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Grijo, Daniel Ribeiro. Caracterizacdo do canabidiol néo sintético puro e
complexado em carreadores. Orientador: Oswaldo Curty da Motta Lima. Maringa:

UEM / Pés-graduacao em Engenharia Quimica, 2022. Tese de Doutorado.

RESUMO

Introducdo — A auséncia de efeitos colaterais significativos do canabidiol (CBD) o
destaca entre os especificos bioativos medicinais da Cannabis (canabinéides), planta
com potencial entorpecente restrita pelas Nacdes Unidas. As medicacdes que vem
sendo desenvolvidas e comercializadas contendo este farmaco sdo comumente de via
oral, porém, durante um tratamento, a biodisponibilidade do ativo pode ser
comprometida devido sua baixa solubilidade aquosa. Dessa forma, muitos estudos
avaliando sua complexagcdo em carreadores inertes tém sido conduzidos.
Recentemente, surgiu a expectativa de que o carvao ativado (CA) seja uma alternativa
de carreador para farmacos com essa caracteristica. A fibra de Cannabis é adequada
para a producdo deste material, bem como para o cultivo de fungos que pode ser
utilizado como etapa preliminar para melhorar suas caracteristicas. O cultivo de plantas
do género com baixo teor psicotrépico € regulamentado em muitos paises e é
popularmente conhecido como cdnhamo. Objetivo — Este trabalho teve como objetivo
realizar diferentes caracterizagfes do CBD e avaliar seu aumento de biodisponibilidade
guando complexado em carreadores. Materiais e Métodos — CBD nao sintético foi
inicialmente submetido a analises para aperfeicoar testes rapidos de identificagdo de
Cannabis. Nestes testes também foram utilizadas amostras de flores da planta e
padrBes puros de outros canabindides. Técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
Bidimensionais (RMN-2D) foram aplicadas para confirmar caracteristicas
enantioméricas do CBD natural, sendo os dados de sua estrutura tridimensional
utilizados para analises in silico de inibicdo do coronavirus 19 (COVID-19). Fibras de
canhamo foram submetidas ao cultivo de fungos e os diferentes materiais
lignocelulésicos obtidos foram pirolisados com ativacao via diéxido de carbono. Os
poros e tamanhos de particulas do CA produzido foram caracterizados. CBD foi
complexado no CA e em beta ciclodextrina (bCD), carreador amplamente difundido,
sendo o procedimento comprovado por diversas técnicas fisico-quimicas. A
quantificacdo do CBD nos complexos foi avaliada por Cromatografia Liquida. A
biodisponibilidade do ativo puro e complexado foi avaliada in vitro e in vivo. As analises
in vitro foram conduzidas com a linhagem celular HuH 7.5 (carcinoma hepatocelular) e
o efeito citotoxico de tratamentos com concentragdes entre 3,125 e 100 uM de CBD foi
avaliado utilizando resazurina. A fluorescéncia foi aferida com um espectrémetro e foi

utilizado cisplatina como farmaco de referéncia. As andlises in vivo avaliaram a
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atividade anti-inflamatéria aguda via modelo de edema de pata em ratos e
recrutamento da enzima mieloperoxidade (MPO). Os tratamentos com concentracdes
equivalentes a 8,75, 17,5 e 35 mg/kg foram avaliados, sendo o ibuprofeno o farmaco de
referéncia. Resultados e discussdo — O teste colorimétrico utilizou reagentes menos
nocivos e a metodologia proporcionou menores chances de detectar falsos positivos. O
teste de Cromatografia de Camada Delgada correlacionou satisfatoriamente os
resultados com estimativas de propriedades dos canabindides. As técnicas RMN-2D
permitiram observar algumas caracteristicas enantioméricas do CBD natural. As
andlises in silico comprovaram que o bioativo ndo inibi a principal protease da COVID-
19. A composicao centesimal e de metais pesados das fibras, bem como seu espectro
infravermelho, foram coerentes a literatura, mas nao foi possivel comprovar se o
material era derivado de Cannabis ou um “falso canhamo”. O cultivo de fungos néo
gerou mudancgas significativas na area superficial do carvao produzido. As analises de
caracterizacdo comprovaram a complexacdo do CBD aos carreadores, sendo 4,7 %
m/m em CA e 22,9 % em bCD. As analises in vitro demonstraram que baixas doses de
CBD foram suficientes para uma inibicdo comparavel a da cisplatina. Os resultados
foram melhores com o complexo bCD, mas indeterminados com CA. O percentual
relativo de inibicdo do edema apés quatro horas de sua inducéo foi 22, 23 e 47% para
as doses de 8,75, 17,5 e 35 mg CBD/kg, respectivamente. Para essas mesmas doses
complexadas em CA foi 26, 31 e 44% e em bCD 41, 43 e 61 %. Ja para o IBU, IBU*CA
e IBU*bCD, nas duas menores doses, 29, 41 %; 34, 36 %; e 30, 53 9%,
respectivamente, sendo o teor de IBU no complexo igual a 11,3 % em CAe 11,4 % em
bCD. As doses de 35 mg/kg de IBU e IBU*bCD inibiram 52 e 51 %, respectivamente.
Os resultados em doses Unicas ndo demonstraram efeito inibitorio significativo sobre a
atividade da MPO. Conclusdes — Os testes rapidos foram aperfeicoados e
caracteristicas enantioméricas via RMN-2D foram elucidadas. O CBD natural puro
demonstrou excelentes resultados nas analises antitumorais in vitro e anti-inflamatorias
in vivo, sendo resultados ainda mais promissores obtidos a partir do seu complexo com
bCD. Logo, estudos crénicos e clinicos séo indicados para viabilizar o desenvolvimento
de medicag¢Oes orais com o canabindide complexado neste carreador. Por outro lado, a
complexacdo em CA ndo gerou vantagens o Vviabilizasse. Este apresentou
caracteristicas microporosas que ndo sdo adequadas para a complexacdo de
farmacos. Além disso, serdo necessarios estudos mais aprofundados visando avaliar a

atividade de diferentes canabindides na prevencao da COVID-19.

Palavras-chave: canabidiol, canhamo, caracterizacdo, carreador, biodisponibilidade.
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ABSTRACT

Introduction — The absence of significant side effects of cannabidiol (CBD) highlights it
among the specific medicinal bioactives of Cannabis (cannabinoids), a plant with
narcotic potential restricted by the United Nations. The medications that have been
developed and marketed containing this drug are commonly taken orally, however,
during treatment, the bioavailability of the active can be compromised due to its low
agueous solubility. Thus, many studies evaluating its complexation in inert carriers have
been conducted. Recently, the expectation has arisen that activated charcoal (AC) is an
alternative carrier for drugs with this characteristic. Cannabis fiber is suitable for
producing this material, as well as for the cultivation of fungi that can be used as a
preliminary step to improve its characteristics. The cultivation of plants of the genus with
low psychotropic content is regulated in many countries and is popularly known as
hemp. Aim — This study aimed to carry out different characterizations of CBD and
evaluate its increased bioavailability when complexed in carriers. Materials and
Methods — Non-synthetic CBD was initially subjected to analysis to improve rapid
Cannabis identification tests. In these tests, flowers samples of the plant and pure
standards of other cannabinoids were also used. Two-dimensional Nuclear Magnetic
Resonance (2D-NMR) technigues were applied to confirm enantiomeric characteristics
of natural CBD, with data from its three-dimensional structure used for in silico analysis
of coronavirus 19 (COVID-19) inhibition. Hemp fibers were subjected to fungal
cultivation and the different lignocellulosic materials obtained were pyrolyzed with
activation via carbon dioxide. The pores and patrticle sizes of the AC produced were
characterized. CBD was complexed in AC and in beta cyclodextrin (bCD), a widely
spread carrier, being the procedure proven by several physicochemical techniques. The
guantification of CBD in the complexes was evaluated by Liquid Chromatography. The
bioavailability of the pure and complexed active was evaluated in vitro and in vivo. In
vitro analyzes were conducted with the HuH 7.5 cell line (hepatocellular carcinoma) and
the cytotoxic effect of treatments with concentrations between 3,125 and 100 pM of
CBD was evaluated using resazurin. Fluorescence was measured with a spectrometer
and cisplatin was used as a reference drug. In vivo analyzes evaluated the acute anti-

inflammatory activity via a rat paw edema model and myeloperoxidase (MPO) enzyme



recruitment. Treatments with concentrations equivalent to 8.75, 17.5, and 35 mg/kg
were evaluated, being ibuprofen the drug of reference. Results and discussion — The
colorimetric test used less harmful reagents and the methodology provided lower
chances of detecting false positives. The Thin Layer Chromatography test satisfactorily
correlated the results with estimates of cannabinoid properties. The 2D-NMR
techniques allowed the observation of some enantiomeric characteristics of natural
CBD. In silico analyzes proved that the bioactive does not inhibit the main protease of
COVID-19. The centesimal and heavy metal composition of the fibers, as well as their
infrared spectrum, were consistent with the literature, but it was not possible to prove
whether the material was derived from Cannabis or a “false hemp”. The cultivation of
fungi did not generate significant changes in the surface area of the charcoal produced.
The characterization analyzes confirmed the complexation of CBD to the carriers, being
4.7% m/m in AC and 22.9% in bCD. In vitro analyzes demonstrated that low doses of
CBD were sufficient for an inhibition comparable to that of cisplatin. Results were better
with the bCD complex but indeterminate with AC. The relative percentage of edema
inhibition after four hours of its induction was 22, 23, and 47% for doses of 8.75, 17.5,
and 35 mg CBD/kg, respectively. For these same doses complexed in CA it was 26, 31,
and 44% and in bCD 41, 43, and 61%. As for IBU, IBU*CA, and IBU*bCD, in the two
lowest doses, 29, 41%; 34, 36%; and 30, 53%, respectively, being the IBU content in
the complex equal to 11.3% in CA and 11.4% in bCD. The 35 mg/kg doses of IBU and
IBU*bCD inhibited 52 and 51%, respectively. Single-dose results did not demonstrate a
significant inhibitory effect on MPO activity. Conclusions — Rapid tests were improved
and enantiomeric characteristics via 2D-NMR were elucidated. Pure natural CBD
showed excellent results at in vitro antitumor and in vivo anti-inflammatory analyses,
with even more promising results obtained from its complex with bCD. Therefore,
chronic and clinical studies are indicated to enable the development of oral medications
with the cannabinoid complexed in this carrier. On the other hand, the complexation in
CA did not generate advantages to make it feasible. It showed microporous
characteristics that are not suitable for drug complexing. In addition, further studies will
be needed to assess the activity of different cannabinoids in the prevention of COVID-
19.

Keywords: cannabidiol, hemp, characterization, carrier, bioavailability.
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Nomenclatura

AS-THC: delta-9-tetrahidrocanabinol;

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

CA: carvao ativado

(-)-CBD ou CBD: canabidiol, enantidmero obtido naturalmente da Cannabis;
(+)-CBD: canabidiol, enantidmero obtido de forma sintética;

CDN: Comissao de Drogas Narcoticas (Nac¢des Unidas)

CUE: Convencao Unica de Entorpecentes

DEQ: Departamento de Engenharia Quimica;

EUA: Estado Unidos da América

FBSA: farmaco de baixa solubilidade aquosa,;

FTIR: Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier;
IBU: ibuprofeno;

IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada;

LSP: Lista de Substancia Psicotropicas da Nag¢des Unidas;

MPF: Ministério Publico Federal;

OMS: Organizacdo mundial de Saude;

SCB: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico;

SUS: Sistema Unico de Saude;

UEM: Universidade Estadual de Maringa;
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1 Introducéo

O canabidiol (CBD) é uma das substancias especificas obtida de plantas do
género Cannabis, denominadas canabindides (Mechoulam e Gaoni, 1967). As suas
distintas aplicabilidades medicinais e auséncia de significativos efeitos colaterais
(Pertwee, 2014) foram avaliadas em uma ampla revisao cientifica feita recentemente pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018), que contribuiu, posteriormente, para o
reconhecimento do potencial medicinal da planta pelas Na¢fes Unidas. Entretanto, o uso
descontrolado dos derivados bioativos do género continua sendo uma preocupacao para
a maioria dos paises membros dessa Organizacao. Logo, a restricdo de manipulagéo dos
mesmos permanece amparada pela Convencdo Unica de Entorpecentes (CUE) (UNODC,
2020). Esta Convencao permite que cada pais crie suas proprias leis para regulamentar o
cultivo e producdo da Cannabis visando suas aplicagbes milenares (Brasil, 1964), seja
dos seus bioativos, de suas resistentes fibras ou de suas sementes ricas em &cidos
graxos poli-insaturados. Na verdade, o comércio internacional desses produtos tem se
tornado cada vez mais promissor (Pertwee, 2014); (Chandra et al., 2017) porque muitos
paises tém adotado esse caminho (Grij6 et al., 2021). O Brasil passou por uma recente
tentativa de regulamentacdo de cultivo coordenada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, mas esta acabou sendo arquivada (ANIVISA, 2019a). Atualmente o pais
permite que pessoas juridicas importem matérias primas derivadas de Cannabis para a
fabricar produtos derivados, desde de que nao tenham sido comercializadas “sob a forma
de droga vegetal da planta Cannabis spp. ou suas partes, mesmo ap6s processo de
estabilizacdo e secagem, ou na sua forma rasurada, triturada ou pulverizada, ainda que
disponibilizada em qualquer forma farmacéutica” (ANVISA, 2019c). Aparentemente, para
as instituicdes regulatérias, a significativa reducdo nos custos de produgdo com a
regulamentacdo do cultivo ndo se torna viavel devido a possiveis riscos com 0 consumo

ilegal.

A identificac@o botanica da Cannabis ocorreu formalmente na Europa, em meados
do século XVIIl, com a descricdo de caracteristicas de uma espécie monotipica
denominada Cannabis sativa (Linnaeus, 1753). O uso medicinal dessa planta ndo foi o
gue havia se destacado por la até entdo (Hazekamp, 2017), na verdade a caracteristica
marcante foi a qualidade de sua fibra que era comumente utilizada para confeccionar
téxteis e utensilios fundamentais para a navegacdo como velas e cordas (Robinson,
1999). Nessa época o papel ainda era um produto de baixa demanda na Europa, por isso
era feito apenas de trapos (restos) desses outros produtos (Van Roekel Jr, 1994). Na
China, registros milenares demonstram que a aplicacdo mais comum também foi a

utilizacdo de suas fibras para a fabricacdo de téxteis e papel (Li, 1973). Até meados do
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século XIX o comércio das fibras de Cannabis foi bastante significativo no mundo
(Conrad, 1995), tendo inclusive registros que indicam que houve cultivos no Brasil (Da
Rosa, 2018) para eliminar a dependéncia de importagdo do produto inglés (De Oliveira,
2008; 2014).

A identificacdo de uma segunda espécie na India demonstrou um potencial
bioativo significativamente maior. O primeiro costume local observado foi que o ato de
fuma-la causava perturbacdo ao cérebro (Lamarck, 1785). Atualmente, sabe-se que esse
habito foi amplamente difundido pela Africa e que depois chegou a América (Warf, 2014).
Posteriormente, um estudo mais detalhado observou que a Cannabis indica era
localmente utilizada para o controle de diversas enfermidades (O'shaughnessy, 1843). Os
detalhes fisiol6gicos das aplicac6es medicinais foram estudados e difundidos na Europa
e na América (Pertwee, 2014; Chandra et al., 2017). No final do século XIX um amplo
estudo indo-britanico reconheceu os beneficios medicinais dessa espécie, mas também
descreveu que 0 uso excessivo poderia causar efeitos colaterais (IHDC, 1895; Hall,
2019).

No inicio do século XX, tornou-se mundial a discussado sobre possiveis maleficios
causados pelo uso abusivo da Cannabis indica (Unodc, 2010). Além disso, o uso das
fiboras da Cannabis sativa havia diminuido drasticamente devido a acessdo da
industrializacdo da madeira (Sjostrom, 1993), do algodao (Bruckle, 2009) e das fibras
sintéticas (Schwarz e Kovacevic, 2017). Nessa época comegaram a ser desenvolvidos
métodos colorimétricos para identificacdo presuntiva de seus derivados (Blackie, 1941),
visando auxiliar o combate ao trafico (UNODC, 2009). A CUE foi criada em meados do
século XX (Brasil, 1964), mantendo por estas Ultimas décadas a classificagdo para a
Cannabis de produto nocivo e sem potencial medicinal (UNODC, 2020). Anos depois da
criacdo desta Convencdo as estruturas quimicas dos principais bioativos especificos da
planta foram elucidadas, recebendo estes a denominagéo de “canabindides”. O delta®-
tetrahidrocanabinol (A°-THC), um isdmero do CBD, foi identificado como sendo o principal
canabindide psicotomimético da planta, ou seja, capaz de causar sintomas similares a
psicose (Mechoulam e Gaoni, 1967). Este bioativo, seus isbmeros e seus sais foram
incluidos na Lista de Substancias Psicotropicas das Nacgbes Unidas (UN, 1971),

substancias capazes de alterar fun¢des cerebrais (Pertwee, 2014).

Os pioneiros estudos brasileiros da pendltima década do século XX
potencializaram o uso medicinal do CBD sem significativos efeitos colaterais, sendo o
tratamento a epilepsia bastante promissor (Cunha et al., 1980; Carlini, Cunha, 1981). Nos
ultimos anos, foram resultados positivos diante essa enfermidade que impulsionaram as

primeiras regulamentacBes de importacdo de medicamentos com o bioativo no pais
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(ANVISA, 2015b). Atualmente o tratamento com o CBD vem sendo estudado e aplicado
em diversas doencas (Pertwee, 2014; WHO, 2018), inclusive diante & atual pandemia do
coronavirus 2019 (COVID-19) (Nguyen et al., 2021). A atividade anti-inflamatoria da
substancia € uma de suas aplicagbes farmacoldgica que mais tem se destacado
(Nagarkatti et al., 2009), sendo necesséario baixas doses para proporcionar eficientes
resultados (Costa et al., 2004). Os principios ativos naturais com essas caracteristicas
vém sendo comumente analisados como alternativas aos anti-inflamatorios sintéticos
predominantemente produzidos e comercializados, como o ibuprofeno (IBU), pois podem
gerar resultados eficientemente equiparaveis com menores riscos de produzir efeitos
colaterais (Wisniewski-Rebecca et al., 2015). Bioativos que necessitam de altas doses
para uma eficiente comparacdo a farmacos de referéncia (De Almeida et al., 2018)
podem apresentar desvantagens devido ao elevado volume administrado, como efeitos

colaterais e maiores custos de producéo (Epstein et al., 2010).

No Brasil, quatorze medicamentos de Cannabis jA sdo comercializados na forma
oral (ANVISA, 2017b; 2020d; 2021b-h; 2022a-b. Logo, a eficacia destes dependem da
biodisponibilidade de seus ativos. O CBD (Garrett e Hunt, 1974), assim como o IBU (Friuli
et al., 2018) e muitos outros farmacos, apresenta problemas de biodisponibilidade devido
possuir baixa solubilidade aquosa (Fasinu et al., 2011). Uma maneira comum de
aumentar a biodisponibilidade de um farmaco com essa caracteristica € complexa-lo a
um carreador biocompativel ao qual permitird que sua dissolugéo (liberacédo) ocorra de
forma controlada. A liberacdo controlada possibilita que a concentragdo ativa deste
farmaco permaneca dentro de sua faixa terapéutica por um longo periodo, promovendo
um efetivo tratamento e evitando efeitos adversos (Bizerra e Silva, 2016). Além disso, ela
permite reduzir os possiveis efeitos colaterais devido a necessidade de uma menor

guantidade do farmaco durante o tratamento (De Almeida et al., 2018).

Os carreadores farmacéuticos comumente utilizados s&o constituidos de
polimeros naturais ou sintéticos (Gomes et al., 2015; Bizerra e Silva, 2016), mas
resultados interessantes com carvao ativado (CA) também foram obtidos em estudos de
bancada simulando condi¢des humanas (Miriyala et al., 2017; Yaneva, 2019). O CA
possui uma elevada capacidade de interagdo com farmacos devido sua significativa area
superficial (Figueiredo et al., 1999), e, por ser biocompativel, ja é aplicado na medicina
para tratamentos de intoxicacdo (Juurlink, 2016). Nos ultimos anos, sua producao tem-se
baseado na utilizacdo de precursores renovaveis, seguros, baratos e disponiveis em

grandes quantidades como os residuos agroindustriais (Alkurdi et al., 2019).

A fibra da Cannabis n&o possui teores significativos de canabindides (Fritschi et

al., 2006) e sua producdao industrial ndo foi restrita pela CUE (Brasil, 1964). Dessa forma,
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muitos paises criaram leis para definir o teor maximo de A%-THC das variedades da planta
para essa finalidade (Canada, 1998; GR, 2010; Decorte, 2011; Uruguai, 2013; USA,
2018; FSANZ, 2019). Normalmente, a identificacdo da espécie ndo é importante e a
planta com teor menor que o estipulado € denominada “cdnhamo”. As fibras de canhamo
sdo direcionadas para diversas aplicacdes industriais (Guerriero et al., 2017; Bambi et al.,
2018; Gedik e Avinc, 2020), mas durante o beneficiamento mecénico € gerado um
residuo chamado estopa (USDA, 2000) de baixo valor agregado (Chandra et al., 2017).
Estudos demonstram que carvdes ativados produzidos a partir de derivados fibrosos da
planta (Williams e Reed, 2003; Rosas et al., 2009; Sun et al., 2016; Vukcevic et al., 2015;
2017) podem apresentam maiores areas superficiais € menores custos de produgéo
quando comparados a outros materiais lignocelulésicos (Reed e Williams, 2004; Dizbay-
Onat et al.,, 2018; Hossain et al., 2018). Em estudos paralelos fungos cresceram de
maneira singular nas fibras de canhamo (Siwulski et al., 2010), sendo este um método
alternativo promissor para aumentar a area superficial do CA (Wang et al., 2011b; Wang
et al., 2019). Atualmente, o baixo teor psicotropico do canhamo também tem o tornado
uma alternativa viavel para o crescente mercado medicinal da Cannabis (Cherney e
Small, 2016).

