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RESUMO

A planta Cannabis sativa L. possui mais de 500 compostos, incluindo
fitocanabinoides e outros metabdlitos secundarios (e.g. terpenos, alcaldides e
flavondides), sendo o A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e canabidiol (CBD) os
principais constituintes dos produtos de cannabis. O desafio proposto pela
Cannabis sativa L. para a farmacia contemporanea esta em elaborar uma
cadeia produtiva efetiva, capaz de avaliar quais os melhores métodos a serem
utilizados nos processos de extragao, separagao e purificagao dos principios
ativos considerando a formulagdo desejada no produto final. O objetivo desse
estudo é introduzir os principais métodos de obtencao de fitocanabinoides,
abordando as duas primeiras etapas da produg¢ao pds-cultivo: os métodos de
extracido e os métodos de separacao e purificacdo. Os métodos de extragao
apresentados sao a hidroalcdolica (pelo seu alto rendimento e praticidade), a
em fluido supercritico (pela variedade de metabdlitos secundarios obtidos e
efetividade em climas frios), a em liquido pressurizado (pelo ganho de
rendimento em relagdo as extragdes realizadas em pressao atmosférica) e a
prensagem a quente (pela variedade de metabdlitos secundarios obtidos e
praticidade em climas quentes). Para separagao e purificagdo dos extratos
obtidos, temos a extragao de fase sdlida (método simples e de baixo
investimento inicial), a cromatografia de particdo centrifugada (método de alto
investimento inicial, porém, pratico e com baixo custo de realizagao de
processo) e cromatografia liquida de alta eficiéncia preparatéria (método de
alto investimento inicial e alto custo de processo, porém, com maior poder de
separagao dos componentes). A escolha dos métodos é fundamental para a
eficiéncia da producéo.

Palavras-chave: Produtos de Cannabis, Cannabis medicinal, Métodos de
extragao, separagao e purificacao.
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ABSTRACT

Cannabis sativa L. is a plant with over than 500 natural compounds, which
phytocannabinoids and others secondary metabolites (e.g. terpenoids, alkaloids
and flavonoids), being A9-tetrahydrocannabinol(A9-THC) and cannabidiol
(CBD) the main compounds of medical cannabis products. The challenge
proposed by Cannabis sativa L. to pharmaceutical industry is to work with this
variety of compounds without take apart the repeatability and the quality of the
products, selecting the best process to fabricate medical cannabis with desired
formulations. This paper want to introduce the main methods used in extraction,
separation and purification process, which hydroalcoholic extraction (HAE), by
your high yield, supercritical fluid extraction (SFE), by your high variety of
compounds in extract at low temperatures, pressured liquid extraction (PLE), by
your enhancement in yield when compared to extractions made in atmospheric
pressure, and hot pressing, by your high variety of compounds in extract at high
temperatures, solid phase extraction (SPE), by your simplicity and low cost to
purify extracts, centrifugal partition chromatography (CPC), by your facility and
low cost of operation, and preparatory high performance liquid chromatography
(prep-HPLC), by your high efficiency in isolate compounds. Choosing the
methods used in a process to fabricate medical cannabis products is essential
forthe  increment of  production.addressing  orofacial pain  and
temporomandibular disorders.

Keywords: Cannabis Products, Medical Cannabis, Extraction, separation and
purification methods.
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INTRODUGAO

A Cannabis sativa L. € uma planta da familia Cannabaceae, cuja
producdo de metabdlitos secundarios abrange mais de 500 compostos,
incluindo fitocanabinoides, terpenos e flavonoides!". O canabidiol (CBD), o
canabinol (CBN) e o A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) sdo os principais
canabinoides encontrados no extrato da planta®, sendo eles utilizados para
tratamento de diversas patologias psiquiatricas e neuroldgicas: mal de
Alzheimer®®; doenga de Parkinson; transtorno do espectro autista (TEA)®
transtorno do déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH)®; doenca da quinase
5 dependente de ciclina (CDKL5)", sindrome de Dravet e outros quadros
epilépticos®; sindrome de Tourette®; fibromialgia'”; dentre outras!"'2. Ha
outros canabinoides presentes na planta, como o canabigerol (CBG),
canabicromeno (CBC), e as versdes acidas e/ou varin do canabidiol, do
A9-tetrahidrocanabinol e do canabigerol (CBDA, CBDV, CBDVA, THCA, THCV,
THCVA, CBGA, CBGV e CBGVA)"3, e muitos desses compostos também tém
demonstrado potencial para o auxilio no tratamento de diversas patologias!'* .
Para a medicina moderna, os produtos da Cannabis atualmente se equiparam
com a descoberta da penincilina no século XX!"® porém, trazem um novo
desafio para a industria farmacéutica: como lidar com tantos principios ativos
na fabricacao de medicamentos?

