)] 0,5(0,5;0,5) (6,4 (1,7;11,0) 1,5
IN2-21 5,5(7,3;3,9) 14,8(5,3;:4,4)| <LOQ <LOQ 3,0(3,7;2,3) 10,5(0,5;0,5)
IN3-21 4,3(4,3;4,3) [5,1(5,2;5,0)] <LOQ <LOQ 2,5(2,6;2,3) 10,5(0,5;0,5)
IN4-21 5,2(5,2;5,2) 14,5(4,5:4,5) | <LOQ <LOQ 3,0(3,0;3,0) | 0,4(0,4;0,4)
INS5-21 6,2 (6,2;6,2) | 6,1(6,1;6,1) | <LOQ <LOQ 2,0(2,0;2,0) 10,3(0,3;0,3)
IN6-21 4,2(4,2;42) |1,2(1,2;1,2) | <LOQ <LOQ 3,9(3,6:;4,2) |1 0,2(0,2;0,2)
IN7-21 5,4(5,2;5,4) 13,1(2,9;3,2) | <LOQ <LOQ 3,2(3,2;3,2) 10,3(0,3;0,3)
INS-21 4,6(4,4:4,8) |4,6(4,3:4,9)| <LOQ <LOQ 2,3(2,4;2,2) 10,4(0,4;0,4)
IN9-21 6,0(5,7;6,3) [9,0(8,0;10,0)] <LOQ | 0,2(0,2;0,2) [0,4(0,4;0,4)| <LOQ

IN10-21 4,03,7;4,3) 11,8(1,3;2,3)| <LOQ | 0,2(0,2;0,2) | 0,6(0,6;0,6) <LOQ

MEDIA 6,4 6,9 0,1 0,2 2,73 0,51
R1-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
R2-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
R3-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
R4-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
R5-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,2(0,2;0,2) | <LOQ
R6-22 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

MEDIA <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,2(0,2;0,2) <LOQ
MTI1-21 13,2 6,0 (5,4;6,5)| <LOQ ND 0,9(0,9;0,9) 10,5 (0,5;0,5)

(12,5;13,8)

MT2-21 (10,0 (9,9;10,1)] 2,1(2,1;2,1) | <LOQ ND 1,1(1,1;1,1) 10,5 (0,5;0,5)