L
D.R. Grijo, 2022 - Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagido em Engenharia Quimica / Universidade Estadual de Maringa



22
Caracterizagdo do canabidiol ndo sintético puro e complexado em carreadores

2 Objetivos e justificativas

O segundo capitulo traz as descricbes do “Objetivo geral” e dos “Objetivos

especificos” desta tese, bem como suas respectivas “Justificativas”.

2.1 Objetivo geral

Realizar caracterizacdes do CBD e avaliar se sua complexacdo em diferentes
carreadores proporciona um aumento de biodisponibilidade, visando potencializar o

desenvolvimento de medicacbes orais.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) aperfeicoar testes rapidos colorimétricos e de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) para a identificagcdo de derivados de Cannabis;

b) analisar detalhes da estrutura tridimensional do CBD utilizando técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN-2D);

c) avaliar a atividade inibitéria in silico do CBD frente a principal protease do
coronavirus 2019 (COVID-19);

d) a produgdo e caracterizagdo de carvao ativado (CA) de estopas de “fibras de
canhamo”, sendo também avaliado o efeito do cultivo de fungos as fibras
como pré-tratamento;

e) produzir e caracterizar complexos do CBD com o CA produzido e com um
carreador amplamente difundido (bCD), bem como avaliar o possivel aumento
de biodisponibilidade a partir de analises com células antitumorais in vitro e de

atividade anti-inflamatéria aguda in vivo.

2.3 Justificativas

De maneira geral os objetivos propostos sdo abordagens inovadoras e com grande
potencial cientifico e industrial, indo de encontro a interesses atuais do pais. O
desenvolvimento de estudos ajudard avaliar produtos e subprodutos de interesse

nacional.

a) — O aperfeicoamento de teste rapidos que séo utilizados em identificacdes
preliminares é importante para diminuir as chances de se obter um resultado
falso positivo, tornando assim a abordagem mais eficaz;

— Demandas por diferentes produtos derivados de Cannabis tém aumentado,

podendo estes apresentar, além de regulamentacdes, caracteristicas distintas;

D.R. Grijo, 2022 - Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagido em Engenharia Quimica / Universidade Estadual de Maringa



23
Caracterizagdo do canabidiol ndo sintético puro e complexado em carreadores

— Muitos dos testes praticados com esta finalidade atualmente utilizam
reagentes nocivos;

b) — A diferenciacdo do CBD do seu isdbmero psicotrépico A>-THC é bastante
importante e conhecida, porém sabe-se que os enantidbmeros (-)-CBD e (+)-
CBD também possuem diferentes potenciais farmacolégicos;

— Algumas das analises de RMN-2D para o enantibmero natural (-)-CBD
ainda néo foram descritas na literatura

c) — As estopas de fibras de canhamo séo consideradas um residuo industrial
com baixo valor agregado, sendo ainda comercializadas formalmente no
mercado brasileiro e permitidas para o beneficiamento industrial;

— Os carvdes ativados obtidos a partir de fibras de canhamo podem
apresentar vantagens quando comparado ao outros obtidos por matérias primas
similares;

— Na&o foi encontrada na literatura a produgéo de CA de fibras de canhamo a
partir do método de ativacao utilizado, ativagéo fisica com diéxido de carbono
(CO2);

— A literatura demonstra que o método de pré-tratamento pelo cultivo de
Pleurotus aplicado a diferentes biomassas pode proporcionar carvdes ativados
com caracteristicas promissoras para adsor¢do de substancias organicas,
sendo ainda observado resultados vantajosos quando utilizado fibras de
canhamo;

d) — O CBD é um bioativo ao qual, além de apresentar eficiente atividade anti-
inflamatéria com baixas doses, se tem, atualmente, um amplo interesse
nacional para o desenvolvimento de farmacos para uso terapéutico por via oral;

— Os estudos prévios em literatura descrevendo a adsorcao e a liberacao
controlada de farmacos de baixa solubilidade aquosa a partir de CA
apresentaram resultados promissores;

— Nao foram encontrados estudos sobre a complexacédo de CBD em CA,;
— A utilizacdo de um carreador de referéncia permite comparar resultados;

— As caracterizagbes fisico-quimicas dos complexos sdo importantes para
avaliar a eficacia dos processos de complexacao;

— Analises in vitro e in vivo de farmacos complexados em CA ainda nao
foram descritas na literatura, sendo também adequadas por serem rapidas e

poder potencializar futuros estudos crénicos e clinicos.
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3 Revisao cientifica

O terceiro capitulo se inicia apresentando uma revisdo cientifica sobre o
“Canabidiol: uma importante substancia medicinal obtida a partir da polémica Cannabis”,
que foi, ao longo dessa tese, caracterizada, por diferentes técnicas, em sua forma pura e
complexada em carreadores. Na sequéncia, esta revisdo tratou de avaliar o “Carvao
ativado: uma alternativa para carrear farmacos”, sendo este, assim como o canabidiol,
possivel de ser obtido a partir do “Canhamo industrial: a Cannabis com baixo teor
psicotropico”.

3.1 Canabidiol: uma importante substancia medicinal obtida a partir da

polémica Cannabis

Este topico aborda inicialmente “A dificil obtencdo do bioativo baseada em seu
contexto historico”, sendo, posteriormente, apresentada “Algumas das técnicas fisico-
guimicas utilizadas para diferencia-lo de outros canabinoides”. Na sequéncia, aborda-se
sobre “Algumas de suas atividades farmacol6gicas em destaque atualmente” e ‘A

liberacéo controlada como aliada a sua administracéo oral”.

3.1.1 A dificil obtencdo do bioativo baseada em seu contexto histérico

As plantas do género Cannabis foram uma das primeiras a serem cultivadas pelos
seres humanos (Li, 1973; Hazekamp, 2017). Acredita-se que suas aplicagbes medicinais
foram inicialmente difundidas pelo mitico imperador chinés Shen Nung, ao qual é
atualmente referenciado por enormes monumentos esculpidos com uma cabeca humana
e chifres de bufalo/boi, ou seja, animais potencializadores da cultura agricola (Yang et al.,
2008). Seu uso medicinal é descrito na farmacopeia mais antiga do mundo, chamada
Chéng-lei pén-ts'ao, a qual foi compilada a partir de tradi¢cdes orais chinesas datadas de
2700 AEC (Li, 1973), e que descreve, por exemplo, o tratamento de enfermidades como
malaria, gota e prisdo de ventre. Os possiveis maleficios do uso excessivo da planta
também foram descritos nesta farmacopeia (Goldstein, 2016). Os antigos registros de sua
utilizacdo medicinal também estdo presentes no papiro egipcio de Ebers, de 1550 AEC,
onde observa-se sua descricdo para o tratamento de inflamacdes (Abdel-Aziz et al.,
2016). Entretanto, foi na india que o uso medicinal alcangcou uma maior importancia,
sendo os primeiros registros evidenciados por volta de 1500 AEC, no Atharva-veda, para
o tratamento de muco respiratério e diarreia (Hazekamp, 2017). Na Europa, para alguns
historiadores, os primeiros registros foram feitos por civilizacées greco-romanas (Butrica,
2002), porém, foi durante a Idade Média que evidéncias mais claras do seu uso para
tratamentos como tosse, febre, inflamacédo, dores e outras doencas foram observadas

(Goldstein, 2016). A cultura medicinal da Cannabis na Europa foi consideravelmente mais
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discreta do que na india, sendo a razéo disto compreendida a partir de estudos botanicos
conduzidos no século XVIII.

O boténico sueco Carl Linnaeus analisou, em 1753, plantas de Cannabis
presentes no continente europeu, definindo assim uma espécie monotipica que
denominou Cannabis sativa (Linnaeus, 1753). Em 1760 descreveu com detalhes o
dimorfismo do género e a particularidade que plantas fémeas apresentavam quando
isoladas: “... semeei as sementes de cdnhamo (Cannabis) em dois vasos diferentes... Em
um deles, permiti que as plantas masculinas e femininas permanecessem juntas, para
florescer e dar frutos, ... Do outro, no entanto, tirei todas as plantas masculinas, assim
que elas tinham idade suficiente para eu distingui-las das fémeas. As fémeas restantes
cresceram muito bem, e apresentaram sua longa pistila em grande abundancia, essas
flores continuando por muito tempo, como se na expectativa de seus companheiros;
enguanto as plantas do outro vaso ja haviam amadurecido a fruta, a pistila, de maneira
bastante diferente, desapareceu assim que os machos descarregaram todo o pdlen. Foi
certamente um belo e verdadeiramente admiravel espetaculo, ver as fémeas nao-
impregnadas preservarem sua pistila tdo verde e florescente, ndo permitindo que
comecassem a desbotar, até que por um tempo muito consideravel explodiram, em véo,

para acessar o polén do macho.” (Linnaeus, 1786).

A Figura 1 mostra algumas das caracteristicas descritas por Linnaeus, bem como
outras que sdao amplamente conhecidas atualmente. As plantas masculinas possuem
poucas folhas ao redor das flores (androceu) e morrem logo apés o poélen ser liberado.
Por outro lado, as plantas fémeas possuem muitas folhas em cada inflorescéncia terminal
(gineceu) (Dewey, 1914). A bioatividade do género ocorre devido a presenca de
substancias na resina produzida por células chamadas tricomas glandulares, que estao
em grande quantidade na parte externa das flores fémeas (UNODC, 2009), ou, como
sugere um novo estudo, “dos frutos partenocarpicos da planta” (Riboulet-Zemouli, 2020).
Por outro lado, as folhas possuem tricomas chamados de ndo-glandulares (UNODC,
2009). A resina pode ser coletada utilizando métodos fisicos e equipamentos com sec¢bes
de separagado com poucos micrémetros. Este produto, chamado de “kief’ (ou “kif”), ainda
mantém caracteristicas da planta que podem ser identificadas por microscépio, mas
também pode ser submetido a diferentes processos para ser transformado no chamado
“hashish” (ou “hash”) (UNODC, 2009). Plantas monoicas sdo raras (Punja e Holmes,
2020) e normalmente geradas em condigBes naturais desfavoraveis (UNODC, 2008),

porém podem ser utilizadas na otimizacdo da producédo de sementes (Blade et al., 1999).

O botanico francés Jean-Baptiste de Lamarck observou, em 1785, que plantas

provindas da india apresentavam diferentes caracteristicas, classificando assim uma nova
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Figura 1 — Aspectos morfoldgicos das plantas de Cannabis: a) plantas dioicas (Dewey,
1914); b) androceu (J) e gineceu (?) (Chandra et al., 2017; OCS, 2021); c) tricomas
glandulares; d) tricomas n&o-glandulares (UNODC, 2009); e) planta monoica
(hermafrodita) (Chandra et al., 2017); f) sementes formadas apoOs polinizacdo (HOC,

2015); g) flores fémeas nao polinizadas (alta teor de resina) (Elsohly, 2007).

espécie chamada Cannabis indica. Lamarck reparou que a Cannabis sativa,
popularmente conhecida como canhamo, ou, do inglés, “hemp”, era cultivada para a
colheita de fibras e sementes. Com isso, a hova espécie foi popularmente denominada de
canhamo indiano, ou, “Indian hemp”, tendo como principais diferencas: menor tamanho,
maior quantidade de ramificagbes, caule duro contendo fibras de baixa qualidade, cheiro
mais forte e alto potencial de produzir perturbacéo ao cérebro quando consumida (sendo
comum o habito de fumar folhas secas pela populacao local) (Lamarck, 1785). O médico
britanico Wiliam Brooke O'Shaughnessy, contratado pela Companhia das indias
Orientais, observou, entre 1838 e 1840, que o canhamo indiano era amplamente utilizado
para o controle de enfermidades na india. Em seus estudos descreveu algumas das
diferentes formas de consumo que observou: bhang (folhas de baixa qualidade e flores
férteis), ganja ou gunjah (inflorescéncias femininas nao fertilizadas), charas (resina,
atualmente conhecida como haxixe) e majoon (confecc¢do oral) (Chandra et al., 2017).
Atualmente, sabemos que o héabito de fumar derivados da planta com essas
caracteristicas também foi amplamente difundido em paises da Africa (diamba ou

maconha) e que o cultivo/consumo chegou ao Brasil através de escravos ou navegadores
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portugueses por volta de 1549. Além disso, que posteriormente foi também difundido nos
paises da América colonizados por espanhoéis (marijuana) (Warf, 2014). Por outro lado,
sabe-se que as plantas comuns na China antiga possuiam caracteristicas semelhantes
as do canhamo europeu, ou seja, com fibras e sementes de boa qualidade (Ranalli, 1999;
Chandra et al., 2017). A Figura 2 mostra algumas das diferentes caracteristicas das

espécies identificadas e como estavam distribuidas no velho mundo.

. C bi o i
C. sativa % C. indica

canhamo europeu
canhamo chinés

canhamo indiano
gunjah / bhang

canhamo

canhamo diamba / maconha
hemp . marijuana
FIBRA ;' s MEDICINAL
SEMENTE ™% § ' ENTORPECENTE

Figura 2 — Algumas diferencas das espécies Cannabis sativa e Cannabis indica descritas
antes do século XX (ilustracdo adaptada a partir de dados descritos por Warf (2014) e
Chandra et al. (2017).

Os estudos de O'Shaughnessy foram os primeiros que demonstraram
experimentalmente o fundamento fisiolégico de algumas das aplicacdes medicinais da
Cannabis, iniciado em animais e depois conduzido em seres humanos (O'shaughnessy,
1843). Por isso, foram fundamentais para a difusdo dos medicamentos na Europa e na
América (Russo, 2002). Neste mesmo século iniciaram-se estudos de isolamento e
elucidacao das estruturas quimicas das substancias especificas da planta (Smith e Smith,
1847; Wood et al., 1899). Além disso, houve um amplo estudo indo-britanico, chamado
“Report of the Indian Hemp Drugs Commission”, que, em 1895, reconheceu os beneficios
medicinais do uso moderado da Cannabis, mas que também descreveu que 0 uso
excessivo poderia causar efeitos colaterais fisicos, mentais e morais (IHDC, 1895; Hall,
2019). No Brasil, houve registros do uso e comércio de derivados medicinais durante o

final desse século e inicio do século XX (Carvalho, 1995).

De forma global, o uso abusivo de derivados do canhamo indiano foi citado
inicialimente durante a Convencao Internacional do Opio, em 1912, a qual fundamentou
entre as nagdes o primeiro tratado internacional contra drogas. Nesta Convencao, as

restricbes a derivados do Opio, resina obtida das plantas do género Papaver, pré-
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definidas na Comiss&o Internacional do Opio, em 1909, foram expandidas para derivados
da coca, folhas de plantas do género Erythroxylum. Entretanto, devido a falta de
instrugdo, definicdo e estatistica, as restricbes sob os derivados do canhamo indiano sé
foram melhor abordadas durante a 22 Convencao Internacional do Opio, em 1925. Ainda
assim, na ocasido, esta Convencdo teve que se atentar para que muitas de suas
definicdes ndo destruissem de forma abrupta alguns costumes tradicionais da india
(UNODC, 2010). Aos poucos a Cannabis foi sendo removida das farmacopeias do mundo
(exemplo: Britanica 1932, dos EUA 1942 e da india 1966) (Brown, 1998). A Convencéo
Unica sobre Entorpecente (CUE), de 1961, restringiu “a Cannabis e sua resina” ao uso
medicinal e cientifico, classificando-as como matérias-primas da “Lista 1", ou seja, que
podem produzir substancias sujeitas a abuso, e da “Lista 4”, ou seja, que nao tém
vantagens terapéuticas que compensem esses efeitos (Brasil, 1964). Anos mais tarde, os
principais bioativos do género, ou seja, o canabidiol (CBD) e do delta®-tetrahidrocanabinol
(AS-THC), tiveram suas respectivas estruturas quimicas elucidadas por Mechoulam e
Shvo (1963) e Gaoni e Mechoulam (1964). Foi observado que estas e outras substancias
com estruturas quimicas semelhantes presentes na resina eram exclusivas do género,
criando assim a classe dos canabindides (Mechoulam e Gaoni, 1967). O AS-THC e seus
isdbmeros foram incluidos na Lista de Substancias Psicotropicas das Nag¢des Unidas (UN,
1971), sendo entdo definidos como substancias com potencial de alterar fungbes

cerebrais como percepc¢ao, humor, emocéo e cognicdo (Pertwee, 2014).

Estudos cientificos brasileiros da década de 80 potencializaram significativamente
0 uso do CBD para o tratamento da epilepsia, devido a resultados eficientes com
auséncia de toxicidade, efeitos colaterais e efeitos psicotropicos (Carlini e Cunha, 1981;
Cunha et al., 1980). Em contrapartida, o A°-THC vinha apresentando resultados
interessantes devido a propriedades antieméticas e estimulantes do apetite, por isso, em
1985, nos Estados Unidos, foi autorizada a venda de sua formulag&o sintética conhecida
como dronabinol ou Marinol® (Pertwee, 2014). Estudos posteriores demonstraram que
derivados da Cannabis apresentavam alta atividade a diferentes tipos de receptores
animais, aos quais foram denominados CB: (Devane et al., 1988) e CB, (Munro et al.,
1993). Além disso, substancias endégenas derivadas do acido araquiddnico, que também
se ligam a estes receptores, foram isoladas e tiveram suas estruturas quimica definidas.
A anandamida (AEA) (Devane et al., 1992) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (Mechoulam
et al, 1995) sdo duas destas substancias que ficaram conhecidas como
endocanabindides. Atualmente sabe-se que 0s canabinbdides, ou seja, O0s
fitocanabindides, os endocanabinéides e os canabindides sintéticos, apesar da alta

afinidade, séo ligantes ndo seletivos de receptores CB1 e CBy, ja que substancias nao-
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canabinoides, como, por exemplo, o b-cariofileno, também podem se ligar a estes
(Gertsch et al., 2008).

No Brasil, em 1998, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
restringiu a Cannabis, pelo “Regulamento técnico sobre substancias e medicamentos
sujeitos a controle especial”, a “Lista E — Lista de plantas que podem originar substancias
entorpecentes e ou psicotrépicas”, e o A>-THC e seus isdmeros a “Lista F2 — Substancias
psicotrépicas proscritas” (ANVISA, 1998). Em 2015, a ANVISA classificou o CBD na
“Lista C1 — Outras substéancias sujeitas a controle especial” (ANVISA, 2015a), criando, na
sequéncia, regras para a importacdo de medicamentos a base de CBD e AS-THC
prescritos por médicos (ANVISA, 2015b; 2016). Em 2017, a Agéncia incluiu a espécie
Cannabis sativa L. na Lista de Plantas Medicinais (ANVISA, 2017a). Atualmente, de fato,
nao existe uma definicao cientificamente unanime para as espécies de Cannabis e muitas

vezes 0 género € considerado monotipico (Fassio et al., 2013).

Em junho de 2018, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sugeriu a Comissao
de Drogas Narcéticas das Nacdes Unidas (CDN) que importantes modificacfes para as
restricbes da Cannabis e seus derivados fossem tomadas. Uma delas foi para que o CBD
puro, implicitamente restrito pela CUE, por ser um ativo obtido da planta, se desvincule
dessa Convencao, devido suas diversas aplicacdes farmacoldgicas e auséncia de efeitos
colaterais significativos. Segundo a Organizacdo este canabindide parece ndo atuar
diretamente no receptor CB; e ter baixa afinidade ao receptor CB, (WHO, 2018). Na
verdade, (Gonzalez-Mariscal et al., 2021) demonstram que essa € uma caracteristica
exclusiva do enantibmero (-)-CBD que esta presente naturalmente na planta. Os autores
demonstraram que o (+)-CBD, que pode ser obtido sinteticamente, apresenta uma
modesta afinidade por ambos os receptores. De acordo com a OMS o (-)-A°-THC,
presente naturalmente na planta, e o dronabinol possuem a mesma estrutura quimica e
alta afinidade ao CB; e CB;, sendo o psicotropismo dos mesmos mediada através da
ativacdo do CBi. ApOs esta revisdo a OMS também sugeriu a CDN que “a Cannabis e
sua resina” tivessem seus “efeitos terapéuticos que compensam 0s possiveis danos de
abuso” reconhecidos, ou seja, que fossem removidas da "Lista 4" da CUE (WHO, 2018).
A remocao foi aceita pela CND no final de 2020, apés tentativas frustradas de se obter
um consenso entre as nacdes. Entretanto, as outras recomendacgfes sugeridas pela OMS
nado foram aprovadas (UNODC, 2020).

Algumas das outras atualiza¢gbes sobre o tema Cannabis que foram importantes
para o Brasil nos ultimos anos foram: (1) um estudo que descreve sinteses de derivados
do CBD (Breuer et al., 2016), apesar de ainda nao terem sido reportados estudos sobre

0s possiveis efeitos colaterais; (2) a solicitacdo de inclusdo de medicamentos derivados
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da Cannabis na lista do Sistema Unico de Saude (SUS) (MPF, 2019); (3) o arquivamento
de uma proposta de “Cultivo para fins cientificos e medicinais” (ANVISA, 2019a); (4) a
publicacdo de uma nova farmacopeia nacional (ANVISA, 2019b), sem considerar a
espécie como planta medicinal; (5) a inclusdo do dronabinol na “Lista A3 — Substancia
psicotropica, sujeita a notificacdo de receita A”; (6) a definicdo de que apenas o CBD
sintético continuasse classificado na “Lista C1”, tornando o fitocanabinéide puro
classificado na “Lista E” (ANVISA, 2020c) e consequentemente, para pesquisa (ANVISA,
2020b), suscetivel a maiores restricdes; (7) a definicdo de procedimentos para importar
exclusivamente insumos de Cannabis, e ndo a planta ou parte dela, para a fabricacéo
e/ou comercializagdo de produtos para fins medicinais (ANVISA, 2019c). Atualmente,
gquatorze medicamentos derivados de Cannabis séo vendidos no pais (Tabela 1). Destes,
treze foram autorizados apoOs a recente implementagdo do item (7). O Mevatyl®,
fabricado pela GW Pharma do Reino Unido, equivalente ao Sativex® vendido em outros
paises (ANVISA, 2020a), foi o Unico que ja era autorizado antes desta implementagéo
(ANVISA, 2017b). Apesar da disseminacdo de derivados de Cannabis ser arduamente
combatida no pais (Patriota et al., 2021), autoriza¢des judiciais para o cultivo e
distribuicho de medicamentos foram concedidas para duas associacbes: a ABRACE
(Associacao Brasileira de Apoio a Cannabis Esperanc¢a) na Paraiba e a APEPI (Apoio a
Pesquisa e Pacientes de Cannabis Medicinal) no Rio de Janeiro. Os requisitos de
seguranca desses cultivos vém sendo continuamente aprimorados e fiscalizados pela
ANVISA (ANVISA, 2021a).