Existem trés classes de produtos de cannabis medicinal pautados na
formulacdo dos medicamentos: full spectrum (extrato da planta integral
contendo THC); broad spectrum (extrato da planta integral sem THC); eCBD
isolado!'".,

Ri

AS-THC: R'= H, R*= C5H11 CBD: R'=H, R*= C5H11 CBG: R*=H, R*= C5H11
AS-THCA: R'= COOH, R*=C5H11  CBDA: R'= COOH, R*=C5H11 CBGA: R'= COOH, R*=C5H11
AS-THCV: R'=H, R*=C3H7 CBDV: R'= H, R*=C3H7 CEGV: R'=H, R*=C3H7
AS-THCWA: R'= COOH, R*= C3HY CEDVA: R*=COOH, R*= C3H7 CBGVA: R*= COOH, R*= C3H7
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Figura 1. Principais canabinoides presentes na Cannabis sativa L. e utilizados
nos tratamentos de patologias. Adaptado de: Liu et. al., 202218

O drgéao responsavel por essa fiscalizagao nos Estados Unidos é a Food
and Drug Administration (FDA)'®, sendo hoje o pais com maior produgdo no
mundo % com mais de 60.000 patentes registradas!'”), ndo se restringindo
apenas ao nicho da Cannabis Medicinal, mas também utilizando-a como
matéria-prima para alimentos, bebidas, cosméticos, plantas e drogas licitas,
estimando-se um mercado avaliado em US$46.000.000.000,00 até 2026,
mesmo sem expectativas da legalizagcao de todas as variedades da Cannabis
sativa L. em nivel federal 2" 22,

No Brasil, o érgao responsavel por essa regulamentagdo é a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)?®, com algumas resolugdes
relevantes, dentre elas a 327/2019% e 660/2022% que permitem a fabricagao,
manipulacdo e comercializacao de produtos de Cannabis no pais, participando
da fiscalizagdo e regulamentacdo de associagdes de pacientes, como a
ABRACE? judicializada pela Justica Federal da Paraiba (JFPB)?"! e atuante
nos moldes da RDC 16/20148 e de empresas dentro do mercado nacional de
Cannabis medicinal®,

A escolha dos métodos de extracdo, separacdo e purificacdo é
fundamental para determinar quais metabdlitos secundarios da planta serao
preservados na formulagédo do produto!'®, além das vantagens e desvantagens
oferecidas por cada método. Com isso, o presente trabalho tem como objetivo
introduzir alguns métodos de produgao, partindo da planta ja cultivada, para
utilizacdo em Cannabis Medicinal.
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METODOLOGIA

Foram utilizadas as seguintes bases de dados para pesquisa das
referéncias utilizadas no trabalho de revisdo: Google; Google Scholar; Elsevier
(Science Direct); John Wiley & Sons; Springer Link; Taylor & Francis Group;
PubMed; MDPI; American Society for Pharmaceuticals and Experimental
Techniques (ASPET).

Foram utilizados os seguintes descritores em inglés: medical cannabis;

cannabis market; extraction methods cannabis; supercritical fluid extraction;
supercritial fluid CO2; butane extraction; BHO; hydroalcholic extraction; soxhlet
extraction; separation phase extraction; HPLC; cannabidiol; centrifugal partition
chromatography; hashish.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o cultivo da Cannabis sativa L., a planta passa por processos até
chegar ao produto final, sendo estes classificados em quatro etapas: extragao;
separagdo e purificagdo; identificagdo; e diluigdo!'®*3!. As duas primeiras
etapas da produgao pos-cultivo sdo as responsaveis pela retirada da matéria
vegetal indesejada para a produgcdo de cannabis medicinal (e.g. celulose,
clorofila e ligninas) e selecao dos metabdlitos secundarios de interesse, sendo
elas tratadas a seguir.