MT3-21 8,2 (7,9;8,5) 10,5(0,5;0,5)| <LOQ ND 1,6(1,6;1,6) ND

MT4-21 8,1(8,1:8,1) 144 (4,6;42)] <LOQ ND 0,7(0,7;0,7) 0,5

MT5-21 8,0(7,7;8,3) 10,6(0,6;0,6) | <LOQ ND 2,0(2,0;2,0) ND

MT6-21 7,9(7,6:8,0) |3,6(4,3;2,9)| <LOQ ND 1,7(1,8;1,6) 0,5

MT7-21 7,9(7,7;8,0) |4,0(4,0;4,0) | <LOQ ND 0,8(0,8;0,8) ND

MTS-21 7,9(7,7;8,0) | 5,6(5,3;6,0) ND ND 0,9(0,9;0,9) ND

MT9-22 7,9(7,9;7,9) |2,4(2,3;2,6) ND ND 0,8(0,8;0,8) ND

MT10-21 | 7,8(7,7;7,9) | 2,4(2,4;2,4) ND ND 0,4(0,4;0,4) ND

MTI11-22 | 7,7(7,7;7,7) | 1,1(1,1;1,1) ND ND 1,7(1,7;1,7) ND

MTI12-22 | 7,5(7,4;7,6) | 1,6(1,4;1,8) ND ND 1,2(1,2;1,2) ND

MT13-22 | 7,4(7.4;7,4) |4,3(4,3;4,3) ND ND 0,9(0,9;0,9) ND

MT14-22 | 7,3(7,3;7,3) | 1,8(1,8;1,8) ND ND 1,0(1,2;0,8) ND

MT15-22 | 7,2(7,2;7,2) |3,9(4,0;3,8) ND ND 1,0(1,0;1,0) ND

MTI16-22 | 7,2(7,2;7,2) |1,6(1,4;1,8) | <LOQ ND 0,8(0,8;0,8) <LOQ

MT17-22 | 7,1(7,6;6,4) |2,1(2,1;2,1)| <LOQ ND 1,1(1,1;1,1) 10,2 (0,2;0,2)
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Amostra THC THCA CBD CBDA CBN CBNA
MTI18-22 | 7,0(7,3;6,7) |4,4(4,6;42)| <LOQ ND 0,7(0,7;0,7) 0,2
MT19-22 | 7,06,4;7,6) | 1,9(1,9:1,9) | <LOQ ND 0,6(0,6:0,6) | <LOQ
MT20-22 | 6.9 (6,9;6,9) |0,5(0,5;:0,5) | <LOQ ND 1,7(1,7;1,7) | <LOQ
MT21-22 | 6,8(7,5:6,5) |4,1(4,1;:4,1)| <LOQ ND 0,7(0,7;0,7) [ 0,2(0,2;0,2)
MT22-22 | 6,8(6,6;6,9) |4,4(4,4:44)| <LOQ ND 0,7(0,7:0,7) | <LOQ
MT23-22 | 6,7(6,8;6,6) |3,1(3,1;3,1)| <LOQ ND 0,6(0,6:0,6) |  <LOQ
MT24-22 | 6,7(6,9:6,5) | 1,6(1,6:1,6) | <LOQ ND 0,9(0,9:0,9) | 0,2(0,2:0,2)
MT25-21 | 6,7(6,9;6,4) |2,0(2,0;:2,00] <LOQ ND 2,8(2,9:2,7) [0,2(0,2;0,2)
MT26-21 | 6,6(6,6:6,6) |5.6(54:5,7)| <LOQ ND 0,4(0,4;0,4) [0,2(0,2;0,2)
MT27-22 | 6,6 (6,8;6,4) | 1,8(1,8;1,8)| <LOQ ND 1,0(1,0;1,0) | <LOQ
MT28-22 | 6,5(6,9;6,2) |0,4(0,4;,0,4)| <LOQ ND 1,8(1,6;2,0) | <LOQ
MT29-22 | 6,5(6,5:6,5) | 1,0(1,2;0,8) | <LOQ ND 0,5(0,5:0,5) | <LOQ
MT30-22 | 6,4(6,3;6,5) | 1,6(1,4;1,8)| <LOQ ND 0,9(0,9:0,9) | <LOQ
MT31-22 | 6,4 (6,4:64) [3,13,03,2)| <LOQ ND 0,4(0,4:04) | <LOQ
MT32-22 | 63(6.4:6,2) |3.6(3,6:3,6) | <LOQ ND 0,3(03;03) | <LOQ
MT33-22 | 6,3(6,1:6,5) |2,1(2,1;:2,1)| <LOQ ND 0,8(0,8:0,8) | <LOQ