Tabela 1 — Medicamentos orais derivados de Cannabis autorizados no Brasil.

# Ativo mg/mL Empresa Validade Referéncia
12 A%THC+CBD 27+25 Beaufour Ipsen 24 meses ANVISA, 2017b
29 CBD 200 Prati-Donaduzzi 24 meses ANVISA, 2020d
3¢ CBD 50 Prati-Donaduzzi 18 meses ANVISA, 2021h
49 CBD 20 Prati-Donaduzzi 18 meses ANVISA, 2021h
5¢ CBD 34,36 NuNature 24 meses ANVISA, 2021b
62 CBD 17,18 NuNature 24 meses ANVISA, 2021b
7° CBD 200 Farmanguinhos 24 meses ANVISA, 2021c
82 CBD 50 Verdemed 24 meses ANVISA, 2021d
92 Extrato 200 Promediol 18 meses ANVISA, 2021e
109 Extrato 200 Zion Medpharma 24 meses ANVISA, 2021e
11¢ CBD 23,75 Verdemed 24 meses ANVISA, 2021f
12¢ Extrato 200 Alafiamed 18 meses ANVISA, 2021g
13¢ Extrato 79,14  Greencare Pharma 24 meses ANVISA, 2022a
14¢ Extrato 79,14 Ease Labs 24 meses ANVISA, 2022b

L
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3.1.2 Algumas das técnicas fisico-quimicas utilizadas para diferencid-lo de outros
canabindides

Os canabinbides presentes nas amostras frescas de Cannabis sé&o
predominantemente aqueles que possuem um grupo carboxilico, denominado
"canabindides acidos" (Grijo et al., 2019b-c). Esses canabindides sdo bastante instaveis e
dificilmente isolados em grandes quantidades, porém, atualmente, tem-se aumentado o
interesse em estudos para avaliar seus potenciais farmacoldgicos (Stone et al., 2020). A
conversdo dessas substancias nos chamados "canabinbides neutros", que possuem
maior estabilidade e bioatividade conhecida, como o CBD e o A%THC, é comumente
realizada a partir de um processo sob aquecimento controlado denominado
descarboxilacdo (Grij6 et al., 2019b-c). Por isso, esta é uma rota industrial viavel para
obtencao do CBD de alta pureza (Ko e Hughes, 2020). A descarboxilagédo prévia também
€ um processo que vem sendo utilizado antes da producédo de derivados comestiveis
ativos, ou seja, com concentracdes significativas de CBD e/ou A°-THC (Peng e Shahidi,
2021). E interessante notar que os 6leos essenciais da planta, como seus terpenos, que
podem facilmente identificados por cées durante operagfes de erradicagdo de drogas
(Garriott, 2020), sdo comumente perdidos durante a descarboxilacdo (Grijo et al., 2019b-
c). Portanto, eficientes métodos industriais jA& vém sendo desenvolvidos visando nao

desperdicar esses caracteristicos volateis durante este processo (Milestone, 2019).

Os laboratorios forenses comumente consideram testes colorimétricos como
presuntivos para identificar possiveis derivados de Cannabis (UNODC, 2009). Estes
testes comecaram a ser desenvolvidos no inicio do século XX (Blackie, 1941), em
paralelo aos debates internacionais sobre 0s possiveis riscos a saude causados por
estes derivados (IHDC, 1895; UNODC, 2010; Hall, 2019). O teste desenvolvido por
Duquenois e Negm, em 1938, se destacou significativamente na época, descrevendo o
aparecimento de uma coloragdo violeta a partir da reacdo do extrato etéreo da planta
com uma solucdo etandlica dos aldeidos vanilina e etanal posteriormente acidificada.
Entretanto, em 1941, foi observado que o aldeido alifatico (etanal = acetaldeido) nédo era
um reagente limitante para a observacdo dessa cor (Blackie, 1941). Posteriormente,
houve uma proposta de tornar o teste mais seletivo ao adicionar cloroférmio no meio
reacional em uma etapa subsequente e verificar se haveria o aparecimento da cor violeta
na fase apolar ("Teste de Duquenois-Levine" = “Teste DL”) (Bailey, 1979). De acordo com
(Jacobs e Steiner, 2014), a cor é detectada no cloroférmio devido a posicdo fendlica
“para” do canabindide estar livre e apenas moléculas com uma longa cadeia alifatica
serem capazes de migrar para a fase apolar. Atualmente, o Escritério sobre Drogas e

Crime das Nacdes Unidas (UNODC) recomenda como via presuntiva a forma simplificada
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desse teste (UNODC, 2009) ("Teste Rapido de Duquenois-Levine", descrito em 1956)
gue desconsidera a etapa inicial de preparo do extrato. H& também outra versao
modificada bastante conhecida, proposta em 1969, descrevendo o “teste rapido” com
metaldeido ao invés do acetaldeido (Bailey, 1979). A Tabela 2 mostra de forma
simplificada a comparacéo entre esses métodos.

Tabela 2 — Comparacgéo entre as principais modificagcbes propostas derivadas do teste

colorimétrico de Duquenois.

Testes colorimétricos Ano Etapas
derivados do de Duquenois Prévia 12 22 32
Teste de Duquenois-Negm 1938 Extrato” (V+A)em EtOH  HCI -
Teste de Duquenois-Negm simplificado 1941 Extrato” (V) emEtOH HCI -
Teste de Duquenois-Levine 1941 Extrato” (V+A)em EtOH HCl CHCls
Teste rdpido de Duquenois-Levine 1956 - (V+A) em EtOH HCI CHCl;
Meta teste de Duquenois-Levine 1969 - (V+#M) em EtOH HCI CHCl;

Nota: * = obtido utilizando éter; V = vanilina; A = acetaldeido; M = metaldeido; EtOH = etanol;
HCI = acido cloridrico concentrado; CHCls = cloroférmio.

Em 2017 um teste colorimétrico baseado nas reagfes de canabindides com o
4-aminophenol (4-AP) foi desenvolvido pelo Instituto Forense de Zurich (Suiga). O teste
visa diferenciar presumivelmente amostras com baixos teores de A°-THC (comumente <
0.3 % em massa), classificadas como canhamo industrial (“Industrial hemp”), das que
possuem teor de A>-THC > CBD, classificadas como droga “Drug hemp” (Lewis et al.,
2021) ou “Drug type” ou maconha (Cascini et al., 2019). O Departamento de Policia da
Virginia (Estados Unidos da América, EUA), por exemplo, adota a utilizacdo do modelo
comercial do “teste 4-AP” apds uma andlise via modelo comercial do “teste DL” (VDFS,
2019), apesar de ambos ainda descreverem “falsos positivos” na literatura (Kelly et al.,
2012; Lewis et al., 2021). De acordo com esta instituigdo, uma amostra deve ser enviada
para andlises laboratoriais avancadas quando se observada um resultado positivo via

“teste DL” e positivo ou inconclusivo via “teste 4-AP” (VDFS, 2019).

A Cromatografia de Camada Delgada (CCD) também é considerada como um
teste simples nesse contexto, mas possui uma melhor capacidade de identificar os
diferentes canabindides de uma amostra. O teste CCD comumente aplicado em andlises
de derivados de Cannabis utiliza uma fase estacionaria polar constituida por uma fina
camada de silica gel. A superficie deste material interage de maneira singular com as
diferentes substancias & medida que estas sdo arrastadas por capilaridade por uma
mistura de solventes. Normalmente, nestas condi¢cdes de analise, canabindides com
auséncia de um grupo carboxilico, como o CBD e o A°-THC, percorrem maiores

distancias por interagirem menos com essa fase estacionaria com caracteristica polar, e
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0 ajuste da composicdo da mistura de solventes € suficiente para identificar
qualitativamente uma amostra (UNODC, 2009). Estudos recentes tém demonstrado ser
possivel correlacionar as propriedades quimicas dos componentes da amostra com 0s
resultados obtidos pela andlise via CCD, facilitando a escolha da mistura de solventes
para analises de amostras complexas (Pereira et al., 2018). As correlacdes de analises
CCD com propriedades quimicas dos canabindides ainda ndo foram descritas na

literatura.

Hazekamp et al. (2005) demonstraram que técnicas que utilizam a radiacdo
ultravioleta (UV), por si s6, ndo sdo adequadas para distinguir qualitativamente os
isdbmeros CBD e A®-THC, pois os espectros de energia absorvida por ambos sdo muito
semelhantes. J4 a técnica de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), de acordo com a (SWGDRUG, 2005) e (Moffat et al., 2011), permiti esta
distingdo por bandas espectrais referentes a grupos funcionais especificos. A técnica de
Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é comumente utilizada para
caracterizar a estrutura de uma substancia orgénica. A técnica se baseia em um
fenbmeno que ocorre com ndcleos atdmicos gue possuem momentos magnéticos e
angulares e é analisada pela frequéncia ressonantica (deslocamento quimico, 8) com que
0 spin do nucleo oscila na presenca de um campo magnético, sendo este dependente da
vizinhanca em que se encontra. A técnica relacionada aos nucleos de hidrogénio (*H) é a
mais conhecida (Kaiser, 2000), e foi utilizada para elucidacéo das estruturas do CBD e
AS%-THC (Mechoulam e Shvo, 1963; Gaoni e Mechoulam, 1964). Técnicas relacionadas
aos nulcleos de carbonos (**C) também s&do muito aplicadas, apesar de exigirem um
tempo maior de andlise devido a menor sensibilidade do elemento. As técnicas
bidimensionais (RMN-2D), desenvolvidas posteriormente, permitiram correlacionar
nacleos que possuem relagdo escalar ou espacial, possibilitando um mapeamento
estrutural mais preciso da substancia (Kaiser, 2000). Além disso, essas técnicas sao
capazes de contribuir na elucidagéo de caracteristicas enantioméricas de uma substancia
(Maggio et al., 2014). Nao foram encontrados dados de RMN-2D sobre o CBD em
periddicos especializados, apesar de algumas informacdes terem sido superficialmente

descritas por (Moore et al., 2016).

As andlises quantitativas dos canabindides sdo comumente conduzidas por
técnicas cromatograficas, as quais permitem a separacéo e deteccdo de substancias em
diferentes tempos devido a interagdo com uma fase estacionaria. A Cromatografia a Gas
(CG) opera frequentemente em faixas de temperatura entre 200 e 300 °C, por isso sua
utilizacdo so6 é indicada para analisar canabindides quando for precedida por uma reagéo

gquimica tornando-os termicamente estaveis (“derivatizacdo”). Sem esta etapa prévia o
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CBD e 0 A°-THC, por exemplo, serdo suscetiveis a reacdes de isomerizacdo, degradacdo
parcial ou até degradacgédo total (Grij6 e Cardozo-Filho, 2017). Com isso, na visdo de
muitos, a Cromatografia Liquida (CL), que pode ser conduzida a temperatura ambiente, é
um meio de andlise quantitativa viavel para canabindides, jA que pode ser conduzida com
um simples detector UV e padrdes externos (Grij6 et al., 2019b-c). Por outro lado, a CG é
vantajosa para a andlise de terpenos: i) por ndo ser necessaria uma derivatizacdo para
eles; i) e porque hd uma grande diferenca entre as temperaturas de ebulicdo dos
terpenos e dos canabindides, evitando assim problemas de co-eluicdo (Restek, 2016).
Logo, escolher um Unico cromatégrafo para realizar analise de derivados de Cannabis é
bastante complexo. A CG com Detecc¢ao via lonizacdo de Chama (CG/FID) e a CL/UV
sdo, comumente, os modelos mais simples utilizados. Ambos permitem detectar
concentracbes de mg/mL, sendo suficientes, na maioria das vezes, para analises de
extratos da planta (Brighenti et al., 2017; Mandrioli et al., 2019; Scion, 2021). Uma maior
sensibilidade, ng/mL, pode ser obtida quando se acopla algum desses cromatografos a
um detector de espectrometria de massas (EM). A CG/EM e a CL/EM sdo comumente
utilizadas para analisar tracos de canabindides em amostras animais (plasma, cabelo,
urina e etc) (Korac et al., 2020) ou consideradas contaminadas (Grijo e Cardozo-Filho,
2017). Estes equipamentos sdo consideravelmente mais caros (Wolfender, 2009), porém
também se diferenciam por permitirem conduzir andlises qualitativas sem a necessidade

de gastos com padrdes externos (Grijo e Cardozo-Filho, 2017; Grijo e Motta Lima, 2019).

3.1.3 Algumas de suas atividades farmacol6gicas em destaque atualmente

O uso medicinal da Cannabis, em destague para derivados com concentracao de
CBD conhecida, tornou-se uma alternativa viavel para o tratamento de criangas e
adolescentes com epilepsia refrataria no Brasil. A epilepsia refrataria é diagnosticada
quando um paciente continua apresentando crises epilépticas mesmo apés ter sido
submetido a um tratamento com pelo menos dois dos antiepilépticos descritos no
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Epilepsia de 2018. A porcentagem média
de pacientes que apresentam esse diagndstico € de 30 %, sendo, para estes, também
comuns, alternativas como o tratamento cirargico ou estimulacéo elétrica do nervo vago
(CONITEC, 2021).

Entretanto, o enfoque medicinal de derivados da Cannabis n&o tem se limitado a
esse tipo de tratamento. De acordo com uma revisdo recente sobre o tema feita pela
OMS, tratamentos para dor nas costas, disturbios do sono, depressao, dor pés-leséo e
esclerose mdltipla também tém sido bastante comuns (WHO, 2018). Geralmente, a
avaliacao de novos potenciais farmacologicos é previamente conduzida com linhagens de

células in vitro por permitir avaliar um grande numero de variaveis em um curto periodo
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de tempo. Posteriormente, os resultados positivos sdo extrapolados para estudos in vivo
(Grij6 et al., 2019c). Nesta mesma revisdo a OMS destacou também que estudos clinicos
tém demostrado resultados promissores para 0 ganho de peso em pacientes com HIV,
tratamento de dores neuropaticas e diminui¢do significativa da deficiéncia motora e dos

escores de dor em pacientes com doenga de Parkinson (WHO, 2018).

Atualmente diversos estudos visando potencializar bioativos no combate da
recente doenca pandémica causada pelo coronavirus 2019 (COVID-19) tém sido
conduzidos previamente in silico, ou seja, no ambito da simulagdo computacional. A
aplicacao dessa triagem virtual tem facilitado a elucidagéo do mecanismo de acéo desses
ativos, além de proporcionar significativas reducdes de custos nas posteriores analises in
vitro e in vivo (Fitriani et al., 2021; Kushwaha et al., 2021). Recentemente, (Nguyen et al.,
2021) avaliaram se diferentes canabindides poderiam inibir a replicagdo do virus da
COVID-19 in vitro e in vivo. O CBD apresentou resultado promissor, apesar de nao inibir
as proteases do virus essenciais para seu ciclo. Na verdade, segundo os autores, a
eficiente acdo do CBD esta ligada a processos na célula hospedeira como a erradicacao
da expressdo do RNA viral. O estudo menciona ainda que o conhecido potencial anti-
inflamatério do bioativo é um forte aliado para tratar alguns dos sintomas gerados pela

doenca.

7

A inflamacdo é a resposta do sistema imunoldgico a estimulos prejudiciais ao
organismo, sendo, portanto, um mecanismo de defesa vital para a satde. Em um
processo inflamatério a regido atingida fica avermelhada e quente, devido ao aumento
local do fluxo de sangue e demais liquidos corporais. Na area também ocorre o0 acimulo
de células provenientes do sistema imunoldgico, como, por exemplo, os leucdcitos (Chen
et al., 2017). As manifestagbes da resposta sdo moduladas por varios mediadores
inflamatérios, como citocinas, derivados do acido araquiddnico, éxido nitrico, entre outros.
Substancias que podem interferir na producdo ou liberacdo desses mediadores s&o
importantes porque uma resposta exagerada e descontrolada pode ser prejudicial ao
hospedeiro (De Almeida et al., 2018). Quando a restauracdo celular de uma inflamacéo
aguda nao ocorre de maneira eficiente, o quadro clinico pode evoluir para crénico e

contribuir para uma variedade de doencas (Chen et al., 2017).

A triagem de muitos farmacos anti-inflamatérios é comumente conduzida in vivo
avaliando a inibicdo do edema produzido na pata de uma cobaia, apos inje¢cdo de um
agente flogistico como a carragenina (Winter et al., 1962). O efeito inibitério no edema é
obtido quando o farmaco reduz eficientemente a sintese ou liberagcdo de mediadores
envolvidos no processo. A avaliacdo das concentracdes de mieloperoxidase (MPO) é

frequentemente conduzida de forma paralela ao estudo de inibicdo do edema, sendo
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aferida a partir de uma amostra do tecido da pata do animal onde o edema foi induzido. A
MPO é uma enzima presente nos leucdcitos que tem a funcdo de catalisar sua a¢do para
diminuir os radicais livres que possam oxidar estruturas celulares e causar danos aos
tecidos. Logo, a analise de sua concentragdo é usada como marcador indireto da
migracao de leucdcitos para o local da inflamagéo (De Almeida et al., 2018).

Os anti-inflamatoérios néo-esteroides (AINEs) sdo muito utilizados no tratamento
de doencas inflamatérias agudas e crbnicas, porém podem causar efeitos adversos,
como, por exemplo, desconforto gastrointestinal, inibicdo da agregacéo plaquetéaria e
toxicidade renal. Assim, a busca por agentes alternativos, como 0s produtos naturais
(bioativos), que tenham efeitos terapéuticos favoraveis e menos efeitos adversos, tem
ganhado atencédo no tratamento de doencas inflamatérias (De Almeida et al., 2018). Os
fitocanabindides CBD e A°-THC sdo exemplos dos muitos bioativos promissores ja
estudados (Nagarkatti et al., 2009) e que séo facilmente obtidos de plantas frescas (Grijo
et al., 2019b-c). A auséncia de efeitos colaterais do CBD (Carlini e Cunha, 1981; Cunha
et al., 1980; WHO, 2018) e sua eficiente atividade o torna um fitocanabindide em
destaque. Um estudo demonstrou que as doses eficientes deste bioativo (Costa et al.,
2004) podem ser equiparaveis as do AINE ibuprofeno (IBU) (Wisniewski-Rebecca et al.,
2015), sendo assim muito menores do que a de outros bioativos promissores (De
Almeida et al., 2018).

Entretanto, apesar das requeridas propriedades farmacolégicas, muitos anti-
inflamatérios apresentam uma eficiéncia limitada devido as suas baixas solubilidades em
agua. A solubilidade do IBU, CBD e A°-THC, por exemplo, é de apenas, 21,0 (Friuli et al.,
2018), 12,6 (Drugbank, 2019) e 2,8 (UNODC, 2009) g/L, respectivamente. Com isso,
muitos estudos também sdo conduzidos visando aumentar a biodisponibilidade destes
farmacos, sendo muito comum a analise de carreadores biocompativeis que permitirdo a
liberacdo controlada do ativo (Bizerra e Silva, 2016). A técnica de inibicdo do edema
produzido por inflamacdo aguda, bem como as concentracdes de mieloperoxidase
(MPO), também sdo comumente avaliadas para definir eficiente métodos de
complexacdo de farmacos a carreadores que permitirdo a liberagdo controlada.
Comumente, menores doses do ativo necessarias quando carreado potencializa a

diminuicdo de efeitos colaterais (De Almeida et al., 2018).

3.1.4 A liberagdo controlada como aliada a sua administracao oral

A via oral é a mais comum para a administracéo de farmacos por ser considerada
segura e conveniente (Cardenas et al., 2017). A absor¢do oral de um farmaco é

basicamente definida por sua solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, sendo
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estas duas propriedades intrinsecas que os distinguem em quatro classes no Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutico (SCB) criado por Amidon et al. (1995). O SCB é
atualmente aplicado pelas principais organizacdes de saude do mundo, como a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos Estados Unidos da América (FDA), a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e a
ANVISA (Arrunategui et al., 2015). O IBU (Wu e Benet, 2005), o CBD e o A°’-THC
(ErvaBioSciences, 2019) sédo farmacos que, por exemplo, apresentam baixa solubilidade
aquosa e alta permeabilidade intestinal, por isso sao classificado na “Classe II” do SCB.
Atualmente a ANVISA permite a solicitacdo para a fabricacdo e/ou comercializacdo de
medicamentos derivados da Cannabis de aplicagéo oral ou nasal (ANVISA, 2019c), mas
também vem sendo realizados debates cientificos em outros paises sobre tratamentos de

aplicacao dérmica (topica) (Casiraghi et al., 2020; FDA, 2020).

A solubilidade é um parametro termodinamico que define a quantidade do farmaco
que podera se dissolver em determinado meio (Cardenas et al., 2017), sendo a
biodisponibilidade por via oral de farmacos de baixa solubilidade aquosa um problema
muito comum (Fasinu et al., 2011). A permeabilidade é a propriedade que determina a
velocidade com que o farmaco dissolvido passa pela parede intestinal e atinge a
circulacdo sistémica, sendo este um processo cinético complexo que depende de varias
propriedades fisiol6gicas e fisioquimicas do farmaco e das propriedades biofisioquimicas

da barreira gastrintestinal (Cardenas et al., 2017).