Métodos de Extracao

Existem dezenas de métodos de extragdo!’®*? sendo os principais:
extragdo hidroalcdolica®®®; extracdo em fluido supercritico®**°; extragdo em
liquido pressurizado®®; e prensagem a quente!®?,

Extracao Hidroalcéolica: € a extragdo com maior rendimento e a mais
popular no Brasil®*®. Consiste em realizar a lavagem da matéria-vegetal
utilizando um alcool de alta pureza como solvente®?33. Pode ser feita de forma
artesanal, através do método desenvolvido por Rick Simpson e do método
QWISOP ou através de tecnologia laboratorial, com o soxhlet e uma
estufal®>®®_ Apesar do alto rendimento, o uso do etanol como solvente gera
extratos com baixa variedade de compostos da planta, limitando-se aos
canabinoides*?®l,
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Figura 2. Esquematlzagao da extragao Soxhlet Adaptado de:Weggler et.
al., 2020.1%

Extracdo em Fluido Supercritico: € um método de extragcdo comum na
California*®. Consistem em extrair tricomas da Cannabis sativa L. sob baixas
temperaturas, através do arrasto de fluidos supercriticos, como o gelo seco
(CO,) e o butano (C,H,) B®*. A extragdo com gelo seco pode
utilizarcossolventes, como agua (H,O) e alcodis (CH,O ou C,HsO) a fim de
facilitar o arrasto dos tricomas cristalizados, e € o método cujo extrato contém
maior variedade de compostos, abrangendo um amplo espectro de
canabinoides e terpenos ['®42 A extragdo com butano é utilizada para obtengao
de extratos de tetrahidrocanabinol com alta pureza, devendo ser tratada ou
purificada para remocéo de solvente residual por sua alta toxicidade!*4143],

Extracdo em Liquido Pressurizado: é uma extragcdo tradicionalmente
industrial, que utiliza solventes sob alta pressao a fim de acelerar o processo e
maximizar o rendimento da extragdo ['®*°. Os solventes utilizados nessa
extracdo sdo solugbes alcodlicas e cetonas®®. Assim como a extragdo

hidroalcodlica, se limita a producdo de extratos com os canabinoides principais
[18,35]

Prensagem a Quente: € uma nova tendéncia de mercado por nio utilizar
de solventes e pela possibilidade de manter os terpenos da planta no extrato,
sendo um método bastante aplicavel para fabricagdo de produtos
comestiveis***l. E realizada utilizando uma prensa a quente, com controle de
pressdo e temperatura, a fim de extrair de flores, ou de extratos com menor
grau de pureza (sendo também um método de purificacdo), uma resina rica em
canabinoides e terpenos, popularmente conhecida como rosint324049),

Métodos de Separagao e Purificagao
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Assim como os métodos de extracido, ha diversas formas de separar e
purificar extratos vegetais!'®, porém, aqui abordaremos trés dos principais
métodos: extracdo de fase sdlidal*®; cromatografia de particdo centrifugada*’;
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparatoria*®.

Extragdo de Fase Solida: apesar do nome, € um método de
cromatografia, e consiste em utilizar uma coluna de separagdo simples, com
um solvente previamente preparado, aplicando-se uma solugao com o extrato e
um solvente, e um segundo solvente para eluigdo®. Esse método prepara
diversas amostras com diferentes compostos*’. Gallo-Molina et. al. (2019)
utiliza o gel de silica modificado com octadecil (5g, 40-60um) na coluna, com
0,5g de extrato obtido pelo método de fluido supercritico com CO,, diluido em
solucdo aquosa de acido trifluoroacético, e solucido de acetona com acido
trifluoroacético para eluigdo, em um fluxo constante com taxa de 1ml/min,
obtendo 31 amostras com 12ml cada. As amostras ricas em THC foram
misturadas e, posteriormente, secas em estufa, obtendo um extrato purificado
de THCP,

€ Andlitos

@A X Interferentes

+
¢ s i M
b +
A
= Eluigéo dos
o Introdugéio lavagem com solvente )
Condicionamento analitos
da amostra ou clean-up

Figura 3. Esquematizagdo do método de separagéo de fase solida.
Adaptado de: Jardim, 2010°!

Cromatografia de Particdo Centrifugada: € uma técnica de cromatografia
que utiliza a forga centrifuga como potencializador da separacdo de fases ",
utilizada para separacdo de compostos de extratos oleosos °2. Consiste em
preparar uma fase estacionaria (liquida) em anéis com colunas cromatograficas
ligados a um rotor, e uma fase mével (solugdo com os compostos de interesse)
que sera bombeada para dentro dos anéis, passando por todas as colunas até
o ponto de saida (detector ou recipiente)®". Popp et. al. (2017) utiliza o método
para separacao de canabinoides em sua forma acida, utilizando um sistema
bifasico com fase estacionaria acida e fase movel com solvente basico e o