MT34-22 | 6,2(6,2:6,2) |3.,7(3,7:3,7) | <LOQ ND 0,3(03;03) | <LOQ
MT35-21 | 6,1(5,9:6,3) | 1,6(1,6;1,6)| <LOQ ND 1,7(,7,1,7) | <LOQ
MT36-21 | 6,05,9:6,1) |2,5(2,5:2,5)| <LOQ ND 1,2(1,4;1,0) | 0,2(0,2;0,2)
MT37-21 | 5.8(5,6:6,0) |5,7(4,9;6,4)| <LOQ ND 1,6(1,6;1,6) |0,3(0,3;0,3)
MT38-21 | 5,7(5,5:5,9) |2,0(2,1;1,9)| <LOQ ND 2,12,1;2,1) 0,2(0,2;0,2)
MT39-21 | 5,6(5.6:5.6) |2.3(2,3;:2,3) | <LOQ ND 1,7(1,7:1,7) 0,2(0,2;0.,2)
MT40-21 | 5.6(54:5.7) [3,1(3,0;3,2)| <LOQ ND 1,0(1,0;1,0) [0,2(0,2;0.,2)
MT41-21 | 5605457 [333,2:3,4) | <LOQ ND 2,1(2,1;2,0) [0,2(0,2;0,2)
MT42-21 | 5,5(5,2:5,9) |5,7(4,9;6,4)| <LOQ ND 2,0(2,0;2,0) [ 0,3(0,3;0,3)
MT43-21 | 5,5(5,5:5,5) | 4,8(4.8:4,8) | <LOQ ND 0,7(0,7:0,7) | 0,2(0,2:0,2)
MT44-21 | 5,5(7,2;3,9) 0,9(0,9;0,9) | <LOQ <LOQ | 1,2(1,0;14) | <LOQ
MT45-21 | 54(5,2:5,7) ]0,2(0,2;0,2)| <LOQ ND 13(1,3;1,3) |  <LOQ
MT46-22 | 5.4(5.3:5.5) | 1,6(1,6:1,6) | <LOQ <LOQ | 1,0(1,0;1,0) | <LOQ
MT47-22 | 5.2(5,0;5.4) |1,0(1,0;1,0)] <LOQ <LOQ [ 0,9(0,9;0,9) | <LOQ
MT48-22 | 52(5,2:52) [1,2(1,2;1,2)] <LOQ <L0Q | LI(LL:1,)| <LOQ
MT49-22 | 5,1(51;51) |1,5(1,5;1,5)| <LOQ <LO0Q | 1,6(1,4:1,7)| <LOQ
MT50-22 | 5,1(51;5,1) |0,2(0,2;02)] <LOQ <LOQ | 1,4(1,2:1,6) | <LOQ
MT51-22 | 5,0(4,9;5,1) |0,8(0,6;1,0)] <LOQ <LO0Q | 12(1,2:12)| <LOQ
MT52-22 | 4,8(4,7:4,9) |1,0(1,0;1,0)| <LOQ <LOQ | 0,8(0,8;0,8) | <LOQ
MT53-22 | 4,7(52:4.2) [2,12,1;2,1)| <LOQ <LOQ | 2,4(2,0:2,8) | <LOQ
MT54-22 | 4,6(4,4:4,8) |0,8(0,8;0,8) | <LOQ ND 1,7(1,8,1,6) | <LOQ
MT55-21 | 4,6(4,4:4,8) |8,7(9,1:83) | <LOQ <LOQ | 1,5(1,5:1,5) | 0,4(0,4:0,4)
MT56-22 | 44(43:42) | 1L,1(1,1;1,1)| <LOQ ND 0,6(0,6:0,6) | <LOQ
MT57-22 | 43 (4,3:43) [0,4(0,4,04)| <LOQ <L0Q | 1,6(1,4:1,7)| <LOQ
MT58-22 | 43 (4,3:43) [2,12,1;2,1)| <LOQ <LOQ | 0,8(0,8:0.8) | <LOQ
MT59-22 | 43 (4,4:4,2) 10,5(0,5;0,5)| <LOQ ND 1,01,0,1,0) | <LOQ
MT60-21 | 43(4,4:42) 0,4(0,4,04)| <LOQ ND 1,7(1,8;1,5) | <LOQ
MT61-22 | 4,1(4,1:4,1) |1,3(1,3;1,3)| <LOQ ND 1,4(1,4;,1,4) | <LOQ
MT62-22 | 4,1(3,9:42) [434,2;44) | <LOQ ND 0,8(0,8;0,8) |0,2(0,2:0,2)
MT63-22 | 4,0(3,2:4,8) [3,1(3,0;3,2)| <LOQ ND 0,8(0,8:0,8) | <LOQ
MT64-22 | 4,03,8:4,2) |1,6(1,6;1,6)| <LOQ ND 0,8(0,8;0,8) | 0,2(0,2:0,2)