A conversdo de um farmaco cristalino em sua forma amorfa pode levar a uma
maior dissolugéo e biodisponibilidade deste. Os elevados valores de energia interna e o
volume especifico do estado amorfo geram um aumento das propriedades
termodina@micas como solubilidade, pressdo de vapor, movimento molecular e reatividade
guimica (Hancock e Zograf, 1997). Os farmacos cristalinos de baixa solubilidade aquosa
podem ser dissolvidos em solventes organicos adequados, ou seja, em solventes em que
possuam alta solubilidade, e depois complexados na forma amorfa em uma matriz
biocompativel que servirh como carreador e permitird vantagens como aumento de

biodisponibilidade, bem como liberacdo prolongada e controlada (Gomes et al., 2015).

O sistema de liberagéo controlada, como mostra a Figura 3, permite manter, por
um longo periodo, o nivel do farmaco no plasma sanguineo dentro de sua faixa
terapéutica. Isso evita problemas que podem ser ocasionados pelos métodos
convencionais de administragdo, como um nivel elevado (toxicidade) ou ineficaz
(concentracdo subterapéutica) do ativo. Além disso, o sistema de liberacdo controlada
pode apresentar vantagens como direcionamento do farmaco a alvos especifico,

protecdo contra degradacdo, diminuicdo do intervalo de dosagem e reducdo de efeitos
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colaterais devido a utilizagdo de uma menor quantidade do principio ativo, o que gera
ainda redugéo de gastos durante o processo de produgéo (Bizerra e Silva, 2016).

400 b A =terapia convencional ?
B = liberagdo controlada

nivel téxico

300
nivel desejavel

200 |,

100

nivel ineficaz
dose 1

Nivel plasmético do farmaco (ng/mL)

1 1 1 L X
07:00 12:00 17:00 22:00 03:00 08:00 (horario)

Figura 3 — Comum variacao do nivel plasmatico de um farmaco: A) sistema de liberagéo
convencional; B) sistema de liberag&o controlada (Bizerra, Silva, 2016) — adaptado).

Os carreadores com o objetivo de /‘

proporcionar a liberacdo controlada de farmacos
podem ser diferenciados em homogéneos e
heterogéneos. Os carreadores homogéneos séo
comumente polimeros hidrofilicos biodegradaveis
ndo porosos, sendo os farmacos facilmente

dissolvidos através destes (Figura 4a). Nos

carreadores heterogéneos os farmacos sao
. : . . (@) (b)

difundidos por pequenos poros ou canais (Figura

4b), sendo um exemplo os polimeros que apo6s hidratacdo formam estas estruturas

(Bruschi e Woodhead, 2017).

Figura 4 — Tipos de carreadores utilizados para a liberagéo controlada de

farmacos: a) homogéneo e b) heterogéneo (Bruschi e Woodhead, 2017).

Apesar dos estudos de liberacdo controlada serem frequentemente conduzidos
utilizando carreadores derivados de compostos poliméricos, sejam estes sintéticos ou
naturais (Gomes et al., 2015; Bizerra e Silva, 2016), estudos paralelos tém demonstrado
também eficientes resultados obtidos a partir de farmacos adsorvidos em carreadores
porosos ndo poliméricos (Miriyala et al., 2017; Yaneva, 2019). Neste caso, estes
carreadores biocompativeis e inertes apresentam as mesmas caracteristicas descritas
das matrizes heterogéneas e a cinética de dessor¢do do farmaco podera ser controlada

pelas suas interagdes quimicas com o carreador (Munoz et al., 2003) e os tamanhos dos
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poros do mesmo (Vallet-Regi et al., 2001). Estes tipos de carreadores tém apresentado
também eficientes resultados para o direcionamento do complexo a 6rgados especificos
(Rudge et al., 2000).

3.2 Carvao ativado: uma alternativa para carrear farmacos

Este tépico traz uma “Contextualizacdo historica” sobre o carvao ativado, desde
suas utilizagcdes mais conhecidas até, por exemplo, a recente abordagem de utiliza-lo
como carreador de farmacos. Em seguida, apresenta uma revisdo sobre a “Composi¢éao
dos precursores lignocelulésicos” que comumente sao utilizados na producdo desse
material. As etapas de produgdo do mesmo, ou seja, a “Carbonizacdo” e a “Ativacao’,
bem como a etapa alternativa de “Pré-tratamento com fungos”, também sado descritas
neste topico. Por fim, sdo apresentados “Alguns detalhes sobre a adsor¢éo e dessorgéo”

e especificamente sobre a “Fissor¢ao de nitrogénio”.

3.2.1 Contextualizacao historica

O uso do carvao ativado (CA) pela humanidade tem apenas um breve histérico,
porém, de acordo com registros, o uso do carvdo em si remonta a tempos antigos. A
utilizacdo do carvdo vegetal € datada desde a Idade da Pedra, em 30000 AEC. Os
registros dessa época demonstram a utilizacdo do carvdo como pigmento de cor para
desenhar ilustracdes em cavernas. Em 8000 AEC o carvéo vegetal passou a ser utilizado
também para a reducdo de minérios metalicos (Jager et al., 2010), devido sua
temperatura de combustéo ser maior do que a da madeira. Os egipcios e sumérios, por
volta de 3750 AEC, passaram a utiliza-lo como combustivel doméstico devido a auséncia
de fumaca (Mestre e Carvalho, 2017). A aplicacdo do carvdo vegetal na medicina foi
primeiramente descrita pelos egipcios em 1550 AEC, para adsorver vapores odoriferos
de feridas putrefativas e do intestino (Dabrowski, 2001). O valor terapéutico do carvao foi
mais tarde explorado pelos gregos e romanos no tratamento de intoxicacbes em que o
efeito dependeria da adsorcdo de toxinas ou outras substancias, sendo descritos,
respectivamente, por volta de 430 AEC e 50 EC. Nessa mesma época também se
difundiu a eliminacdo do sabor e odor da agua apés a filtracdo em carvao e areia (Mestre
e Carvalho, 2017).

As propriedades especificas de adsorcdo do carvdo foram primeiramente
observadas em 1773, no tratamento de gases, e mais tarde, em 1786, através de
experimentos sobre a descoloracdo de solugbes. Em 1822, demonstrou-se que as
capacidades de descoloracdo dos carvbes dependiam do material de origem, do
processamento térmico e do tamanho das particulas do produto acabado, sendo assim

produzido o primeiro CA por uma combinac@o de processos térmicos e quimicos. Os
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carvoes ativados (CAs) foram produzidos em larga escala a partir do inicio do século XX,
porém apenas sob a forma pulverizada e utilizado principalmente para descoloragéo de
fluidos das industrias quimica e alimenticia. O uso de gases venenosos na 12 Guerra
Mundial preparou o caminho para o desenvolvimento e a producdo em larga escala do
CA granular. Desde entdo a producdo foi sendo comumente direcionada para o
tratamento de aguas, recuperacdo de solventes e purificacdo do ar (Cecen e Aktas,
2011), sendo estes obtidos principalmente a partir de precursores renovaveis, seguros,
baratos e disponiveis em grande quantidade, como os residuos agroindustriais e 0ss0s
de animais (Alkurdi et al., 2019).

A utilizacdo do CA como um meio poroso para carrear farmacos por via oral vem
sendo avaliada nas Ultimas décadas (Kannisto e Neuvonen, 1984; Roivas e Neuvonen,
1992). A aplicagdo vem sendo aprimorada devido ao desempenho ndo satisfatorio de
carreadores porosos de silica, sendo isto derivado da baixa capacidade de carreamento,
alto custo e possiveis riscos de toxicidade (Miriyala et al., 2017). Os recentes estudos de
adsorcéo e dessorcao do ibuprofeno (IBU) a CAs (Miriyala et al., 2017); (Yaneva, 2019)
foram coerentes ao apresentar um aumento de biodisponibilidade e possibilidade de
liberacdo controlada do farmaco. Testes bioldgicos utilizando o complexo ndo foram
descritos em literatura, sendo apenas observado analises de citotoxicidade in vitro para o
carreador puro (CA) (Miriyala et al., 2017). A literatura demonstra que diferentes
materiais carreadores foram descritos para carrear canabinéides (Bruni et al., 2018),

porém ainda néao foi estudado a complexacao destes a CAs.

3.2.2 Composicao dos precursores lignocelulésicos

Os CAs utilizados como carreadores de farmacos, até o momento, foram
produzidos a partir de diferentes materiais lignocelulésicos (Miriyala et al., 2017);
(Yaneva, 2019). A possivel desintegragdo dos CAs obtidos de precursores 6sseos
submetido a condicdes acidas (Ali et al., 2017) pode ser a razao para sua nao utilizacao
visando essa aplicabilidade, ja que se tornariam inapropriados devido o trajeto pelo
estdbmago humano. Um material lignoceluldsico é constituido basicamente de celulose,
hemicelulose e lignina, sendo o0s teores destes diretamente relacionados as

caracteristicas do CA produzido (Dorez et al., 2014).

A celulose é um polissacarideo formado exclusivamente por glicose, sendo sua
férmula empirica (CsH100s)n. A glicose é uma hexose, ou seja, um monossacarideo que
possui seis carbonos, sendo especificamente do grupo poli-hidroxialdeido (aldose). Os
monossacarideos possuem configuracdes devido a caracteristica Opticas (D =
dextrogiros; L = levogiros) e sdo encontrados predominantemente na forma ciclica, visto

que a reacdo de ciclizagdo intramolecular os torna mais estaveis. Em solugdo aquosa
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cada monossacarideo se apresenta em quatro isdbmeros chamados de tautbmeros, sendo
as estruturas ciclicas pentagonais chamadas de furanose e as hexagonais de piranose
(Figura 5). O carbono da carbonila (C;) é chamado de anomérico e possuem duas
configuragdes possiveis, andmero a quando o grupo OH ligado a ele est4 abaixo do

plano do anel e anédmero 3 quando esta projetado acima (Motta, 2005).
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Figura 5 — Estruturas ciclicas e aciclica da D-Glicose (Motta, 2005 — adaptada).

A estrutura da celulose € definida por ligagdes [-1,4-glicosidicas do
monossacarideos B-D-glicopiranose, formadas pelo carbono anomérico (C1) de um
monossacarideo com o grupo hidroxila do carbono C. de outro (Motta, 2005). A
estrutura linear e fibrosa estabelece multiplas ligagdes de hidrogénio entre os grupos
hidroxilas das distintas cadeias superpostas de glicose (Figura 6). Isto as torna
impenetraveis a agua e, portanto, insolGveis, originando fibras compactas que

constituem a parede celular dos vegetais (Jiang et al., 2014; French, 2017).

1
OH

Unidade de
repeticdo

Figura 6 — Celulose: estrutura genérica evidenciando sua unidade de repeticdo e suas
ligagbes de hidrogénio intramoleculares (em azul) e intermoleculares (em vermelho)
(Jiang et al., 2014; French, 2017).

As hemiceluloses sao biopolimeros heterogéneos, sendo seus monémeros
compostos principalmente de pentoses (xilose e/ou arabinose) e/ou hexoses (manose,
glicose e/ou galactose). A composicdo desta difere de acordo com o tipo de matéria-

prima, sendo o xilano o componente mais comum. Os xilanos sdo heteropolissacarideos
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que possuem um esqueleto homopolimérico composto por unidades de (3-D-xilopiranose
com ligacBes glicosideas 1,4, sendo suas ramificagbes mais comuns moléculas de
arabinose, acido glicurbnico e &cido acético (Figura 7). As hemiceluloses possuem
pesos moleculares menores do que o da celulose, e podem ser dissolvidas em solugdes
bésicas. Elas preenchem os vazios ao redor de fibrilas de celulose, fornecendo
acoplamento as ligninas e influenciando na agregacéo de celulose durante a formacao

da parede celular (Hayes et al., 2017).

‘00C

HyCO
HO 0. O

wmw}

OH
H; (ODM\ / /L\f

Figura 7 — Hemicelulose: estrutura genérica do xilano, seu principal componente (Vargas,
2010).

s

A lignina é um heteropolimero amorfo que se liga aos grupos hidroxila dos
polissacarideos celulose e hemicelulose, conferindo rigidez as plantas. A sua estrutura
guimica € sintetizada por radicais de alcoois fenilpropandicos, também chamados de
monoligndis. Os trés principais monolignéis séo o élcool sinapilico (Figura 8a), o alcool
coniferilico (Figura 8b) e o alcool p-cumarilico (Figura 8c). Existem varios outros
monolignéis que podem gerar radicais em baixas concentracdes propicias para a
formacdo da lignina, sendo a proporgdo destes diferente para cada precursor. Os
radicais formados sdo unidos por fortes ligagbes carbono-carbono e aril-éter, como

mostra a Figura 8d (Hayes et al., 2017).

A complexa estrutura da lignina e seu alto peso molecular a torna uma
macromolécula insoltvel (Thomsen et al., 2005). A caracteristica hidrofobica desta é
importante para as plantas, ja que permite que transportem nutrientes e metabalitos por
grandes distancias/alturas. Os vegetais primitivos, como fungos, algas e liquens, nao
séao lignificados (Saliba et al., 2001). A natureza hidrofébica da lignina também restringe
0 acesso de enzimas aos polissacarideos, evitando a decomposicédo da parede celular
das plantas (Hayes et al., 2017). Além disso, seus compostos fendlicos proporcionam
protecdo contra o ataque de patégenos e consumo por insetos e mamiferos herbivoros
(Thomsen et al., 2005).
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Figura 8 — Estrutura quimica da lignina e seus principais componentes: a, b, ¢) alcoois
felipropandicos; d) exemplo de lignina (Bjerre e Schmidt, 1997).

3.2.3 Carbonizacéo

A producgdo do carvao ativado € comumente conduzida por uma etapa primaria
chamada de carbonizacao, que visa a eliminacdo de materiais volateis e elementos que
ndo constituem diretamente o arranjo carbonico do precursor (Basta et al., 2009).
Frequentemente estd etapa é conduzida sob atmosfera inerte e recebe o nome de
pirdlise, porém, nos ultimos anos, a carbonizagdo hidrotérmica, ou hidrocarbonizacéo,
também tem gerado interesse no campo da ciéncia dos materiais (Titirici et al., 2007). Os
produtos desses processos apresentam seus poros obstruidos por residuos como
substancias betuminosas, alcatrdes e naftas, sendo denominados respectivamente como
carvdo e hidrocarvdo. Durante a carbonizacdo produz-se predominantemente
macroporos, fazendo com que o material ndo tenha um aumento significativo da

porosidade e area superficial (Chowdhury et al., 2013).

Os parametros importantes que podem determinar a qualidade e o rendimento do
carvao obtido por pirélise sdo: taxa de aquecimento, temperatura final, fluxo de gas de
arraste e natureza da matéria prima (loannidou e Zabaniotou, 2007). (Dorez et al., 2014)
demostraram que a carbonizacdo dos componentes puros das matérias primas
lignocelulésicas apresentam comportamento significativamente distintos, como mostra a
Figura 9. De acordo com os pesquisadores estas diferencas estdo relacionadas as

estruturas quimicas de cada um destes componente.
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Figura 9 — Andlises termogravimétricas da degradacdo de componentes lignocelulésicos

(m celulose, e xilano (“hemicelulose”) e a lignina) em atmosfera de nitrogénio (N2) a 10

°C/min até 600 °C. Temperatura versus: a) massa; b) taxa de perda de massa (Dorez et
al., 2014).

Dorez et al. (2014) afirmam que o pico estavel da taxa de perda de massa da
celulose por pir6lise ocorre devido a um rapido processo de despolimerizacdo por
clivagem e formacao do levoglucosano, sendo assim proporcionado um baixo rendimento
de carvdo quando submetida a altas temperaturas. O xilano possui uma menor
estabilidade térmica devido ao baixo grau de polimerizacdo, porém a repolimerizagcédo
aleatoria dos radicais acido acético e furfural produzidos, durante a degradacao,
proporciona um maior rendimento de carvdo quando submetido as mesmas condicdes.
J& a degradacgéo da lignina ocorre dentro de uma faixa ainda maior de temperatura e a
carbonizacdo a altas temperaturas gera rearranjos e condensagfes das estruturas
aromaticas, levando a obtencdo de um rendimento de carvdo ainda maior. De acordo
com (Andrade e Carvalho, 1998), para a um alto rendimento de carvdo o0 precursor
lignocelulésico deve possuir, além de baixo teor de cinzas, alto teor de carbono fixo,
sendo este muitas vezes diretamente relacionado a um alto teor de lignina. Entretanto,
como demonstrado na Tabela 3, Dorez et al. (2014) descrevem que ha uma complexa
relacdo entra o rendimento de carvdo a ser produzido e a composicdo do precursor
lignocelulésico utilizado.

De acordo com Andrade e Carvalho (1998) a presenca de um elevado teor de
substancias de natureza aromatica, como extrativos e lignina, da como consequéncia um
carvdo com maior densidade e maior resisténcia em termos de propriedades fisico-
mecanicas. Entretanto, (Shen et al., 2013) descrevem que teores relativamente altos de
carvao podem ser obtidos a partir de precursores com baixo teor de lignina e alto teor de
celulose devido a repolimerizacdo do levoglucosano. Além disso, de acordo com

Giudicianni et al. (2013), um carvao derivado de uma matéria prima com alto teor de ce-
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Tabela 3 — Composicéo e teor de carvdo obtido de materiais lignocelulosicos (Dorez et
al., 2014).

Matéria Composigao (%) Carvao (%)
Prima Celulose Hemicelulose Lignina Soldveis Cinzas Cr Ce
Celulose 100 0 0 0 0 9,5 -
Xilano 0 “100” 0 0 0 30,0 -
Lignina 0 0 100 0 0 56,9 -
Algodao 89,7+0,4 1,0£0,3 2,7+0,2 6,30 0,3+0,1 18,8 10,7
Linho 80 1 13 1 2 *1 4 =1 1 $1 22,5 13,6
Canhamo 74,1+0,5 7,6+0,3 22+02 158+04 0,3+0,1 29,1 10,9
Bagaco/cana 51,8+0,4 27,6 +0,8 10,7+t04 9,1+09 0,8t0,1 16,1 20,1
Bambu 54,6 +0,6 11,4+0,6 21,7+0,3 106+0,1 1,6+0,1 26,2 22,6
Coco 51,3+1,1 11,7+0,7 30,7+0,4 5704 0,6+0,1 29,5 26,5

* Carvdo obtido em atmosfera inerte de N, sob taxa de aquecimento de 10 °C/min até 600 °C

* Cr = rendimento real; Ce = rendimento estimado pela composi¢do
lulose pode apresentar uma porosidade significativamente maior. Logo, observa-se que
para uma analise industrial adequada é necessario avaliar cuidadosamente e
simultaneamente as duas etapas de producdo do CA, ou seja, a carbonizacdo e,

também, a ativacéo.

O processo hidrocarbonizacdo tem atraido interesse nos ultimos anos devido a
caracteristicas como elevada eficiéncia para obtencdo de carvdo (hidrocarvdo) a baixa
temperatura de sintese, processo ecoamigavel devido ao uso somente agua no processo
(Falco et al., 2011), abundantes grupos funcionais remanescentes na superficie do
produto e a ndo geracdo de grandes quantidades de gases nocivos (Sevilla et al., 2011).
As caracteristicas fisico-quimicas do hidrocarvdo dependem dos parametros de operacao
da reacao, ou seja, da razdo biomassa/agua, temperatura e tempo de reacdo, bem como
do material precursor. A complexidade de uma biomassa exigirA maiores tempos e
temperaturas durante a hidrocarbonizagéo (Berge et al., 2011). A hidrocarbonizagédo é
comumente conduzida utilizando agua subcritica em temperaturas entre 180 e 260 °C

(Poerschmann et al., 2015).

3.2.4 Ativacao

s

O processo de ativacdo € comumente aplicado a um carvdo ou hidrocarvdo
previamente produzido, porém ¢é também observado a realizagdo dessa etapa
simultaneamente com a carbonizacdo (El-Hendawy et al., 2008; Macia-Agullo et al.,
2004). O aumento da caracteristica adsorvente do material ser4 entdo conduzido pelo
processo de ativacdo fisica ou ativacdo quimica (Figueiredo et al., 1999) utilizando,

normalmente, temperaturas entre 600 e 1100 °C (Bansal e Goyal, 2005), porém a
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utilizacdo simultdnea destas metodologias, ou seja, ativagao fisica e quimica, também é
descrita na literatura (Hu e Srinivasan, 2001). Além do tipo de ativagdo, os parametros
mais estudados durante o processo é a temperatura e o tempo, bem como a razéo entre

0 agente ativador e o precursor (Vargas, 2010).

O CA e alguns outros compostos nao cristalinos derivados essencialmente de
carbono sdo comumente considerados como carbono amorfo (Figura 10a) (Ho e Lau,
2015), o que os diferenciam das centenas de estruturas cristalinas de carbono puro,
chamadas de al6tropos de carbono, como o grafite, o grafeno, o fulereno e o diamante
(Hoffmann et al., 2016). Os grupos quimicos presentes na superficie dos CAs serdo uma
consequéncia do tipo de precursor utilizado e o método de ativagédo aplicado (Figura
10b), sendo oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, fosforo e enxofre os heteroatomos mais
comuns (Chiang et al., 2002; Michailof et al., 2008). A caracterizagdo destes grupos
quimicos é comumente realizada por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) e a estrutura amorfa da superficie do CA é comumente identificada por

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (El-Hendawy et al., 2008).
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Figura 10 — Carvao ativado: a) representacdo de sua estrutura amorfa (Aznar, 2011); b)

FOSFORICO

heterodtomos e grupos funcionais comumente encontrados em sua superficie (Brennan
et al., 2001).