Revista Brasileira de Cannabis, Sdo Paulo, Vol. 3, n. 1, p. 71 a 87, 2024.
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extrato com alto teor de canabinoides acidos (principalmente, CBDA e
CBDVA)®3,

/ ¢ Centrifuga »

// \ Diregdo da forca \

|
|
|
|
12

Amostras

Fase mais leve
superior = mével

Diregao de rotagao Fase mais pesada inferior
-—

= estacionaria

Figura 4. Esquematizagdo da cromatografia de particdo centrifugada.
Adaptado de: Bojczuk, Zyzelewicz & Hodurek, 2017%"

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparatoria: utiliza-se uma
coluna cromatografica preparada com uma fase estacionaria, podendo esta ser
um solido seco, um liquido retido em um sdlido, ou um gel para separagéo dos
compostos. Prepara-se uma solugdo como fase mével e bombeia-se a mesma
na coluna com uma taxa controlada. A amostra € injetada no caminho entre a
bomba e a coluna para separagdo dos compostos. Como o intuito dessa
técnica é separar os componentes (e ndo a analise quimica, como na CLAE
tradicional), ao final do processo sdo separadas diversas amostras com
diferentes compostos, selecionando aquelas com alto teor da substancia de
interesse para a secagem 18- 5455561,

COLUNA
CROMATOGRAFICA

(—

INJEGO
. @
| ExTrato

g i | AMOSTRAS
FASE BOMBA ‘
MOVEL

Figura 5. Esquematizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparatoria. Adaptado de: FREITAG Laboratérios, 2021571
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Considerando-se que os metabdlitos secundarios da Cannabis sativa L.
sdo substancias altamente hidrofébicas!®®, é interessante a aplicacdo da
cromatografia liquida por fase reversa para realizacdo do isolamento de
canabinoides, utilizando colunas com particulas de silica e/ou polimeros
apolares (como poliestireno) de tamanho de particula de poucos micrometros
(de até 5um) e solventes organicos polares como fase movel (como acetonitrila
e alcoois)® 67,

CONCLUSAO

A industria farmacéutica contemporanea esta habituada a trabalhar com
compostos isolados na formulacdo de medicamentos e, apesar do uso de
plantas para produgdo de farmacos ser uma pratica antiga, a utilizagdo da
Cannabis sativa L. como matéria-prima para fabricacdo de medicamentos tem
sido um desafio para as farmacias de manipulagdo, considerando-se a
complexidade farmacoldgica implicita na manufatura de produtos provenientes
de uma planta com mais de 500 metabdlitos secundarios de interesse.

O uso dos principios ativos isolados € preferivel pela industria
farmacéutica, e, mesmo em produtos de Cannabis, esse nicho de mercado
ainda ¢é preservado, através da produgdo de CBD isolado (e outros
canabinoides também), sendo necessaria a compreensao nao s6 dos meétodos
de extracdo da Cannabis sativa L., mas também dos métodos de separagao e
purificacdo de compostos, a fim de elaborar a melhor combinacido dos
processos para obtengao de determinada substancia ou formulagcédo desejada,
visando néo s6 a regularidade nas formulagdes obtidas, mas também o maior
rendimento possivel sem comprometimento da qualidade do produto final.

O desafio proposto pela Cannabis sativa L. para a industria farmacéutica
contemporanea esta em elaborar uma cadeia produtiva efetiva,
considerando-se uma ampla variedade de fatores em cada uma das etapas de
produgao, sem contar a selegdo da cepa da matéria-prima vegetal utilizada nos
processos (que define o quimiotipo da planta e a concentragdo dos compostos
presentes naquele substrato), podendo utilizar métodos de extragdo com maior
rendimento e menor variedade de compostos no extrato final para fabricacéo
de formulagbes com substancias isoladas (como a hidroalcoolica para
compostos de CBD isolado, ou a extracdo em fluido supercritico com butano
para compostos de THC isolado), ou métodos de extragdo de menor
rendimento, mas com ampla variedade de compostos (como a extragcdo em
fluido supercritico com gelo seco ou a prensagem a quente) que, juntamente
com processos de separagao, possibilitam a obtencido de formulagdes
personalizadas para o tratamento de determinado perfil clinico ou patologias
especificos.
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Apesar de dificil mensurar o potencial canabico na fabricacdo dos
produtos, € certo de que as diversidades dos quimiotipos da planta e dos
processos aplicados na cadeia produtiva sdo as chaves para a inovagao de
uma das maiores industrias contemporaneas, trazendo consigo um poderoso
investimento e uma grande promessa de mercado nos proximos anos.
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