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Amostra THC THCA CBD CBDA CBN CBNA
MT65-21 | 3,9(3,9;3,9) |0,4(0,4:0,4)| <LOQ ND 1,8(1,8;1,8) | <LOQ
MT66-22 | 3,9 (3.9;3,9) |1,0(1,0;1,0)| <LOQ ND 1,1(1,1;1,1) | <LOQ
MT67-21 | 3.8(3,7:3,9) |0,2(0,2;0.2)| <LOQ ND 0,7(0,7;0,7) | <LOQ
MT68-22 | 3,7(3,8:3,6) |0,8(0,6;1,2)| <LOQ ND 1,0(1,0;1,0) | <LOQ
MT69-22 | 3,6 (3,6;3.6) |5,7(5.8;5,5) | <LOQ <LOQ | 0,7(0,7;0,7) | 0,2(0,2;0,2)
MT70-21 | 3,6(3,7;3,4) |1,9(1,9:1,9)| <LOQ ND 0,9(0,9:0,9) | <LOQ
MT71-22 | 3,5(3,5:3,5) |5,6(5,5;5,7)| <LOQ <LOQ 1,5(1,5;1,5) | 0,3(0,3;0,3)
MT72-22 | 3,5(3,6;3.4) |7,3(7,1;7,5)| <LOQ <LOQ 1,1(1,1;1,1) | 0,4(0,4;0.4)
MT73-22 | 3.4(3.4:34) |4,2(4,2;:42)| <LOQ <LOQ | 0,8(0,8:0.8) [0,2(0,2;0,2)
MT74-22 | 3,2(3,2;3,2) |2,3(2,3:2,3) | <LOQ ND 0,3(0,3;0,3) | <LOQ
MT75-22 | 3,1(3,0:3,2) |3,8(4,2;3.4)| <LOQ <LOQ | 0,3(0,3;0,3) | 0,2(0,2;0,2)
MT76-22 | 3,0(3,2:2,8) |0,8(0,8;0.8) | <LOQ <LOQ 1,4(1,4;,14) | <LOQ
MT77-21 | 2,9(2,9;2.9) |1,5(1,5:1,5)| <LOQ <LOQ | 0,6(0,6;0,6) | <LOQ
MT78-22 | 2,7(2,7:2,7) 13,9 (4,0;3,8)] <LOQ <LOQ | 0,6(0,6;0,6) | 0,2(0,2;0,2)
MT79-22 | 2,7(2,8;2,6) |2,1(2,1;:2,1)| <LOQ ND 0,7(0,7;0,7) | <LOQ
MT80-22 | 2,4(2,4:2,4) |5,2(5,0;54)| <LOQ <LOQ ]02(0,2;0,2) | <LOQ
MTS81-22 | 2,3(2,3;2.3) |3,4(3,2:3,6)| <LOQ ND 0,6(0,6;0,6) | 0,2(0,2;0,2)
MTS82-22 | 2,3(2,3:2,3) |3,4(3,2;3.4)| <LOQ ND 0,5(0,5;0,5) |0,2(0,2;0,2)
MT83-22 | 2,0(2,0:2,0) |1,0(1,0;1,0)| <LOQ <LOQ [0,8(0,8;0.8) | <LOQ
MT84-22 | 2,0(2,0:2,0) |2,7(2,6;:2.8)| <LOQ ND 0,4(0,4;0,4) | 0,2(0,2;0,2)
MT85-22 | 1,8(1,7:1,9) |3,5(3,5;3,5)| <LOQ <LOQ | 0,6(0,6;0,6) | <LOQ
MT86-22 | 1,5(1,4;1,6) |2,6(2,6:2,6)| <LOQ <LOQ |0,5(0,5;0,5) | <LOQ
MT87-21 | 1,4(1,4:1,4) |2,4(2,6;:2,6)| <LOQ ND 0,7(0,7:0,7) | <LOQ
MT88-21 | 1,1(1,0;1,1) | 1,1(1,1;1,1)| <LOQ <LOQ |0,8(0,8;0,8) | <LOQ
MT89-22 | 0,9 (0,9;0,9) |3,7(3,6:3,8) | <LOQ <LOQ |0,5(0,5;0,5) | <LOQ
MT90-22 | 0,7 (0,7;0,7) |3,1(2,8;3.3)| <LOQ <LOQ | 0,4(0,4;0.4) | 0,2(0,2;0,2)
MT91-22 | 0,6(0,7;0,5) | 1,1(1,1;1,1)| <LOQ <LOQ ]0,9(0,9;0,9) | <LOQ
MT92-22 | 0,3(0,3;0,3) |4,5(3,9;5.,1)| <LOQ ND 0,5(0,5;0,5) |0,2(0,2;0,2)
MEDIA® 5,1 2,58 <LOQ <LOQ 1,0 0,2(0,2;0,2)