7

A ativacdo fisica, também chamada gaseificacdo, € o processo pelo qual o
precursor, que geralmente foi carbonizado em uma etapa prévia, desenvolve uma
estrutura porosa pela agdo do tratamento térmico sob um fluxo adequado de vapor de
agua, CO; ou ar atmosférico, usado individualmente ou combinados (El-Hendawy et al.,
2008). Algumas vantagens da ativacao fisica s&o o menor impacto ambiental e o menor

custo, quando comparado aos métodos de ativacdo quimica (Sakaray e Ramirez, 2014).
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Na ativacao quimica a etapa de impregna¢do com o reagente quimico ocorrera ao
material lignocelulésico, quando conduzida em uma Unica etapa, e ao carvao (ou
hidrocarvéo), quando conduzido em duas etapas. O reagente quimico, também chamado
agente ativador, atua como um desidratante que influencia o aparecimento dos poros
devido a inibicdo de formacgéo do alcatrdo (El-Hendawy et al., 2008). Alguns exemplos de
agentes ativantes comumente utilizados séo: cloreto de zinco (ZnCl), acido fosférico
(HsPO.), acido sulfarico (H2S0.) e hidroxido de potassio (KOH) (Ceyhan et al., 2013). A
ativacdo utilizando reagentes acidos comumente geram grupos carboxilicos, lactonas,
lactol e fendlicos nas superficies dos CAs, enquanto que a ativacdo a partir de bases
pode levar a formacdo de grupos pironas, cromenos, éteres, carbonilas, dicetonas e

quinonas (Lopez-Ramon et al., 1999; Montes-Moran et al., 2004).

A ativacao quimica pode apresentar algumas vantagens em relagdo a ativacao
fisica, como: (i) menores temperaturas de ativacdo (El-Hendawy et al., 2008), (ii) menores
tempos de ativagdo (Nowicki et al., 2008), (iii) maiores rendimentos, (iv) obtencéo de
maiores areas superficiais e (v) melhor controle nas dimensdes dos poros. As principais
desvantagens relacionadas ao processo de ativacdo quimica sao o uso de produtos
altamente corrosivos e a necessidade de uma etapa extra de lavagem do produto final

para remocéao das impurezas geradas durante o processo (Lozano-Castello et al., 2007).

3.2.5 Pré-tratamento com fungos

O desenvolvimento controlado de fungos em materiais lignocelulésicos antes do
processo de producdo do CA vem possibilitando a obtencdo destes com areas
superficiais significativamente maiores do que as obtidas por métodos convencionais, ou
seja, apenas pelos processos de carbonizacdo e ativacdo. A area superficial do
adsorvente € potencializada devido ao crescimento das hifas que liberaram enzimas
capazes de romper a parede celular do material lignocelulésico, como mostra a Figura 11

(Wang et al., 2019).

Parede celular vegetal

+

Hifas

Parede celular vegetal biodegradada
Exoenzimas *»s @ Carbono poroso

Figura 11 — Mecanismo de criacdo de poros em materiais lignocelulésicos por hifas de

fungos (Wang et al., 2019 — adaptada).
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O cultivo é geralmente conduzido utilizando alguma espécie do grupo “fungos da
podriddo branca” (white-rot fungi) (Wang et al., 2011b; Wang et al., 2019), que sdo os
microrganismos mais eficientes para a degradacao da lignina. De acordo com (Pérez et
al., 2002) a dificil degradacéo da lignina ocorre devido sua complexidade estrutural, alto
peso molecular e insolubilidade, sendo as enzimas peroxidases e laccases intimamente
envolvidas neste processo. O grupo “fungos da podriddo marrom” (brown-rot fungi)
também possuem excelente capacidade de degradar materiais lignocelulésicos, apesar

de menos explorados em estudos (Presley et al., 2018).

Os estudos de Wang et al. (2011b) e Wang et al. (2019) demostraram aumento da
area superficial do carvdo ativado obtido a partir de residuos de tabaco, cascas de
sementes de algodéo, cascas de graos de arroz e caules de milho, indicando assim uma
ampla abrangéncia a precursores lignocelulésicos. As diferencas de morfologia e area
superficial dos adsorventes obtidos por Wang et al. (2019), a partir da pirdlise em duas
etapas de cascas de sementes de algoddao com e sem pré-tratamento de fungos
“Pleurotus”, sdo mostradas na Figura 11. De acordo com 0s autores € possivel observar
que a estrutura formada pela quebra de parte da lignina pelo conjunto de hifas (micélio)
favoreceu a carbonizacdo da matriz gerando poros abundantes, bem como facilitou a
posterior penetracdo do ativador na estrutura. O carvao obtido apds a primeira etapa de
pirélise a 500 °C sob atmosfera de argbnio (Ar) e sem pré-tratamento (Figura 12a — 2,7
m?/g) apresentou caracteristicas significativamente menos qualificadas para a adsorgéo
do que o carvéo obtido utilizando a matriz pré-tratada (Figura 12b — 579 m#/g). Os autores
também compararam a auséncia e presenca do pré-tratamento do precursor para
obtencao de carvdes ativados, sendo estes obtidos por uma segunda etapa de pir6lise
até 800 °C sob atmosfera oxidante de ar e impregnacdo quimica (KOH, sendo
ativante/carvao = 4/1). Os resultados demonstraram que o carvao ativado obtido sem pré-
tratamento apresentou area superficial (2829 m2/g) significativamente menor do que o

carvao obtido com pré-tratamento (Figura 12c — 3439 m2/g).

O género Pleurotus é composto por espécies de “fungos da podridao branca”
comestiveis e seu desenvolvimento controlado € comumente realizado pelo cultivo em
estado sdlido (CES), utilizando substratos lignocelulésicos. Alguns estudos de otimizagéo
do CES de Pleurotus para a obtencao da parte comestivel dos fungos demostram que
correcBes de pH e de nutriente no meio podem ser necessarias (Moda, 2003). O CES de
outros géneros de “fungos da podriddao branca”, como o Pycnoporus, Trametes e
Phanerochaete, demostram resultados ainda mais eficientes para a decomposicdo de
lignina (Sahu e Pramanik, 2015), porém néo foi encontrado estudos para a obtengéo de

carvao ou CA com alta porosidade utilizando um pré-cultivo com estes microrganismos.
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579 m3/g 3439 m?/g

Figura 12 — Comparac¢do das morfologias e areas de superficie de adsorventes obtidos
com e sem pré-tratamento flngico: a) carvdo — apos 1 2 etapa pirolitica a 500 °C sem pré-
tratamento; b) carvdo — apds 12 etapa pirolitica a 500 °C com pré-tratamento; c) carvao
ativado obtido com pré-tratamento e apds 22 etapa pirolitica a 800 °C (Wang et al., 2019

— adaptada).

O cultivo submerso (CS) de Pleurotus em materiais lignocelulésicos também pode
ser aplicado para a potencializacdo de poros em adsorventes (Wang et al., 2011b),
apesar de (Wang et al.,, 2019) terem demonstrado o potencial poroso do “residuo do
CES”, desenvolvido pelas hifas, para a produgao de CA. O CES é geralmente mais
eficiente que o CS para a degradacao da lignina (Sahu e Pramanik, 2015). O residuo do
CES (material lignocelulésico + hifas) € comumente direcionado a adubacgéo organica,
devido ao conteldo em nitrogénio e outros minerais provenientes do micélio (Moda,
2003), ou, a producédo de bhiogas, devido a facilitacdo para a digestdo anaerdbia (Perez-
Chavez et al., 2019). Outra area importante nessa linha de pesquisa € a producdo de
enzimas por técnicas de purificacdo e isolamento, onde geralmente se aplica o CES
seguido de uma lavagem adequada para recuperacgdo das importantes enzimas (Inéacio et
al., 2015).

3.2.6 Adsorcéo e a dessor¢ao

A eficiéncia da liberagdo controlada de um farmaco carreado por CA sera
delimitada pelos fenbmenos de adsor¢éo e dessorcao (Yaneva, 2019). De maneira geral,
a adsorcao é definida pela transferéncia de substancias de um fluido para a superficie de
um sélido, e o inverso, ou seja, a liberacao das substéncias adsorvatadas do adsorvente,
€ a dessorcdo (Bansal e Goyal, 2005). Para a liberacdo controlada de farmacos a
adsorcdo é comumente conduzida com solventes que possuam grande capacidade de
solubiliza-los, mas a dessorcao é em fluidos gastrointestinais, ou seja, de base aquosa e
com baixa capacidade de solubilizacdo especifica. O etanol (EtOH) vem sendo
comumente utilizado no processo de adsorcao, ja que possui uma toxicidade menor do
que solventes (Miriyala et al., 2017; Yaneva, 2019) como o hexano (Wang et al., 2011a;

Horcajada et al., 2004). As analises por FTIR sdo comumente conduzidas nestes
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estudos, ja que permitem comprovar a adsor¢éo e a dessor¢ao do farmaco ao adsorvente
(El-Hendawy et al., 2008).

Os fendbmenos de adsorcdo e dessorcdo serdo afetados por fatores como,
temperatura, pH, forca ibnica, concentracao inicial do adsorvato, velocidade de agitacéo,
raz8o0 massica adsorvato/adsorvente, tamanho das particulas e area superficial do
adsorvente (Bansal e Goyal, 2005; Ho, 2006). Ambos séo classificados de acordo com o
tipo de interacdo entre o adsorvente e o adsorvato, podendo ser fisica (fisissor¢cao), que
ndo é especifica, ou quimica (quimissor¢do), que é especifica. A fisissorcdo ocorre
principalmente por forcas eletrostaticas ou forcas de Van der Waals, ou seja, as
moléculas encontram-se fracamente ligadas na superficie do adsorvente, podendo formar
tanto monocamadas como multicamadas, e € um processo mais facilmente reversivel. Na
guimissorcéo acontecem transferéncias de elétrons equivalentes a formacao de ligagbes
guimicas, fazendo com que o adsorvato tenha uma interacdo mais forte com a superficie

do adsorvente e consequentemente sob uma Unica camada (Theydan e Ahmed, 2012).

A relagéo de equilibrio entre a concentracdo do adsorvato na fase fluida (gas ou
liquido) e no adsorvente (sélido), a uma determinada temperatura, é chamada de
isoterma de adsorcéo (Rouquerol et al., 1994). A capacidade do CA carrear um farmaco é
definida pela andlise da isoterma liquido-sélido, ja que o adsorvato esta presente em uma
solucdo com um solvente organico adequado (Miriyala et al., 2017; Yaneva, 2019).
Entretanto, a isoterma gas-solido é também importante ja que permite elucidar
caracteristicas fundamentais do adsorvente. Esta caracterizacdo € definida pela
guantidade de moléculas de um gas, comumente o nitrogénio (N2), adsorvidas ao
adsorvente, sendo assim também chamada de fissor¢do de nitrogénio (Rouquerol et al.,

1994).

3.2.7 Fissorcéo de nitrogénio

A fissor¢cdo de nitrogénio fornecerd dados caracteristicos do adsorvente como
volume e tamanho de poros, bem como sua area superficial. O termo "poro" vem do
termo grego porod, que significa passagem, sendo entdo classificado como uma
cavidade que é conectada pela superficie externa do sélido e permite a passagem de
fluidos para dentro ou para fora através do material. Segundo a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) os poros dos CAs podem ser classificados em fungéo
do tamanho, como: macroporosos (diametros maiores a 50 nm), mesoporosos (didmetros
entre 2 e 50 nm) e microporosos (didmetros inferiores a 2 nm) (Sing et al.,, 1985;
Rouquerol et al., 1994). Os microporos contribuem para a maior parte da area superficial

gue proporciona alta capacidade de adsorcdo para moléculas de dimensdes pequenas,
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tais como gases e solventes comuns. Os mesoporos sao importantes para a adsorcao de
moléculas grandes tais como farmacos e suportam uma quantidade maior de adsorvato
por poro. Os macroporos sdo de pouca importancia devido a grande relacdo entre o
tamanho dos poros e a dimensdo das moléculas de adsorvato, a ponto de serem
tomados como dutos de transporte e considerados como porosidade de superficie
externa. A proporcao relativa dos tipos de poros de um CA varia consideravelmente de

acordo com o precursor e processo de fabricacdo (Wu et al., 2005).

A concentracdo do adsorvato, neste caso, é geralmente dada em porcentagem
molar ou pressado (Mccabe et al., 1993), j& que pode ser calculada a partir da presséo
relativa na qual os poros sdo preenchidos com um liquido proveniente da condensacéao
de um géas (Khalili et al., 2000). Por isso, é importante conhecer o fendbmeno de
condensacao capilar, que pode ser definido como sendo a condensacgdo de um liquido
nos poros de um soélido a uma pressao relativa P/P, menor que a unidade (Butt et al.,
2013). A presenca de uma superficie solida que sirva como ponto de nucleagdo é
necessaria para que o vapor condense em uma pressdo abaixo de sua pressdo de
saturacdo. Em um poro, o filme de adsorvente formado nas paredes serve como tal.
Portanto, a condensacdo do vapor é dependente da formacao desse filme (Adamson,
Gast, 1997). No processo inverso de evaporacdo, a passagem do liquido para a fase
vapor ocorre espontaneamente a partir do menisco e a diminui¢cdo da presséo do sistema
(Khalili et al., 2000).

As isotermas de adsor¢do gas-sélido (Figura 13) sao classificadas pela IUPAC em
seis tipos. O tipo |, é também conhecido como isoterma de Langmuir, apesar de nao
indicado, e €é uma caracteristica de adsorventes microporosos, baseando-se na
aproximacao gradual da adsorcdo limite que corresponde a monocamada completa. A
isoterma do tipo Il corresponde a formacdo de multicamadas, representando um
adsorvente ndo poroso ou de poros relativamente grandes. A isoterma do tipo Il é
relativamente rara e representa que a adsorgao inicial é lenta em virtude de for¢cas de
adsorcdo pouco intensas. Na isoterma do tipo 1V, observa-se um salto correspondendo a
histerese (retardo ou atraso) que estd associado com o fendbmeno de condensagéo
capilar, caracteristico de materiais mesoporosos. A isoterma do tipo V é incomum e esta
relacionada com a isoterma do tipo Ill, nas quais a interacdo entre adsorvente e
adsorvato é fraca. E a isoterma do tipo VI é indicativa de um adsorvente ndo poroso com
uma superficie quase uniforme e bastante rara, onde a adsor¢do ocorre em etapas (Sing
et al., 1985).

A isoterma de Brunauer-Emmett-Teller (BET) é o método comumente utilizado

para determinacéo da area superficial de um adsorvente. Este método foi desenvolvido
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Quantidade adsorvida

Press&o relativa (P/P0)

Figura 13 — Tipos de isoterma de adsor¢do gas-solido (Donohue e Aranovich, 1998) —

adaptada).

com o objetivo de relacionar a area superficial com os valores obtidos a partir das
isotermas. A isoterma é dada pela quantidade de gas adsorvida (n,) em uma
determinada presséo relativa, sendo consideradas as seguintes simplificagbes: i) a
adsorcdo ocorre em multicamadas independentes e imoveis, ii) o equilibrio é alcangado
para cada camada e iii) exceto na primeira camada, a adsor¢ao é aproximadamente igual
a condensacédo. A equacdo BET é comumente aplicada na sua forma linear descrita pela

Equacado 1 (Rouquerol et al., 1994).

g @) 1 c-D P
y=a X P)_C.nma C-n,* P, (1)

nm-(l—P—O

onde: n,,* é a quantidade adsorvida na monocamada completa e C € uma constante que

€ dependente do tipo de isoterma.

A area superficial BET (Aggr) € geralmente expressa em metros quadrados por
grama (m? g?!) e pode ser calculada como demonstra a Equacdo 2, onde N, é a
constante de Avogadro (6,02 x 102 mol?), a,, é a area ocupada por uma molécula de N
,0,162 nm?) e m é a massa (g) de adsorvente utilizada durante a andlise (Rouquerol et
al., 1994). A faixa de linearidade é restrita a uma parte limitada da isoterma e usualmente
ndo ultrapassa a faixa de P/P, entre 0,05 e 0,30 (Sing et al., 1985).

Ny Ny-an,

A = 4 Tm 2
BET m ()

O volume total de poros (V) é obtido a partir da quantidade adsorvida no ponto de
saturagao, ou seja, em uma pressao relativa de 0,99. O volume de microporos (V,) pode
ser determinado a partir da equacdo de Dubinin-Radushkevich (Equacéo 3), onde B é
uma constante estrutural, § é o coeficiente de similaridade e T € a temperatura. Logo, um
gréfico de log V; contra log?(P,/P) permite a determinacdo do volume de microporos.
Embora a medida de volume adsorvido (V) em cada pressao relativa é utilizada nos
calculos, o intercepto da reta obtida com os dados da isoterma a baixas pressées (P/P,<

0,04) é que promovera uma estimativa adequada do volume dos microporos. Desta forma
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o volume de mesoporos (V;,) podera ser aproximado mediante a diferenca entre o volume

total de poros (Vr) e o volume de microporos (V) (Khalili et al., 2000; Sing et al., 1985).

log(Vy) = log(V,) — B - (T/ﬁ)z -log? (PO/P) (3)

A distribuicdo do tamanho de poros é um parametro muito importante para o
estudo da estrutura porosa, ja que esta intimamente relacionado a area total do sélido. O
diametro do poro (D,) pode ser estimado a partir do conceito de raio hidraulico (1), que
relaciona o volume total (V) e a area superficial (Aggr). Para um poro longo e cilindrico
de comprimento L e raio r, sendo r << L, 0 didmetro estimado dos poros sera expresso
pela Equacao 4 (Sing et al., 1985).

Vp  (m-r?:L) r D

__p
™ ——T.

4'VT
= = = ‘.D =
SBET 27TTL 2

A partir de diferentes métodos matematicos pode-se obter a distribuicdo de
tamanho dos poros, sendo estes definidos a partir da curva de dessorgcdo (Adamson e
Gast, 1997). O método Barret-Joyner-Halenda (BJH) é utilizado no calculo da distribuigéo
do tamanho dos poros na regido mesoporosa (Khalili et al., 2000), enquanto o0 método

Horvath-Kawazoe (HK) é adequado para a regido microporosa (Dombrowski et al., 2001).

3.3 Canhamo industrial: a Cannabis com baixo teor psicotrépico

Como citado previamente, a utilizacdo medicinal da Cannabis néo foi a Unica que
se destacou ao logo da historia. "Registros antigos da utilizacdo de suas fibras” e
sementes também foram bastante comuns. Estas duas vertentes de aplicagdo definiram
o0 uso industrial da planta na Convencéo Unica de Entorpecentes de 1961, permitindo a
criacdo de “Leis especificas em diferentes paises” para o seu uso nao psicotrépico. O
canhamo industrial se destacou nas ultimas décadas para a producao de fibras e/ou
sementes, mas € o recente e valioso mercado medicinal que tem prosperado nos ultimos
anos. Por isso, torna-se importante saber “Algumas de suas caracteristicas de cultivo”
que podem ser otimizadas para a producéo dos seus diferentes produtos, ou seja, flores,
fibras e sementes. E importante notarmos também que o canhamo e outras fibras
naturais baratas vém se apresentando como alternativas viaveis para as caras e nao
renovaveis fibras sintéticas em diversas aplicacbes (Gedik e Avinc, 2020). Além disso, o
processo de “Separacdo mecanica de suas fibras” acaba gerando uma quantidade
significativa de material residual. Este residuo, também chamado de estopa, pode ser
utiizado como precursor para a obtencdo de carvdes ativados com altas areas
superficiais (Williams e Reed, 2004; Reed e Williams, 2004; Rosas et al., 2009; Sun et al.,

2016); Vukcevic et al., 2017). Este topico sobre o cAnhamo industrial também traz uma
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“Analise comparativa de carvfes ativados obtidos de suas fibras” e apresenta uma breve

discussao sobre “As suas fibras no atual comércio e indUstria nacional”.

3.3.1 Registros antigos da utilizacédo de suas fibras

As descricOes da utilizacdo de fibras de cAnhamo pela humanidade s&o evidentes
a partir de 10000 AEC, durante o final da Ultima era glacial, quando, ao mesmo tempo as
fibras vegetais de linho e algoddo, bem como a 1a, fibra animal, passaram a seres
utilizadas para a producéo de téxteis. O tecido se apresentou como um material pratico,
confortdvel e que permitia de maneira adequada a transpiracdo, por isso foi
gradativamente substituindo as roupas feitas com peles de animais. A demanda por fibras
téxteis foi um aspecto fundamental da revolucdo agricola, incentivando a domesticacao
de plantas e animais (Gilligan, 2021). As fibras téxteis também foram muito utilizadas na
pré-historia para a fabricacdo de cordas, podendo esta aplicagdo ser ainda mais antiga
do que a producdo de tecidos (Turner e Van De Griend, 1996). O desenvolvimento de
técnicas para a producdo de cordas resistentes foi fundamental para a construgéo de
piramides no Egito por volta de 2600 AEC, sendo as fibras de papiro amplamente
utilizadas (Wendrich, 2008) e as fibras de canhamo descritas em alguns estudos (Russo,
2007).

Na China, onde registros da domesticacdo de Cannabis sdo comuns (Li, 1973),
trapos (tecidos descartados) de cédnhamo e linho foram utilizados na producdo das
primeiras folhas de papel. Posteriormente os chineses aperfeicoaram a produgéo
utilizando fibras cruas destas e outras plantas, bem como cascas de arvores. A evidéncia
mais antiga de papel encontrada é constituida de fibras de canhamo e remonta de uma
época entre 140 e 87 AEC. Apds sua descoberta o papel se tornou um meio
importantissimo para a difusdo da escrita, junto com outros materiais que ja vinham
sendo utilizados como fibras laminadas de papiro e peles de animais devidamente
tratadas (pergaminho). O processo de producéo de papel se diferenciou da laminacdo do
papiro, de origem egipcia, pela necessidade de alteracdo das propriedades do precursor

durante a maceracado ou desintegracao (Tsuen-Hsuin, 1985).