*Média das amostras quantificadas (>LOQ);. O LOQ para canabinoides neutros (THC, CBD, CBN) ¢ de 0,09%,
enquanto para canabinoides acidos (THCA, CBDA, CBNA) ¢ de 0,18%. Nao detectado(ND), Folhas (F), Folhas

e inflorescéncias (FI), Inflorescéncias (IN), Raizes (R), Material prensado (MT)
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VI. DISCUSSAO
O método foi validado para analise de material vegetal e produtos oleosos a base de

cannabis. E um método rapido por LC-MS/MS com tempo de corrida de 11 minutos e forneceu
a separagao cromatografica de todos os analitos de interesse no estudo. Os métodos de analise
de canabinoides disponiveis na literatura, que quantificam simultaneamente mais de trés
canabinoides, requeriam 11 minutos ou mais (MENG et al., 2018, HSU et al., 2021, GALANT
et al., 2022). Portanto, o curto tempo de execu¢do do método validado ird melhorar a eficiéncia
da rotina dos laboratorios que analisam cannabis para fins regulatorios.

Ao considerar os métodos de quantificacdo, a espectrometria de massas é sensivel e
seletiva, o que ¢ ideal para monitorar muitos compostos que sdo semelhantes em estrutura e
massa, como ¢ o caso dos fitocanabinoides. No entanto, isso requer que as amostras sejam
extensivamente diluidas antes da andlise. Esse método pode quantificar canabinoides em niveis
de 0,0002-20% (MCRAE e. MELANSON, 2020), 0.05-35% (BERTHOLD et al., 2020), 50-
2500 ng/g (HSU et al., 2018) e 0,01-5% (GALANT et al., 2022). Outros sistemas de deteccao,
como UV ou DAD, ndo sdo tdo sensiveis e seletivos, mas permitem que maiores concentragdes
de analitos sejam injetadas para analise, o que pode reduzir o tempo de preparacdo da amostra
(WANG et al. 2016; CARVALHO et al. 2020;).

A fonte de ionizagdo escolhida foi a por electrospray (ESI), operando no modo positivo
para detec¢do dos compostos acidos (THCA-A, CBDA e CBNA) e neutros (THC, CBD e
CBN), como também descrito por outros autores (HSU et al., 2021; MCRAE e MELANSON,
2020). Embora o modo de ion negativo seja o ideal para os canabinoides acidos (CITTI et al.,
2017. Considerou-se também o fato de que seria necessario criar dois métodos diferentes, ja
que o equipamento utilizado no estudo ndo permite a troca de polaridade ao longo da corrida.
Portanto, o modo positivo foi adotado

A curva de calibragdo para as duas matrizes foi realizada em solvente, uma vez que nao
foi verificado efeito de matriz nas diluicdes de 1/10* para o material vegetal e 1/10 para os
0leos. Portanto a quantifica¢do tanto do material vegetal quanto dos 6leos pode ser feita em
uma Unica corrida utilizando a mesma curva. O estudo realizado por Meng ef a/ (2018) também
ndo constatou nenhum efeito significativo de matriz para 6leo e material vegetal, similar ao
encontrado por Galant et al (2022) com dilui¢do de 1/10° vezes com 6leo, ambos por LC-
MS/MS.

A preparacgao de amostras foi feita em conformidade com o estudo de Wang et al (2018)
que para alcancar um melhor sistema de solvente para extragdo com recuperagdo satisfatéria

testaram solventes, incluindo metanol, etanol e acetonitrila nos canabinoides CBDA, THCAA
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e A°-THC em material vegetal. Além disso, analisaram as misturas de acetonitrila e metanol em
diferentes proporgdes e concluiram que o melhor sistema de solvente de extragdo foi uma
mistura de 80% de acetonitrila e 20% de metanol. Gul ez al. (2018) também utilizaram os ACN
e MeOH nas mesmas proporg¢des para extrair canabinoides em amostras de raizes. J4 em 6leos,
Galant et al (2022) testaram diferentes solventes, volumes e tempos de extracdo para testar a
eficiéncia da extracdo de 130 canabinoides em oleo e concluiram que aumentar o volume do
extrator e estender o tempo de extragdao nao teve efeito na recuperacao da extragao.

Amostras de material vegetal e 6leos/haxixe a base de cannabis foram avaliadas com as
condi¢des validadas por LC-MS/MS. Com base na faixa de concentracdes de canabinoides das
varias amostras, os extratos de cannabis foram diluidos em 1/10%, 1/10°, enquanto as amostras
de 6leos/resinas foram diluidas em 1/10°, 1/10*e 1/103, com LOQs para canabinoides neutros
entre 0,09 no material vegetal a 0,015% para 6leos/resinas. Devido a alta concentragdo de
canabinoides na matriz, ndo ¢ viavel adicionar padrdes internos diretamente na matriz antes da
extragdo devido ao alto custo desses padrdes. Por isso, um método comum de quantificagdo ¢
preparar curvas de calibragdo em solvente e diluir extratos de matriz dentro da faixa da curva
de calibracdo (MCRAE e. MELANSON, 2020).