Na Europa a técnica de manufatura do papel foi introduzida pelos mulgumanos no
século XII (Bloom, 2017), porém uma demanda significativa sé surgiu com a
disseminacao da imprensa em meados do século XV (Tsuen-Hsuin, 1985). Nesta época
houve grandes incentivos para o cultivo de canhamo no continente, mas a matéria prima
era utilizada diretamente apenas para producdo de cordas e velas de embarcacbes
(Grandes Navegacoes, séculos XV e XVI) (Robinson, 1999) e ndo para a producédo de

papel. Até o final do século XVIII, a Unica matéria-prima utilizada para fabricacdo de papel
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na Europa eram trapos principalmente de canhamo ou linho, ou, em menor quantidade,
de algodédo. A primeira fase da Revolucdo Industrial (1760 — 1860) aumentou
significativamente a demanda do papel (Van Roekel Jr, 1994) e por isso a descoberta da
acao branqueadora do cloro sob fibras vegetais, em 1774, foi muito importante para uma
eficiente obtencdo do papel branco (Kamoga et al., 2013). Apesar disso, mesmo com a
acao do cloro, s6 a partir de trapos brancos era possivel produzir papeis brancos, e, com
isso, as fibras de algoddo, por fornecer uma matéria-prima mais adequada (Bruckle,
2009), tiveram seu cultivo impulsionado apdés o desenvolvimento de uma eficiente
maquina, em 1793, que permitia separar suas fibras de suas sementes (Roe, 1871). O
canhamo ainda se manteve como produto mais comercializado no mundo até 1830
(Conrad, 1995), mas seu cultivo foi diminuindo significativamente a partir dessa época
(Amaducci et al., 2015). Mais tarde, mesmo com um maior teor de lignina, as arvores
passaram a ser a matéria prima utlizada para a producdo do papel devido ao
desenvolvimento de processos para separar a celulose da lignina, inicialmente mecéanico,
em 1840 (Sjostrom, 1993), e, posteriormente quimico, utilizando derivados do enxofre, a
partir de 1857 (Biermann, 1993). Em 1861 havia sido criado o primeiro separador
mecénico de fibras de canhamo, ao qual foi sendo aprimorado ao logo dos anos
(“decorticador”) (Ranalli e Venturi, 2004), mas o inicio da producédo de fibras sintéticas,
por volta de 1880, também contribuir para uma diminuicdo do cultivo e utilizacdo do

canhamo em todo o mundo (Schwarz e Kovacevic, 2017).

No Brasil, em 1783, a Coroa Portuguesa inaugurou a Real Feitoria do Linho
Canhamo, com o objetivo de se livrar da dependéncia inglesa para a obtencéo de fibras
necessarias para a producado de utensilios fundamentais em embarcacdes (De Oliveira,
2014). Testes iniciais de cultivo, por volta de 1747, foram conduzidos no Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, mas a Feitoria foi instalada no Rio Grande do Sul
(Menz, 2005; Johann, 2010) e suas atividades permaneceram até 1824 (Bento, 1983);
(Aquino, 2007). A questao &, sera que a palavra canhamo aqui realmente se refere a um
derivado de Cannabis? De acordo com (De Oliveira, 2008), a Figura 14a representa um
“exemplar linho canhamo” cultivado na Feitoria. Logo, é possivel observar que a planta
em questdo possui caracteristicas semelhantes ao género Linum (Figura 14b),
popularmente conhecido como linho, e ndo com o género Cannabis (Figura 14c),
popularmente conhecido como cdnhamo quando trata-se de um cultivo para a obtengéo
de fibra. Por outro lado, (Carvalho, 1995) cita que entre 1785 e 1880 a Coroa emitiu
diversos oficios a agricultores para incentivar o cultivo de Cannabis para a produgéo de

fibra e também distribuiu sementes e folhetos com instru¢des de cultivo.
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Figura 14 — Comparacédo entre registros ilustrativos de plantas cultivadas para a obtencao
de fibras: a) “exemplar linho cdnhamo cultivada na Real Feitoria Linho Canhamo” do
Brasil (De Oliveira, 2008); b) espécie Linum usitatissimum L., popularmente conhecido
como linho; c) espécie Cannabis sativa L., popularmente conhecida como canhamo
(Kohler, 1887).

Da Rosa (2018) descreve que instituicdes de Pernambuco, Rio de Janeiro e S&o
Paulo cultivaram Cannabis no Brasil para a producédo de fibras nas primeiras décadas do
século XX (Figura 15), tendo, inclusive, sido gerado uma patente de variedade da planta
pela empresa carioca. Entretanto, estudos posteriores comprovaram que o “canhamo
braziliensis”, patenteado no Rio de Janeiro, era do género Hibiscus (BMI, 1907);
(Krapovickas e Fryxell, 2004), e ndo do género Cannabis. Os cultivos em Sdo Paulo
descritos por Da Rosa (2018) também podem ter sido mal interpretados. A autora
descreve que no estado foi primeiro avaliado a comparagéo entre o cultivo de “canhamo
braziliensis” e “cAnhamo da india”, mas este, por sua vez, também é uma forma popular
gue se refere a espécie Crotalaria juncea (DOU, 2008). Por fim, tem-se poucos detalhes
nos registros encontrados sobre o cultivo em Pernambuco (Noemia, 2008). O Topico
3.3.6 apresenta espécies de plantas que sdo popularmente conhecidas como canhamo,

mesmo n&o sendo derivadas do género Cannabis.

A fibra de cénhamo (Cannabis sativa) foi considerada como um material
estratégico de guerra para os Estados Unidos, pois apresentava-se como melhor
alternativa para atender o rapido aumento da demanda da marinha, exército e industrias
essenciais. A indastria apresentou uma breve expansdo nos EUA durante a 12 Guerra
Mundial (1914 — 1918) (Wilsie et al., 1944), bem como no Canada ap0s esse periodo,

mas, de maneira geral, tornou-se muito menos competitiva para a fabricacéo de corda,
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S

Figura 15 — Registros fotogréaficos de cultivos de fibras alternativas no Brasil na primeira
década do século XX: a,b) J. Knight & Perini — Rio de Janeiro — 1904~1905; c) Instituto
Agronémico de Campinas — Sao Paulo — 1905~1910 (Da Rosa, 2018). Nota: conversao

de cor via site playback.fm/colorize-photo.

vestuario e papel na década de 30. Em 1938, o cultivo de Cannabis foi taxado nos EUA e
passou a ser ilegal no Canada (Cherney e Small, 2016) e no Brasil (Brasil, 1938). O ano
de 1939 foi marcado pelo auge da industrializacdo do papel no Brasil, tendo sido
impulsionada pelo governo a partir do interesse de estudos com fibras alternativas que
ndo precisassem ser importadas (Margalho, 2008). O Hibiscus foi um dos géneros
destacados na época (Da Rosa, 2018), mas ndo foram encontrados registros
mencionando a Cannabis. Uma iniciativa privada de industrializacdo em S&o Paulo
apresentou, também em 1939, uma recorde na producao de fibras de Hibiscus (Da Rosa,
2018). O cultivo de canhamo estava quase que extinto nos EUA e Canadé na época em
gue se iniciou a 22 Guerra Mundial (1939 — 1945), mas sua produc¢do foi novamente
incentivada durante o periodo. Apés o conflito, a producdo de canhamo foi praticamente
eliminada nestes paises (Cherney e Small, 2016).

3.3.2 Leis especificas em diferentes paises

A Convencao Unica de Entorpecentes (CUE), de 1961, é a base do atual regime
internacional de controle de drogas e suas formas de intervenc¢do e controle procuram

limitar a posse, uso, comércio, distribuicdo, importacdo, exportacdo, fabricacdo e
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producdo das mesmas a fins exclusivamente médicos e cientificos, bem como combater
o tréfico destas por meio da cooperacédo internacional para dissuadir e desencorajar 0s
narcotraficantes. Esta Convencdo ndo se aplica “ao cultivo da planta de canabis
destinado exclusivamente a fins industriais (fibra e semente) ou horticulos” (Brasil, 1964).
Logo, é necessario entender que o canhamo, ao longo da histéria, além de uma fonte de
fiboras de alta qualidade, foi uma planta provedora de sementes para a alimentacdo
humana desde pelo menos 500 AEC (Clarke e Merlin, 2013). Além disso, que os fins
horticolas citados séo, por exemplo, para 0 uso como “quebra vento” (do inglés: “wind
screen”), ou seja, uma linha de plantas altas com o objetivo de reduzir a incidéncia do
vento. Essas excecfes foram definidas em termos de como a planta poderia ser utilizada
e ndo por sua composi¢cdo em canabinodides, o que, por consequéncia, deixou uma saida
para o cultivo ilicito da mesma (Curran et al., 2016). Com isso, apos elucidagcdo da
estrutura quimica destes bioativos (Mechoulam e Shvo, 1963; Gaoni e Mechoulam, 1964)
e inclusdo do A°-THC na Lista de Substancias Psicotrépicas das Nacdes Unidas (UN,
1971), regras diferenciando o fenétipo de planta, como “droga” e “ndo droga (fibra)”,

foram criadas.

A primeira classificacéo foi criada por (Fetterman et al., 1971), ao relacionar os
teores dos principais fitocanabinoides psicotropicos (A>-THC e o canabinol (CBN)) e nao
psicotrépicos (CBD): (A°-THC + CBN)/CBD. Segundo os autores o valor maior do que 1
indicaria uma planta com fenétipo de “droga" e um valor menor ou igual a 1 indicaria um
fenotipo de “fibra", ou seja, plantas cultivadas para a producdo de fibras de alta
gualidade. Atualmente, é observado que esta classificacdo ndo € mais adotada, ja que,
por exemplo, plantas com teor de CBD maior do que a soma dos teores de A°-THC e
CBN podem nao apresentar fibras de boa qualidade (Grijo et al., 2019b). Posteriormente
foram criadas classificacbes mais adequadas, que consideravam limites destes ativos e

nao a razao entre eles, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Algumas das classificacfes criadas para definir fen6tipos de Cannabis.

Fendtipo Small e Beckstead (1973) Brenneisen e Kessler (1987) Demeijer et al. (1992)
AS-THC (%)  CBD (%) AS-THC (%) AS-THC (%) CBD (%)
Droga >0,3 <0,5 >1,0-20,0 20,5 <0,5
Intermediaria >0,3 20,5 >0,3- 1,0 >0,5 20,5
N&o droga ou fibra <0,3 20,5 <0,3 <0,5 20,5

Nas décadas apds a Convencdao, mesmo com estas definicbes, o cultivo do
canhamo industrial diminuiu nos paises da Europa e houve um pequeno aumento na
China, onde a cultura das fibras e sementes, como vimos, sdo milenares (Clarke, 1999);
(Fao, 2016). S6 apos regulamentagdes especificas, a partir de 1993, descrevendo o

canhamo como plantas com menos de 0,3 % em massa de A>-THC (Decorte, 2011), foi
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que a producdo europeia pode novamente se equiparar a chinesa (FAO, 2016). A China
chegou a proibir o cultivo de canhamo em 1998 devido a contesta¢cfes internacionais
sobre pequenas produgdes direcionadas a obtencdo de resina, porém as iniciativas de
erradicacé@o pelo governo foram brandas (Clarke, 1999). J& em 2010, a provincia chinesa
Yunnan foi a primeira a regulamentar o canhamo como plantas com menos de 0,3 % em
massa de AS-THC (GR, 2010). Em 2017 a provincia chinesa de Heilongjiang foi a
segunda a fazer esta regulamentacdo e, com o objetivo de se tornar a maior base
industrial de canhamo na China e até mesmo no mundo até 2020, lancou o Plano de
Acdo Especial de Trés Anos para o Canhamo Industrial (USSEC, 2018). Atualmente
espera-se que a provincia de Jilin seja a terceira a regulamentar o cultivo de canhamo na
China (He, 2019).

A Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (FAO) dispbe
de dados estatisticos relacionados ao cultivo de cdnhamo em varios paises, aos quais
demonstram que nas Ultimas décadas houve um aumento significativo do cultivo de
canhamo no mundo (FAO, 2016). Por algum motivo a FAO néo inclui a producdo de
paises como o Canada, que desde 1998 ja possui regulamentacdo e producéo
significativa como plantas com menos de 0,3 % de em massa de A°-THC (Canada, 1998).
Além disso, nos ultimos anos, a ascensao da cultura é ainda mais significativa ja que
outros paises que ja regularizaram leis préprias ainda ndo sao contabilizados pela FAO.
O cultivo nos estados australianos foi regulamentado em diferentes datas e o teor limite
massico de A°-THC varia em 0,35 ou 1,00 % (FSANZ, 2019). O Uruguai regulamentou o
canhamo como plantas com menos de 1,0 % em massa de A°-THC (Uruguai, 2013) e 0s
Estados Unidos da América (EUA) aprovaram a Lei da Agricultura de 2018 (“2018 Farm
Bill"), que inclui o canhamo como uma cultura agricola com menos de 0,3 % de A>-THC
(Usa, 2018; FDA, 2019).

3.3.3 Algumas de suas caracteristicas de cultivo

O cultivo de canhamo para a obtencao de fibras, em especifico, € normalmente
anual, apresentando plantas eretas (“sem” ramificagcdes) que podem alcanga 5 mem 4 a
6 meses (Bocsa e Karus, 1998). A taxa de crescimento pode chegar a 11 cm/dia
(Merfield, 1999), demonstrando um alto potencial de absor¢cdo do diéxido de carbono
atmosférico. O cultivo requer uma baixa quantidade de irrigagdo (Averink, 2015) e
fertilizantes (Boyce, 1912), sendo sua densidade (plantas/m?) e fen6tipo importantes para
definir o produto de interesse (Fassio et al., 2013). As variedades utilizadas séo
comumente monoicas (Grabowska et al., 2009; Branca et al., 2017) plantando-se

aproximadamente 120 plantas/m? (Fassio et al., 2013). Por outro lado, o cultivo para a
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obtencao de sementes, que também pode ser feito com essas variedades (Grabowska et
al., 2009; Branca et al., 2017), € normalmente conduzido com uma densidade de 30
plantas/m? (Fassio et al., 2013). As plantas monoicas eram naturalmente obtidas em
condi¢bes desfavoraveis, porém foram bastante difundidas apés a 22 Guerra Mundial por
possibilitar colheitas mais uniformes (Berger, 1969; Blade et al., 1999; Unodc, 2008). O
cultivo com producdo simultdnea de fibras e sementes também pode ser conduzido,
porém com menor qualidade. Ndo se tem registro do uso de herbicidas para o cultivo
dedicado a fibras, porém estes sao tradicionalmente aplicados para cultivos menos

densos como para a producao de sementes (Fassio et al., 2013).

O canhamo tradicionalmente utilizado para a producdo de fibra e/ou semente
geralmente apresenta baixa quantidade de resina, mas com a caracteristica de ter um
teor de CBD (< 3,5 %) maior do que o de A%-THC (Demeijer et al., 1992). Entretanto,
gracas a técnicas de reproducao com selecdo de variedades, a obtencdo de plantas
fémeas com teores de CBD > 15 % e de AS-THC < 1 ja é possiveis (Mudge et al., 2018).
E importante notar que o desenvolvimento de plantas hibridas pode também ser feito a
partir de uma terceira espécie chamada Cannabis ruderalis, identificada no século XX por
(Janischevsky, 1924), que raramente € cultivada por si s6é e possui caracteristica de
resistir a climas mais frios e ser capaz de florescer independente da incidéncia de luz
(popularmente chamadas de “automaticas”) (Gloss, 2015). Este contexto torna cada vez
mais atraente o cultivo do cdnhamo industrial visando flores fémeas para a obtencéo de
CBD (Cherney e Small, 2016), a partir de uma densidade de aproximadamente 10
plantas/m2 (Fassio et al., 2013). Para isso, é necessario que o pais interessado na
industrializacdo além das fibras e sementes crie regras seguindo as definicbes da CUE
de 1961 (Brasil, 1964). Alguns estudos mostram alternativas que n&do visam a producao
otimizada de resina, a partir de eliminacdo de plantas masculinas: i) colher sementes
previamente maturadas (Cherney e Small, 2016) fornece inflorescéncias residuais com
quantidades significativas de CBD (Nissen et al., 2010); ii) fazer a colheita das plantas
antes do inicio da formacgéo das sementes pode fornecer de 70 a 85 % de caules (fibras)

e inflorescéncias com CBD (Bertoli et al., 2010).

3.3.4 Separacdo mecanica de suas fibras

O cultivo de canhamo direcionado para obtencédo de fibras de alta qualidade é
comumente submetido, apés a colheita, a separacdo mecanica das fibras. A separagéo
pode ser realizada utilizando caules frescos (Jiang et al., 2014) ou caules que foram
submetidos previamente a um processo microbiano para a quebra das ligacdes quimicas

e remocdo da pectina (Jankauskiene e Gruzdeviene, 2013). O canhamo, assim como

D.R. Grijo, 2022 - Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagido em Engenharia Quimica / Universidade Estadual de Maringa



61
Caracterizagdo do canabidiol ndo sintético puro e complexado em carreadores

linho, juta, rami e outras plantas, possuem em seu caule dois tipos de fibras: a fibra
externa, macia e flexivel, e a fibra interna, dura e rigida. A fibra externa também é
chamada de fibra liberiana, ou, do inglés, bast fiber, e possui um maior valor agregado,
enquanto a fibra interna € também chamada de hurd ou shiv, como mostra a Figura 16a
(Ferro et al., 2014). Na verdade, como mostra a Figura 16b, veremos mais adiante que
comumente a fibra externa é diferenciada em primaria e secundaria. (Small e Marcus,
2002) demonstram que plantas do fenétipo “ndo droga/fibra” possuem caules com um
maior espaco oco centralizado, ou seja, com menos hurd (“madeira”), uma vez que isso

permite que mais energia seja direcionada para a producéo de fibra externa (Figura 2).

b) Secundaria , Hurd E
Priméria ety 4 OPaso

i 0co
Epiderme

|

Figura 16 — llustragfes identificando diferentes partes do caule de canhamo: a) secéo

transversal (Ferro et al., 2014); b) se¢éo longitudinal (Chandra et al., 2017).

Attard et al. (2018) demonstraram que o material particulado (poeira) perdido durante
0 processo mecanico de separacdo dos diferentes tipos de fibras contém um teor de CBD
significativo. Neste mesmo sentido observa-se que os equipamentos de processamento
de caules de canhamo vém sendo aperfeicoados para o aproveitamento desse material
particulado, também denominado de microfibra verde (CGT, 2019) como mostra a Figura
17.

@ i‘ - rp (e & B US4 »
B Fiba Microfibra
externa interna verde

Figura 17 — Distintos materiais fibrosos obtidos do caule de canhamo (CGT, 2019 -

adaptada).
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A Tabela 5 apresenta algumas das distintas caracteristicas fisico-quimicas entre
as fibras externas e as fibras internas de canhamo. As fibras externas sdo direcionadas
geralmente para a industria téxtil e de compdsitos poliméricos de alta resisténcia,
enquanto as fibras internas para o uso como matéria prima para materiais de construgéo
(Gedik e Avinc, 2020) e forragem animal (Bambi et al., 2018 ; Stevulova et al., 2018).

Tabela 5 — Diferencas fisico-quimicas entre as fibras externas e as fibras internas de

canhamo.
Tipo de diferenga Parametro Externa (bast) Interna (hurd)
Fisica Comprimento (pm) 5000-55000 200-600
Vignon et al. (1995) Diametro (um) 20-40 10-30
Espessura da parede (um) 5-10 1-2
Quimica Celulose (%) 57-77 % 40-48 %
. L Hemicelulose (%) 9-14 % 18-24 %
Morin-Crini et al. (2018) Lignina (%) 5.09% 2124 %

As fibras externas sdo comumente espadeladas e retalhadas antes de serem
processadas, ou seja, sofrem um processo prévio de alisamento mecéanico, como mostra
a Figura 18. Apds esse processo as fibras externas utilizadas séo separadas em fibras
externas primarias, também chamadas de fibras longas, e fibras externas secundarias,

também chamadas de estopa (Sisti et al., 2018).

Espadelador Retalhador

Fibra primaria
\ (longa)

g Fibra secundaria

! ﬁ, g ‘ (estopa)

Figura 18 — Processo de separacao das fibras externas em primérias e secundarias (Sisti
et al., 2018 — adaptada).

Fibra
externa

Snegireva et al. (2015) demonstraram que o comprimento médio das fibras de
estopa (7600 + 700 um) é, como se esperava, menor que o das fibras longas (17500 +
1600 um). Neste recente trabalho estatistico os pesquisadores comprovaram que 0O
comprimento das fibras longas varia de 5000-55000 pum e observaram que O
comprimento das fibras de estopa variam entre 5000-35000 um. Além disso, que o
didmetro médio dos respectivos tipos de fibras é de 29,5+ 1,3 e 1,9 + 0,6 um. Com isso,

sabe-se que as estopas possuem uma resisténcia a tragao inferior ao das fibras longas e
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comumente sdo utilizadas para fins menos nobres (Chandra et al., 2017). A Figura 19
mostra em detalhes, por analises em microscopio, o menor didmetro das fibras de
estopa, que estdo localizadas entre as fibras longas e as fibras hurd, bem como a
estrutura abaixo do hurd chamada de medula (Fernandez-Tendero et al., 2017).

Fernandez-Tendero et al., 2017

Vignon et al., 1995 Fernandez-Tendero et al., 2017

Figura 19 — Identificacdo detalhada dos diferentes tipos de fibras do caule: fibras longas
(f1), estopas (f2), hurd (H), medula (M) e espago oco (O).

Além das matérias-primas mencionadas, ou seja, aproximadamente 15,9 % de
fibra externa primaria, 4,6 % de fibra externa secundaria (estopa), 46,5-61,5 % de fibra
interna (hurd) e 18-33 % de microfibra verde (Attard et al., 2018; USDA, 2000), o caule de
canhamo inteiro também vem sendo direcionado, quando fresco e maduro, para a
producdo de extratos com CBD. As industrias que adotam essa alternativa (HempMeds,
2019; ENDOCA, 2019) tém a vantagem de enfrentar menos dificuldades burocraticas
durante as etapas do processo produtivo, porém a desvantagem de estarem trabalhando
com uma matriz que possui baixo teor do bioativo (Corroon e Kight, 2018). Alguns dos
primeiros medicamentos contendo CBD autorizados para serem importados pela ANVISA

proviam de “caules maduros de canhamo”, por exemplo (ANVISA, 2015b).