No presente estudo 6 amostras de raizes foram analisadas, mas apenas uma amostra
continha canabidiol em niveis quantificaveis (0,2% de CBN). Gul ef al. (2018) quantificaram
CBG, CBGA, CBD, CBDA , A°-THC, THCA-A, A3-THC,THCV,CBC e CBN (LOQ de 0,05
mg/kg, ou 0,000005%; LC-MS/MS) em todas as 12 amostras de raizes de cannabis, com teor
de A>THC que variou 0,25-2,37 mg/kg e 8,3-16,94 mg/kg de THCA-A . Conforme a UNODC
(2022) o teor de THC total em raizes ¢ <0,03%, que se encontra abaixo do LOQ do presente
trabalho (0,09%).

As amostras de material vegetal contém mais percursores acidos do que os 6leos, ja que
na biomassa fresca, cerca de 95% dos canabinodides se encontram em suas respectivas formas
acidas. Ja nos 6leos sao comumente encontradasteor as formas neutras, ja que esses produtos
passam por etapas que favorecem descarboxilagao dos acidos induzida pela luz/calor (TAURA
etal.,2007, THOMAS; ELSOHLY, 2016; PROTTI et al., 2019, TAHIR et al.,2021). Todas as
amostras de folhas analisadas apresentaram teor de THCA>THC e CBDA>CBD, ja nas
inflorescéncias um tergo apresentou a mesma propor¢ao de dcidos em relagdo a neutros. Apenas
uma amostra de inflorescéncia apresentou todos os canabinoides acima do LOQ e quase todas

as amostras apresentaram CBNA acima do LOQ.
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Os niveis de THC e seu acido atingiram respectivamente seus valores maximos nas
amostras de folhas de 1 e 2,8%, nas inflorescéncias de 18,7 € 28,8% e nas folhas/inflorescéncias
de 4 ¢ 2,8%.. Esses teores estdo acima do que € encontrado na literatura, que segundo a UNODC
(2022) o teor total maximo THC para folhas de até 2% e para inflorescéncia varia de 10-14%.
Estudo realizado na Suica (SGRM, 2022) revelou que apreensdes de cannabis herbacea sem e
com inflorescéncias estdo abaixo de 10%. No entanto, conforme a Health Canada (2023), folhas
e flores de material de ervas frescas ou plantas pode conter até 30% de THC total.

Meng et al. (2018) quantificaram 40 produtos a base de cannabis disponiveis no Canada,
incluindo 6leos, materiais vegetais e cremes, dos quais 38 continham niveis de THC muito
abaixo do limite legal canadense para produtos a base de cannabis (0,01%). Os produtos
apresentaram uma ampla variedade de concentragdes de CBD que variou de < 0.19 a 8,4 ng/g.

No presente estudo, dos 27 6leos analisados, apenas 4 estavam dentro do limite imposto
pela legislacdo e 4 amostras apresentaram nivel de CBD abaixo do LOQ. Os resultados das
analises dos 6leos revelaram que todas as amostras apresentaram teor de THC alcangando o
maximo de 60,9% e CBD variou de 0,1-29,8%. Ainda conforme o conforme a Health Canada
(2023), 6leos de cannabis, haxixe e 6leos de haxixe podem conter teor maximo total de THC
de 3%, 60% e 90% respectivamente.

Em geral, os produtos a base de 6leo tinham niveis mais altos de CBD e CBDA do que
as amostras de material vegetal Galant et a/ (2022) verificaram que o conteudo total de CBD
em produtos de cannabis na forma de dleo foi consistente com os declarados no rétulo dos
produtos (5-30%). O teor total de THC encontrado variou de 0,02% a 0,09%. Hsu et al (2021)
analisaram 90 amostras de cosméticos contendo 6leo de semente de canhamo ou extrato de
semente de canhamo como ingrediente; 22 amostras continham THC em concentragdes que
variaram entre 0,063 e 1777ug/g e 11 amostras continham concentragdes de THC acima do
limite legal na maioria das regulamentacdes, como a do Canada que ¢ de 10 pg/g (0,001%).
Trinta e quatro amostras continham CBD, variando entre 0,47 e 37,21 ug/g, e 5 amostras
continham CBN, variando entre 2,22 ¢ 25,17 pg/g. Nao ha um nivel ou limite definido aceitavel
para o CBD em produtos de cannabis ndo medicinais. Embora mais estudos de seguranga sejam
necessarios, o consenso ¢ que o CBD nao tem efeitos prejudiciais em seres humanos, apesar de
ser listado como uma substancia controlada em muitos paises (MENG et al., 2018).