3.3.5 Analise comparativa de carvdes ativados obtidos de suas fibras

A Tabela 6 apresenta detalhes de alguns estudos sobre a obtencédo de carvéo
ativado a partir de fibras de canhamo, sendo esta subdividida em nove tipos de
metodologias. Dos trabalhos analisados a morfologia dos CAs produzidos por (Williams e
Reed, 2003; 2004) ndo sdo apropriadas para o carreamento de farmacos, visto que os

materiais produzidos foram em forma de manta e néo pulverizada.
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Dizbay-Onat et al. (2018) demonstraram que apés ativacdo quimica em uma
etapa com HsPO., as fibras de canhamo, caracterizadas por um baixo teor de lignina,
proporcionaram a producdo de CA com maior porosidade guando comparada a fibras de
sisal, que possui um maior teor de lignina (10 %, segundo Dai e Fan (2010). Além disso,
a menor temperatura de decomposicdo das fibras de cénhamo (418 °C), quando
comparado as fibras de sisal (513 °C), pode fornecer significativamente menores custos

durante o processo de pirdlise.

A ativacdo quimica em duas etapas, sendo a primeira pirolitica, realizada por
Vukcevic et al. (2015), utilizando o KOH como agente ativante a ser impregnado ao
carvdo demonstrou que uma maior quantidade do ativador pode proporcionar em um
aumento da area superficial do CA. Entretanto, o ativador em excesso gera prejuizos na
area superficial. Os autores explicam que a agua formada pela decomposicdo do KOH e
gue reage com o carbono para formar gases é prejudicial quando em excesso. Eles
demonstraram ainda que a utilizacdo de uma menor temperatura durante alguma das

duas etapas de producao acarreta uma diminuicédo da area superficial dos CAs.

Sun et al. (2016) conduziram a ativagdo quimica em duas etapas, sendo a
primeira por hidrocarboniza¢do. Os autores analisaram as fibras bast e as fibras hurd do
canhamo. Os hidrocarvdes produzidos de ambas as matérias-primas com agua
ligeiramente acidificada demonstraram ser melhores precursores para a producdo de CAs
com altas areas superficiais, porém a melhora em ambos os casos foi apenas na area de
mesoporos. As fibras hurd proporcionaram CAs com éareas superficiais, apenas,
ligeiramente maiores. Assim como descrito por Vukcevic et al. (2015), o aumento da
guantidade do KOH proporcionou a producdo de CA com maior &rea superficial.
Entretanto, o excesso do ativador proporcionou prejuizos. Branca et al. (2017), ao
analisar uma variedade especifica de canhamo, observaram que as fibras bast

apresentam um menor teor de cinzas do que as fibras hurd.

Hossain et al. (2018) também produziram CAs de fibras de canhamo em duas
etapas, sendo a primeira por hidrocarbonizagcédo. Este estudo utilizou temperatura mais
alta na primeira etapa quando comparado com o de Sun et al. (2016), bem como testou
mais de um ativante de carater basico (KOH e NaOH). Os autores demostram que o KOH
€ mais eficiente para proporcionar CAs com maiores areas superficiais, bem como que a
razdo ativantef/fibras de 3:1, também demonstrada por Sun et al. (2016), € mais

adequada do que a ragdo 2:1, também demonstrada por Vukcevic et al. (2015).

Os estudos pioneiros visando a obtencdo de CA com elevada area superficial a

partir do pré-tratamento do precursor com fungos (Wang et al., 2011b; Wang et al., 2019)
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nao analisaram, em especifico, as fibras de cAnhamo. Entretanto, Siwulski et al. (2010)
demonstram que o CES de fungos em fibras hurd de canhamo pode proporcionar uma
atividade enzimatica da laccase superior do que em outros materiais lignoceluldsicos. Os
resultados foram 10,5, 26,25 e 35 vezes maior do que os obtidos com linho, palha e

serragem, respectivamente.

3.3.6 As suas fibras no atual comércio e industria nacional

Atualmente as fibras de cdnhamo sdo descritas no Sistema Harmonizado de
Designacdo e de Codificacdo de Mercadorias, ou simplesmente Sistema Harmonizado,
um meétodo internacional de classificacdo de mercadorias baseado em uma estrutura de
cédigos e respectivas descricdes. Na “Secdo XI — Materiais téxteis e suas obras” desse
sistema é descrito, no Capitulo 52 — Algodao” e no “Capitulo 53 — Outras fibras vegetais”,
os diferentes tipos de fibras vegetais classificadas no mesmo. A Tabela 7 mostra
especificamente as fibras vegetais descritas neste documento, incluindo as “fibras
provenientes do caule do cAnhamo — Cannabis sativa”. As estopas, ou seja, “residuos
fibrosos obtidos da espadelagem e penteacdo (ou retalhacdo) das fibras de cAnhamo e
aplicados frequentemente para producao de fios, material de enchimento, calafetagem e
producdo de papel”’, também sao descritas neste sistema (DOU, 2008).

As fibras e derivados fibrosos do canhamo também séo citados na Classificacao
Nacional de Atividade Econdmica (CNAE): “1312-0/00 Fiacdo de canhamo”; “1312-0/00
Fabricacdo de fibras de cédnhamo beneficiadas”; “1322-7/00 Tecelagem de canhamo”
(CNAE, 2010). Existe ainda no pais o CNAE “01109 Cultivo de canhamo” (CNAE-
Domiciliar, 2010). Esta citacdo de cultivo esta presente em uma classificacdo especial
denominada “Domiciliar”, que, segundo o (IBGE, 2019), é utlizada para censo
demografico. Vimos que em 1938 o Brasil tornou ilegal o cultivo de qualquer variedade de
Cannabis (Brasil, 1938), mas que em 1961 a CUE ndao restringiu o cultivo do género para
a obtencédo de fibras e sementes. Logo, € importante notar também o que diz o capitulo
22 da CUE: “Quando as condigOes existentes no pais ... indicarem ... que a proibi¢cdo do
cultivo ... da planta da canabis é a medida mais adequada para proteger a satude publica
e evitar que 0s entorpecentes sejam usados no tréfico ilicito, a Parte em causa proibira
aquele cultivo.” (Brasil, 1964). Além disso, que no Brasil e em outros paises algumas
fibras téxteis sdo obtidas de plantas conhecidas como “falso canhamo” (DDOU, 2008) ou
“‘not hemp” (ASTM, 2003), respectivamente. A Tabela 8 apresenta alguns detalhes

dessas plantas.
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Tabela 7 — Classificacdo das fibras téxteis descritas no Sistema Harmonizado (DOU, 2008).

Nomenclatura popular Nomenclatura botanica Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM) Observagoes
Algodao Gossypium 52XX.XX. XX *exceto linho, cdnhamo,
Linho Linum usitatissimum 5301.XX.XX juta e rami (Boehmeria)
Canhamo Cannabis sativa L. 5302.XX.XX
Juta Corchorus 5303.X0.10 X = serd definido de
Outras liberianas® 5303.X0.90 acordo com o estado
Outras 5305.00.X0 fisico da matéria-prima

Tabela 8 - Plantas conhecidas como “falso canhamo” e que produzem fibras téxteis.

Diario Oficial da Unidao (DOU, 2008)

Nome popular (‘falso cdnhamo’)

Género ou espécie

American Society for Testing and Materials (ASTM, 2003)

Género ou espécie

Nome popular (‘'not hemp’)

Canhamo de Tampico, Istle ou Pita
Canhamo (de Gambo, de Ambari ou
brasileiro) ou Kenaf

Canhamo Rosella

Canhamo de Abutilon

Canhamo (da india, de Suna, de Madras,
de Calcutd, de Bombaim ou de Benares)
Canhamo de Queensland

Canhamo do Haiti

Canhamo de Manila ou Abacd
Canhamo de Mauricio

Canhamo da Nova Zelandia

Agave, (Agave-sisalang)
Hibiscus canabinus

Hibiscus sabdariffa
Abutilon avicennae

Crotalaria juncea

Sida
Agave foetida
Musa textilis
Furcraea gigantea
Phormium tenax

A. funkiana; A. lophanta
H. cannabinus

H. sabdariffa
A. avicennae; A. theophrasti

C. juncea

S. rhombifolia
M. textilis
F. gigantea
P. tenax
Sansevieria
Sansevieria
Sansevierid kirkii
Apocynum cannabinum
Agave tequilana
Hibiscus abelmoschus

Tampico or istle

Kenaf, Meshta; Ambari, Bimlipatam, Dha or

(Awasthe, Deccan, Gambo or Gombo) hemp

Roselle or Rosella

(Chinese or Tientsin) jute or Chingma

Benares, Bombay, Brown, Coconada, Indian, Itarsi, Jubblepore
Madras, Phillibit black, Seonie or Wrangel) hemp or Sunn
Queensland hemp

Abaca, Manila or (Cebu, Davao or Manila) hemp
(Mauritius or Natal) hemp

(New Zealand or St Helena) hemp

Bowstring hemp

Ife hemp or Ifé

Pangane or Pangane hemp

Indian hemp in United States "or American hemp")
Mazatlan hemp

Musk hemp
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Com isso, diante da Portaria 344/98 da ANVISA, que afirma que para a
manipulacdo de qualquer derivado da Cannabis € necesséario a anuéncia da Agéncia, é
possivel chegar a uma destas conclusdes:

1) as descricbes do canhamo nos documentos citados séo
regulamentacdes que tornam possivel a manipulacdo do material sem a
necessidade de autorizacdo da ANVISA, ja que reforcam o que traz o artigo
segundo da Lei 11.343 — Sistema Nacional de Politicas Publicas sobre Drogas.

“Art. 2° Ficam proibidas, em todo o territério nacional, as
drogas, bem como o plantio, a cultura, a colheita e a exploracéo de
vegetais e substratos dos quais possam ser extraidas ou
produzidas drogas, ressalvada a hipotese de autorizagéo legal ou

requlamentar, ...” (Brasil, 2006);

2) as descricbes do canhamo nos documentos citados s&o
regulamentacdes que tornam possivel a manipulacdo do material com autorizagéo
prévia da ANVISA;

3) estes documentos séo apenas descritivos e ndo podem ser praticados
no Brasil até que seja criada uma regulamentacao especifica, com participagdo da
ANVISA, que permita manipular as fibras ou algum cultivar de “canhamo

verdadeiro” (Cannabis).

Recentemente no pais houve uma tentativa de regulamentagdo do Cultivo para
fins cientificos e medicinais guiada pela ANVISA. O tema foi aberto como consulta
publica aos cidadaos, tornando-se possivel propor alteragdes na proposta inicial descrita
pela Agéncia. A revisdo cientifica deste trabalho, por exemplo, serviu de base para
propor, via protocolo 47948.511Ves0G102S2, que se fizesse “a distingdo entre plantas
que possam ser classificadas como Cannabis psicoativa (maconha) e Cannabis n&o
psicoativa (canhamo)”, assim como em diversos outros paises. Entretanto, esta sugestéo
nao foi considerada (ANVISA, 2019a) antes da primeira etapa de votacdo dos diretores. A
iniciativa terminou sendo arquivada ap6s um pedido de revisdo da proposta e incluséo de

um novo diretor na Agéncia.
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4 Materiais e Métodos

O quarto capitulo apresenta os materiais e métodos que foram utilizados neste
trabalho. A primeira etapa experimental foi obter as “Autoriza¢des para trabalhar com o
CBD ndo sintético”. Depois, foi propor “Aperfeicoamentos em testes rapidos para
identificar derivados de Cannabis” e realizar a “Anélise detalhada da estrutura 3D do CBD
e de sua inibicdo in silico a COVID-19”. O produto comercializado no pais com o nome de
“estopa de canhamo” foi adquirido e utilizado para a “Producdo e caracterizacdo do
carvao ativado” avaliado como carreador. O ibuprofeno (IBU) foi escolhido como farmaco
de referéncia a ser comparado com o CBD, sendo adquirido em uma grande quantidade
de uma farmécia de manipulagéo local (Pharmakon, CNPJ: 03.446.178/0001-59) e tendo
sua alta pureza confirmada a partir de um padréao primario (Sigma-Aldrich). Por fim, foi
avaliado a “Complexacéo dos farmacos aos carreadores”, a “Atividade citotoxica in vitro”

e a “Atividade anti-inflamat6ria aguda in vivo”.

4.1 Autorizacdes para trabalhar com o CBD néo sintético

O objetivo de se utilizar o canabidiol neste trabalho foi inicialmente avaliado e
autorizado pelo Conselho Académico do PEQ/UEM, como descreve a Resolugcdo n°
039/2020-PEQ de 07/02/2020. Posteriormente, em 17/03/2020, o protocolo de andlises in
vivo n°® 4591170220, visando analisar a atividade anti-inflamatéria do CBD puro e
complexado, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEM).
Seguindo normas especificas (ANVISA, 2008; 2009), o projeto de pesquisa foi
apresentado a ANVISA em 19/03/2020 junto com o comprovante de pagamento da taxa
de fiscalizacdo (R$ 3.514,32) e uma carta de autorizacdo da Reitoria da UEM (Oficio n°®
076/2020-GRE). A taxa foi paga com parte da “taxa de bancada de doutorado” do
discente, apds questionamento formal ao CNPq (protocolos 829430, 830686, 833623 e
836008). Com isso, em 03/04/2020, foi concedida, com validade de um ano, a
Autorizagdo de Pesquisa (AEP) n® 005/2020 (Anexo 1, pagina 148).

O CBBD uitilizado neste estudo foi fabricado pela empresa Isodiol (Iso International,
LLC), localizada na Califérnia — EUA, e foi doado pela empresa FarmaUSA (UrbanBox,
Inc), localizada em Miami — EUA. O produto é um bioativo derivado do “canhamo
industrial” (“industrial hemp”), refinado para uma pureza = 99 % e internacionalmente
registrado com o nome 1SO99™ — Bioactive Anhydrous Hemp Oil. Logo, segue as regras
da “2018 Farm Bill” dos EUA: “planta Cannabis sativa L. e qualquer parte dessa planta,
em crescimento ou n&o, com uma concentracdo de delta-9 tetrahidrocanabinol néo
superior a 0,3 por cento com base no peso seco’. De acordo com as definicbes a
ANVISA (ANVISA, 2020c), por ser uma substancia obtida diretamente de plantas de
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Cannabis, caracteriza-se como um produto da Lista E da Portaria SVS/MS 344 (ANVISA,
1998), diferenciando-se assim do CBD sintético (Lista C — Portaria SVS/MS 344). Com
isso, foi necessério também solicitar a “Autorizac@o de Importacéo Especifica” (AIE).

Para isso, seguindo regras especificas (ANVISA, 2020b), em 16/04/2020, foi
solicitado o cadastro da UEM no National Drug Control System (NDS) (Oficio n°
145/2020-GRE, UEM). Em seguida, em 01/05/2020, foi realizada, no sistema NDS, a
solicitagdo ("'n° 475") para cadastrado do estabelecimento estrangeiro URBANBOX, Inc,
sendo aprovada em 11/05/2020. Além disso, em 03/05/2020, foi realizada a solicitacao
("n°® 2732") para o cadastro do produto 1SO99 - BIOACTIVE ANHYDROUS HEMP OIL -
299 % X 1 GRAMA, sendo aprovada em 07/05/2020. Assim, a solicitagdo n° 5315
permitiu, em 22/05/2020, abrir formalmente o pedido de importacdo Al-468-2020, ao qual
foi aprovado pelo NDS em 25/05/2020 (Anexo 2, pagina 149). Antes do envio do produto
foi ainda necessario a obtengdo de um documento equivalente a uma “Autorizacdo de
Exportagdo emitida pelo pais exportador”. Por se tratar de um produto dos Estados
Unidos da Ameérica, foi informado, pela Nota Técnica ne
24/2020/SEI/COCIC/GPCON/GGMON/DIRES/ANVISA, que a instituicdo responsavel
seria a Drug Enforcement Administration (DEA). Uma “Carta de Nao Objecéo” para a
exportacdo do I1SO* foi emitida pelo DEA em 16/06/2020. O produto foi enviado via

remessa expressa e foi recebido no dia 13/07/2020.

A quantidade total de amostra doada foi de 5 g, ou seja, cinco frascos de 1 g. O
certificado da pureza de CBD = 99,5 % no lote F191106 do produto, fornecido pela
FarmaUSA e apresentado durante o processo autorizagdo, € mostrado no Anexo 3
(pagina 150). Apesar do certificado do lote descrever "validade até maio/2021" as cinco

embalagens apresentavam a informacéo "validade até dezembro/2021" (Figura 20).

1S099™ is a BIOACTIVE natural vative
Industrial Hemp, refined 10 a ;. ity op mﬂm

Store in a cool, dark place DOl'\ot\

sunlight. KEEP OUT OF REACH Oﬁm'ﬁm

Exp: 1272021

Distributed by =
1SO International, LLC K
Escondido, CA 92029 & ‘

info@isodiol.com

; www.isodiol.com \
190% Natura, Anhydrous Hemp Ol < Questions/Comments? ) W
£ +1855-979.6751 "

LOT: F191106

‘Butk Material For Formulation

NETWT Ig

Figura 20 — Detalhes da embalagem do CBD n&o sintético da ISODIOL (ISO®%, 1 g).

Em 23/02/2021 houve o pedido de renovacado da Autorizacdo de Pesquisa, sendo
a mesma aprovada com validade de 2 anos em 04/03/2021 (AEP n° 004/2021 — Anexo 4,
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pagina 151). Em 29/03/2021 a ANVISA autorizou, através do Oficio n® 1203249212, o
pedido de inclusdo de pesquisadores para a realizacdo de analises in vitro (Oficio n°
067.2021-GRE, UEM). Posteriormente, em 17/05/2021, a ANVISA também autorizou,
através do Oficio n° 1902480211, um novo pedido de parceria cientifica visando
diferentes andlises fisico-quimicas (Oficio n°® 113.2021-GRE, UEM). Durante todo o
periodo de vigéncia da pesquisa a quantidade de CBD utilizada e em estoque foi
devidamente descrita trimestralmente e anualmente no “Balanco de Substancias
Psicoativas e Outras sujeitas a controle especial” (BSPO), ao qual foi supervisionado pela
Vigilancia Sanitaria de Maringa/PR (Anexo 5, 152).

4.2 Aperfeicoamentos em testes rapidos para identificar derivados de Cannabis

O CBD foi inicialmente utilizado com o objetivo de aperfeicoar alguns testes
rapidos comumente aplicados na identificagdo de derivados de Cannabis: Testes
colorimétricos e Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Os resultados foram
comparados aos obtidos a partir de amostras de flores de Cannabis, de diferentes
variedades, adquiridas e analisadas no Uruguai. O Uruguai, seguindo diretrizes do art. 23
da CUE (Brasil, 1964), criou, no final de 2013, o Instituto de Regulacdo e Controle de
Cannabis (IRCCA), e passou a permitir a adultos com registro civil a compra de até 10 g
por semana de flores por semana. A Tabela 9 e a Figura 21 apresentam algumas das
especificidades das flores de Cannabis adquiridas, apesar de todas apresentarem a
informacéo “THC < 9% CBD = 3%” impressa em suas embalagens.

Tabela 9 — Detalhes das compras das flores de Cannabis no Uruguai.

Data Hora (local) Farmdcia “e-Ticket” Variedade Gramas
23/10/2020 12:37 o1 f:lt:;tg;g 1) A-904026 ’;;2 I|I| (((gi; :g i
wo e M g MRS
oo s S s AV
191/200 1008 SRRy AE Egi; s
23/11/2020 0845 (1 fsnlt:gé%f) 17y A908285  BETAI(B2), 1§ 5

Adquiridas sob o registro de Daniel Ribeiro Grijé

* variedade hibrida com predominancia na espécie C. indica
t variedade hibrida com predominancia na espécie C. sativa
t fabricante: International Cannabis Corp. (n2 217740050017)
§ fabricante: Symbiosis (n2 217477100012)
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Figura 21 — Amostras das quatro variedades de flores de Cannabis adquiridas e

analisadas no Uruguai.

A descarboxilacdo das quatro variedades (al, a2, f1 e 2) a 140 °C também foi
analisada, coletando amostras apds 30 e 240 min de aquecimento. Os parametros da
descarboxilacdo foram escolhidos considerando estudos anteriores descritos na literatura
(Grijo et al., 2019b-c). Além disso, a fim de avaliar se o aquecimento prévio das flores é
vantajoso para a obtengdo de extratos por prensagem, amostras descarboxiladas e in
natura da variedade (2 foram submetidas a extracdes sob 3 toneladas e 100 °C por 120
segundos (Figura 22). As analises foram conduzidas em duplicata na empresa Rosin
Tech (Canelones, Uruguay), utilizando 4 g de amostra acondicionada em uma malha de
160 um. Os extratos obtidos foram coletados individualmente em papel siliconado e

tiveram seus rendimentos calculados.

Figura 22 — Extracdo por prensagem a quente (variedade ($2): (a) equipamento utilizado
(RTP Rosin Press, RTPGAI024); (b) amostras com 4 g cada em malhas de 160 um; (c)

extrato de amostra in natura coletada em papel siliconizado; e (d) mesmo procedimento

aplicado a amostra descarboxilada.
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O teor de 6leo obtido por prensagem foi comparado ao teor obtido por extracéo
com etanol a 42,5 £ 2,5 °C etanol. A extragdo com solvente foi conduzida utilizado 250
mg de amostra in natura inserida em um tubo de ensaio com tampa de rosca contendo
uma barra magnética de 10 x 3 mm. Posteriormente, foi acionado 5 mL de etanol
previamente aquecido. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética de 1500 rpm por
30 min (Thermo Fischer, Cimarec+™), sendo depois submetido a 15 minutos de
centrifugacado de 4500 rpm (DLAB, modelo DM0412S, com rotor de 14 cm de didmetro —
forca G equivalente = 1585). O sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio de
massa conhecida e o residuo vegetal foi submetido ao mesmo processo de extracdo por
mais 5x. O solvente do extrato final foi eliminado utilizando aquecimento brando de 40 °C

€ uma corrente gasosa de nitrogénio ultrapuro.