Todos os materiais vegetais apresentaram CBN acima do LOQ, exceto as amostras de
raizes, e apenas um terco apresentaram CBNA. Mais da metade das amostras de o6leo

apresentaram CBN, porém apenas duas amostras apresentaram a presenca de CBNA. A
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presenga de CBN nessas amostras pode ser resultado da descarboxilacdo sofrida pelo seu
precursor acido ou pela oxidagdo do THC. O teor maximo de CBNA encontrado foi nas
inflorescéncias com o teor de 1,5%, o que pode ter sido resultado da isomerizagdao do THCA
(CITTI et al., 2017; CARVALHO et al., 2020; UNODC, 2022). Conforme o estudo de Sarma
et al. (2020), em amostras de inflorescéncia de cannabis, os niveis de CBNA sdo tipicamente

baixos ou até mesmo nao detectaveis.

VII. CONCLUSAO

O rapido aumento na demanda pela andlise de canabinoides em produtos a base de
cannabis resultou na necessidade por métodos analiticos capazes de atender aos requisitos
regulatérios atuais e serem adaptaveis a futuros requisitos. A andlise de material vegetal
também se faz necessdria para o estudo dos quimiotipos da planta, j4 que serd usada como
matéria prima para diversos fins. A aplicacdo de equipamentos analiticos avangados, como o
sistema LC-MS/MS, tornou possivel a validagdo de um método para detectar e quantificar 6
canabinoides em duas diferentes matrizes em uma Unica analise cromatografica de 11 minutos.
Os baixos limites de quantificagdo e a ampla faixa de quantificagdo na matriz relatados neste
trabalho (entre 0,015%-100% para oleos e entre 0,09%-60% para material vegetal) sdo
possiveis gragas as vantagens oferecidas pelo LC-MS/MS. O método demonstrou sensibilidade,
especificidade e precisao durante a analise de amostras de cannabis e pode ser adaptado para
faixas de concentragdo e outras matrizes conforme necessario. Esperamos que este método seja
facilmente adaptado para matrizes mais desafiadoras, como cosméticos e produtos comestiveis.

O método validado foi aplicado com sucesso na analise de 27 produtos a base de
cannabis e 114 amostras de material vegetal. O resultado do estudo concluiu que, dos 27
produtos (6leos e haxixes), 100% continham canabinoides acima do LOQ (4 apenas
CBD/CBDA, 4 apenas THC/THCA, 19 ambos). Uma propor¢ao elevada de produtos analisados
continha THC que alcangou limite maximo de 60,9% e CBD de 29,8%. Nas amostras ndo havia
rotulos, por isso ndo houve comparagao de quantidades declaradas de canabinoides versus as
quantidades reais descobertas. Em relacdo a legislacdo, 15% (4/27) das amostras apresentaram
teor total de THC <0,2%, ou seja, estavam em conformidade com as exigéncias da Anvisa
considerando aplicagdes médicas. Apesar de nao haver, até presente estudo, um teor maximo
legal de THC permitido para material vegetal, foi possivel identificar que essas proporc¢oes
variaram entre diferentes partes das plantas e no material vegetal prensado, o que pode ser

explicado pelas diversas subespécies do género. O material vegetal apresentou maior propor¢ao
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de canabinoides acidos do que os 6leos, o que ja era esperado. Os resultados do estudo
enfatizaram a necessidade de quantificagdo de canabinoides em produtos a base de cannabis
devido as variagdes nos perfis desses compostos entre produtos similares, dado o atual cenario
regulatorio diversificado e em rapida mudanga em todo o mundo.

Por fim, ¢ benéfico para fins cientificos e de fabricacdo avaliar o THC, CBD e seus
respectivos acidos individualmente, uma vez que o THCA-A em si ndo possui efeitos
neurologicos e a conversao para THC in vivo ainda ndo ¢ bem compreendida (MENG ef al.,
2018).

Trabalhos futuros deverdo incluir ndo apenas pesquisas para abranger mais tipos de
matrizes de produtos, mas também investigacdes mais aprofundadas sobre outros canabinoides

potenciais em drogas, cosméticos e outras matrizes complexas.
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