4.2.1 Testes colorimétricos

As analises colorimétricas foram conduzidas inicialmente para avaliar diferentes
parametros de testes de Duquenois modificados descritos na literatura (Tabela 2). A
variedade (32 foi utilizada para avaliar esses parametros, sendo comparado o efeito de
manter a matriz vegetal durante todo o teste e a utilizagdo de diferentes concentragbes
de vanilina em solugdo etandlica. A massa de 25 mg de flores de b2 foi adicionada em
diferentes tubos de ensaios de tampa rosqueada. O volume de 2,5 mL de uma solucdo
etandlica com vanilina a 20 (Bailey, 1979; UNODC, 2009); Jacobs e Steiner, 2014) ou 80
(Jacobs e Steiner, 2014) mg/mL foi adicionado a cada tudo, sendo estes submetidos a
agitacdo em vortex por 5 min. As andlises conduzidas a partir de extratos, ou seja, com a
remocdo da matriz vegetal, foram avaliadas a partir da centrifugagdo a 4500 rpm (DLAB,
DMO0412S) por 15 min e transferéncia de 2 mL do sobrenadante para outro tubo de
ensaio. O volume de 2 mL de HCI concentrado foi adicionado em cada tubo, seguido de
agitacdo manual por 1 min e repouso da amostra por 10 min. Por fim, houve a adigéo de
2 mL de cloroférmio seguida de agitagcdo manual por 1 min e repouso da amostra por 2
min para a completa separacdo das fases. Os resultados das diferentes etapas da

andlise foram fotografados (GoPro, Hero 6 Black) e comparados.

Os parametros de andlise otimizados foram aplicados as 21 amostras
apresentadas na Figura 23a. O resultado obtido com o CBD néo sintético puro (#1) foi
comparado com outras trés amostras de substancias puras: sal (#2), acucar (#3) e
ibuprofeno (#4). As flores da variedade B2 in natura (#5) e submetidas a um aguecimento
a 140 °C por 30 (#6) e 240 (#7) minutos foram comparadas a fim de analisar a
sensibilidade da técnica para identificar as mudancas de composicao ocasionadas pelo
processo de descarboxilacdo. O “kief” das flores 2 foi separado (Figura 23b) e analisado

(#8). As variedades al (#9), a2 (#10) e B1 (#11) foram analisadas apenas como foram
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adquiridas. Também foram amostras derivadas de outras plantas, sendo algumas
previamente descritas como “falso positivo” (UNODC, 2009; Kelly et al., 2012): orégano
(#12), erva mate (#13), eucalipto (#14), wasabi (Eutrema japonicum) (Kenko) (#15),
lGpulo (Humulus lupulus) (Barth-Haas Group, variedades: Vic Secret e Ella) (#16 e #17,
respectivamente), café (Coffea) (Nescafé, tipos: Tradicdo e Bracafé) (#18 e #19,
respectivamente), henna (Lawsonia inermis) (Casa da india — Bory Art Quality) (#20) e
agrimobnia (Agrimonia eupatoria) (Bach, 10 mL) (#21). Para a amostra liquida, #21,
exclusivamente, a massa de vanilina equivalente foi pesada em um tubo de ensaio e o

extrato etandlico da propria amostra foi adicionado a esta.

Figura 23 — Amostras submetidas ao teste colorimétrico otimizado: a) identificagéo; b)

etapas para a obtencdo da amostra #8 (kief) (I: "flores" sob tela de 220 um; Il
procedimento repetitivo de golpear suavemente a amostra coberta; Ill: kief (fracdo que
passa através da tela) e “residuo” (fracdo que néo passa através da tela).

O CBD néo sintético puro também foi submetido ao teste comercial com o
reagente 4-aminofenol (Swiss 4-AP TEST — “HEMPTEST”), doado pela empresa Rebel
Brands. A andlise foi realizada utilizando 5 mg de amostra, conforme descrito na
embalagem do produto. Em seguida, as duas ampolas de reagentes foram quebradas e o
recipiente de plastico foi agitado por 2 min. Por fim, foi verificado se houve mudanca de
cor apos 10 min de repouso. Os resultados foram comparados aos descritos na literatura
(Lewis et al., 2021).

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises por CCD foram conduzidas inicialmente com diferentes padrbes de
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canabindides, a fim de determinar seus respectivos fatores de reten¢éo. O volume de 10
mL de cada um dos seguintes canabinodides (Restek, 1 mg/mL) citados a seguir foram
doados pelo Laboratério Analitico UNIFAM (Montevidéu, Uruguai): CBD, A°-THC, delta-8-
tetrahidrocanabinol (A%-THC), canabigerol (CBG), canabinol (CBN), acido canabidiélico
(CBDA) e é&cido delta-9-tetrahidrocanabindlico A°>-THCA. O momento dipolo (1) e o
coeficiente de particdo octanol/agua (log Pyy,) desses canabindides foram estimados por
mecénica quantica via funcdo de densidade B3LYP do software Spartan V14, a fim de

tentar descrever as caracteristicas de eluicdo observadas.

As andlises foram conduzidas utilizando cromatofolhas de aluminio com uma
camada de 0,20 mm de silica gel hdo modificada, com tamanho de particula de 2-10 pm,
porosidade de 60 A e com indicador UV254 (Macherey-Nagel, ALUGRAM NANO-SIL
20x20cm 25un). As placas foram cortadas em tiras de 2x10 cm, sendo feitas marcacgfes
de grafite a 1 cm das bases verticais superior e inferior. O volume de 0,75 pL foi aplicado
com uma seringa cromatografica (SGE Analytical Science, 25 uL) em dois pontos de
cada tira para minimizar possiveis variagbes nos fatores de retencdo: a esquerda uma
solucdo padrdo de CBD (Isodiol) e a direita a amostra a ser analisada. O fator de
retencdo relativo (R;) de cada amostra foi calculado a partir da razdo das distancias
percorridas, como mostra a Equacao 5.

distancia percorrida pela amostra analisada

r_ 5
F™ distancia percorrida pelo CBD da solugio padrio )

As placas utilizadas foram introduzidas individualmente, com auxilio de uma pinca,
em recipientes de vidro cilindricos com tampa rosca (6.5 cm de diametro e 12 cm de
altura) com 3 mL de fase mével. As fases moveis utilizadas foram similares as descritas
por (UNODC, 2009): a) 80 % n-hexano e 20 % éter dietilico; b) 70 % n-hexano, 20 %
acetato de etila e 10 % metanol. O procedimento final de identificacdo foi conduzido por
fotografia (GoPro HERO 6 Black), utilizando uma luminaria com reator eletromagnético e

uma luz ultravioleta tipo-C (Osram, 9W).

As andlises das flores in natura e descarboxiladas (al, a2, Bl e B2) foram
realizadas utilizando extratos obtidos a partir de 25 mg de amostras introduzidas em
respectivos vials Eppendorf e 200 uL de uma mistura de metanol/cloroférmio (9/1, viv)
(UNODC, 2009). Os vials foram agitados em vortex por 5 min e depois centrifugados por
5 min a 10.900 rpm (Abbott, modelo 3531, com rotor de 12 cm de didametro — forca G
equivalente = 7970). O sobrenadante de cada amostra foi transferido para outro vial

Epperndorf.
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4.3 Anadlise detalhada da estrutura 3D do CBD e de sua inibicdo in silico a
COVID-19

Os detalhes da estrutura molecular do CBD puro nao sintético foram analisados
por diferente técnicas de “Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)”, a fim de melhor
elucidar as caracteristicas tridimensionais do seu arranjo molecular. Posteriormente, foi

realizada a “Simulacéo in silico de inibicdo a COVID-19".

4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de RMN foram conduzidas em parceria com o Complexo Central de
Apoio a Pesquisa (COMCAP) da UEM, utilizando um Espectrémetro de Ressonancia
Magnética Nuclear de 500 MHz (Bruker, AVANCE Ill HD). O processamento dos dados
foi conduzido utilizando o software Mnova (Mestrelab Research). Além disso, o software
online GeoGebra 3D foi utilizado para analisar a geometria tridimensional do CBD
previamente descrita em difragéo de raios-X por Mayr et al. (2017).

As analises em uma (1D) e duas (2D) dimensdes relacionadas aos ndcleos de
hidrogénio. 'H e 'H,H, respectivamente, foram realizadas a partir de uma amostra com
aproximadamente 3,5 mg solubilizada em 0,6 mL de cloroférmio deuterado (Sigma-
Aldrich, 99,8%). A Espectroscopia de Correlacdo Homonuclear (COSY) foi conduzida
para identificar sinais de acoplamento de prétons em carbonos geminais (adjacentes) ou
vicinais (distancia de dois carbonos). A andlise de Espectroscopia de Intensificacédo
Nuclear Overhauser (NOESY) também foi realizada, por correlacionar hidrogénios que
estéo espacialmente proximos (< 4 A) (Pattabhi e Gautham, 2002).

O acréscimo de CBD puro foi posteriormente realizado na solugdo previamente
preparada, tornando-a mais concentrada (= 20~25 mg em 0,6 mL) para as analises
relacionadas aos nucleos de carbono em 1D (*3C) e 2D (*H,3C). A multiplicidade de
substituicdo dos 4tomos de carbono foi determinada via Espectroscopia de Intensificacao
da Distorcao por Transferéncia de Polarizagdo com angulo de pulso de 150° (DEPT 135),
que forneceu sinais negativos para carbonos CH- e sinais positivos para carbonos CH e
CHs. As anélises espectrométricas de Correlacdo Quantica Unica Heteronuclear (HSQC),
gue apresentam sinais Unicos para prétons ligados a heteronucleos, e de Correlagédo de
Ligacdo Mdltipla Heteronuclear (HMBC), que demonstra os sinais de prétons proximos a

heterondcleos distantes por duas ou trés ligagdes, também fomos conduzidas.

4.3.2 Inibicdo a COVID-19 in silico

As andlises in silico foram conduzidas em parceria com Prof. Dr. Flavio Augusto

Vicente Seixas (Departamento de Tecnhologia — DTC/UEM). A estrutura da principal
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protease (MP®) do coronavirus 2 (SARS-CoV-2, do Inglés: Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2), ligada ao inibidor sintético X77 (pdbid: 6w63), foi obtida no
Protein Data Bank (rcsb.org) e utilizada nas simulacdes de atracamento molecular (do
inglés: molecular docking) por meio do programa Vina 0.9.8. A estrutura 3D do canabidiol
avaliada como ligante foi obtida da base de dados Pubchem (CID644019), bem como
decodificada de duas maneiras a partir artigo de Mayr et al. (2017). Como a referéncia
apresenta dados das coordenadas atbmicas fracionarias foi necessério fazer conversées
dos dados para Angstrom (A). Os resultados (escores), expressos em termos de AGiigacao
(kcal/mal), foram obtidos em triplicata e comparado com o ligante de referéncia (X77). As
imagens demonstrando a conformagdo 3D das moléculas foram geradas por meio do

programa VMD.

4.4  Producao e caracterizacao do carvao ativado

A “Obtencéo do precursor lignocelulosico” é descrita inicialmente neste tdpico. Na
sequéncia, sao apresentadas as metodologias utilizadas para caracterizar este material:
“Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)”, “Composicdo
centesimal do precursor’ e “Composicao de metais pesados do precursor’. As analises
de caracterizagdo do precursor foram conduzidas utilizando amostras que foram
previamente lavadas em agua corrente e que tiveram seu tamanho reduzido
manualmente com uma tesoura. O “Pré-tratamento do precursor a partir do cultivo de
fungos” foi avaliado antes da analise da “Pir6lise” do mesmo. Por fim, foi realizada a

“Caracterizag¢ao dos adsorventes produzidos”

4.4.1 Obtencao do precursor lignocelulésico

O precursor utilizado para a producao dos adsorventes foi a “estopa de fibra de
canhamo”, adquirida em dois pacotes de 1 kg da empresa Casa Monteiro (CNPJ:
17.866.832/0001-98). Apesar da descri¢do do produto na nota fiscal se referenciar a um
derivado de “canhamo” a Nomenclatura Comum da Mercosul deste, NCM: 53031090, se
refere, como vimos na Tabela 7, a um derivado de fibra vegetal téxtil liberianas exceto
“linho”, “Cannabis”, “juta” e “rami”. Logo, acredita-se que este material seja derivado de
um dos “falsos cAnhamos” descritos na Tabela 8. A Tabela 10 mostra uma comparagao
visual entre esta e outras fibras que também sdo comercializadas em territério nacional.
O produto adquirido de outra empresa com o nome “estopa de gesso” foi o que
apresentou caracteristicas mais proximas da “estopa de canhamo”, mas nao se pdde

obter conclusdes mais detalhadas sobre os materiais.
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Tabela 10 — Fibras vegetais adquiridas.

Estopa de Juta
canhamo (CM) cardada (JC)
NCM 53031090 NCM 53031010

Tipo téxtil Tipo téxtil

Estopa de Fibra de

gesso (SS) sisal (SS)
NCM 53031090 NCM 53050090

Tipo téxtil Tipo téxtil

Palha de Palha de

buriti (SS) madeira (SS)
NCM 48102990 NCM 44012100
Tipo nao-téxtil Tipo nao-téxtil

* CM: Casa Monteiro; JC: Juta & Cia (15.664.449/0001-21); SS: Sisal Sul (15.664.449/0001-21).

4.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A estopa de fibra de canhamo adquirida foi submetida a analise de um
Espectrémetro Infravermelho por Transformada de Fourier com modulo de Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR) (Bruker, Vertex 70v, obs.: cristal ATR de diamante),
localizado no Departamento de Fisica da UEM. As andlises foram conduzidas com uma
resolucdo de 4 cm? e 128 scans/min, na faixa entre 4000 e 800 cm™. As mesmas
condi¢des de operacgdo foram utilizadas em andlises do Tépico 4.5, porém estas foram
conduzidas com um FTIR-ATR (Bruker, Tensor Il, obs.: analises com nitrogénio liquido)
localizado no Laboratério de Refino e Tecnologias Limpas do Instituto de Pesquisa em
Petréleo e Energia da Universidade Federal de Pernambuco (LATECLIM/LITPEG/UFPE).

4.4.3 Composigdo centesimal do precursor

A composi¢do centesimal em umidade, outros volateis, cinzas e carbono fixo foi
determinada gravimetricamente analisada em duplicata, seguindo Norma D1762-84
(ASTM, 2007). As massas dos cadinhos utilizados (mp;) foram determinadas com uma
balanca analitica (Shimadzu, AY220), apés estes terem sido previamente condicionados,
ou seja, aquecidos em uma mufla (Quimis, Q318M21) a 750 + 10 °C e depois adquirido a

temperatura ambiente em um dessecador com silica.
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O teor de umidade (%) foi determinado utilizando amostras com massa inicial
(my,;) de 1 g, aferidas com a aproximagéo de 0,1 mg. Os cadinhos com amostras foram
colocados em uma estufa sem circulagéo forcada de ar (BLUE M, GO1305A) a 105 + 1°C
por 1 h. A massa de cada amostra seca (mg;) foi determinada a partir da respectiva
massa do cadinho com esta, ou seja, ap0s essa primeira etapa de andlise para a

determinagéo da composi¢ao centesimal (m;;), como mostra a Equacéo 6.

[0 (mo; —ms\] 100 mo,; — (my; —mg;)]) 100
%U_[Zi=1< My, )] {Z [ My, ]} ©

O teor de outros volateis (%) foi determinado utilizando as amostras previamente

secas da etapa anterior. O primeiro passo foi aquecer previamente a mufla a 950 °C. O
controlador do equipamento foi entdo alterado para 300 °C e apds atingir essa
temperatura a porta do mesmo foi aberta. Os cadinhos com as amostras secas foram
colocados sobre a tampa externa da mufla por 2 min. Posteriormente, os cadinhos com
amostra foram colocados no dessecador. A porta da mufla foi fechada e o controlador
alterado para 500 °C. Ao atingir a temperatura desejada, os cadinhos com amostra foram
colocados na borda interna do forno com a porta aberta por 3 min. Em seguida, os
cadinhos foram movidos para o fundo da mufla e ap6s o fechamento da porta mantidos
por 6 min. O teor foi determinado utilizando as massas das amostras previamente secas
(mg;) e as massas dos cadinhos com amostra sem volateis, ou seja, apos a segunda
etapa de analise para a determinagdo da composi¢do centesimal (my;;), Como mostra a

Equacéao 7.

2 | — ; — Mg ; 100
%, = {Z [ms,z (mn,z mR,l)]} . (7)
i=1 mo,; 2

O teor de cinzas (%) foi determinado pelo aquecimento das amostras sem
volateis na mufla a 750 °C por 6 h. A massa do cadinho com as cinzas, ou seja, ap0s a
terceira e Ultima etapa de analise para a determinacéo da composi¢éo centesimal (myy; ;),

foi utilizada no calculo, como mostra a Equacao 8.

2 My — Mg 100
0f . — , L. 8
A)C [Zi:l( moyi 2 ( )

O teor de carbono fixo (%) foi determinado por diferenca, como mostra a

Equacao 9.

%F=100_%U_%V_%C (9)
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4.4.4 Composicao de metais pesados do precursor

As determinac¢des dos teores dos metais pesados cadmio (Cd), cobre (Cu), ferro
(Fe), niquel (Ni) e zinco (Zn) foram realizadas por espectroscopia de absor¢do atbmica, a
fim de comparar com trabalhos prévios descritos em literatura (Linger et al., 2002;
Angelova et al., 2004; Khan et al., 2008). A quantificagdo foi determinada a partir da
construgdo de curvas de calibracdo de cada metal. A amostra da fibra vegetai foi
previamente seca a 105 °C por 3 h. A quantidade de 1,5 g de amostra seca foi pesada
em cadinhos e aquecida a 450 °C a uma taxa aproximada de 2 °C/min, sendo este
mantido na temperatura final por mais 10 h. Apds o resfriamento, o residuo foi pesado e
dissolvido em 10 mL de &cido nitrico concentrado (HNO3), sendo posteriormente diluido

com agua destilada até um volume total de 50 mL.

4.4.5 Pré-tratamento do precursor a partir do cultivo de fungos

A espécie do grupo “fungos da podriddo branca” escolhida para a analise de
potencializacdo de poros nhas estopas de fibras de canhamo foi a Pleurotus ostreatus,
variedade florida. A etapa inicial de desenvolvimento do microrganismo foi conduzida em
“spawns” (Figura 24), também chamados de “sementes-indculo”, que é o veiculo de
dispersao do micélio (hifas) no substrato. A producdo de “spawns” (inéculo) nao foi
avaliada nesse estudo, porém varios graos pré-cozidos, como soja, trigo ou milho, sao
comumente utilizados (Bernardi et al., 2007). O produto foi adquirido da empresa
WPMcogumelos (CNPJ: 21.466.765/0001-91).

Figura 24 — Spawns de Pleurotus ostreatus variedade florida, utilizados neste estudo
(embalagem de 1,5 kg).

O cultivo em estado sélido (CES) foi conduzido utilizando Erlenmeyers de 125 mL,
com aproximadamente 40 g de substrato imido sob 75 % de umidade, ou seja, 10 g de

substrato seco umidificado com 30 g de agua. A estopa foi previamente cortada ao
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tamanho de 3 cm e nao foi lavada. Ap6s adicdo do substrato, os Erlenmeyers foram
tapados com rodilhdo de algoddo e suas partes superiores envolvidas com jornal
amarrado com barbante antes de serem auto clavados (esterilizados) a 120 °C por 20
min. Em seguida, foram colocados em estufa, a 50 °C por 12 h, para secagem da
superficie externa do frasco. A quantidade de spawns adicionados para o cultivo, sob
ambiente com fluxo laminar estéril, foi de aproximadamente 1 g. O CES foi finalmente
conduzido em uma estufa a temperatura ambiente (27 + 2 °C) sob auséncia de luz, como

descrito por Inacio et al. (2015).

As suplementacdes analisadas paralelamente foram a adicdo de farelo de arroz,
como descrito por Marino et al. (2008), bem como a utilizagdo de uma solucéo rica em
carboidratos e minerais ao invés de agua pura, como descrito por Da Silva et al. (2016).
O farelo de arroz foi adquirido da empresa Arrozmil (CNPJ: 02.051.957/0001-92). A
solucdo rica em carboidratos e minerais utilizada foi a Czapek-Dox Broth (DIFCO),
composta de 30,0 g/L de sacarose, 3,0 g/L de nitrato de sédio, 1,0 g/L de fosfato de
dipotassio, 0,5 de sulfato de magnésio, 0,5 g/L de cloreto de potassio e 0,01 g/L de

sulfato ferroso.

4.4.6 Pirdlise

As etapas de pir6lise foram conduzidas em parceria com o Laboratério de
Materiais Carbonaceos Multifuncionais do Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Maringd (LMCM/DQU/UEM), sob supervisdo do Prof. Dr. Vitor de Cinque
Almeida. O reator de aco inoxidavel (tipo 304), utilizado para o processo de carbonizacao
e ativagdo, € mostrado na Figura 25. O reator possui uma tampa com orificios nos dois
extremos, para permitir a entrada e saida do gas. As tubulagfes utilizadas foram de 0,125
in para as conexdes com o0s gases dos cilindros. O fluxo de gas foi aferido com um
bolhébmetro com marcacgfes externas, que permitiram calcular o tempo em que uma bolha
de sabado leva para percorrer marcacdes. A pirélise foi conduzida em mufla com

temperatura programavel (EDG Equipamentos EDG3P-S 7000).

Figura 25 — Reator utilizado para o processo de pirolise.
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A etapa de carbonizacéo foi inicialmente analisada em estopas de canhamo com
e sem pré-tratamento a partir do cultivo de fungos sem suplementacdo. O processo de
carbonizacao foi conduzido utilizado um fluxo de gas N> de 100 mL/min, sob uma taxa de
aquecimento de 20 °C/min até 500 °C e mantida na temperatura final por mais 1,5 h. Na
sequéncia, a obtencdo do CA foi avaliada em uma batelada em que apds a carbonizacao
a taxa de aquecimento voltou a subir de 500 a 850 °C a uma taxa de 20 °C/min. O fluxo
de gas inerte foi entdo alterado para CO, sob a mesma vazao, apdés revisdo adequada do
mesmo via bolhometro. A ativacdo foi mantida por 1,5 h antes da etapa de resfriamento
da amostra. A etapa de resfriamento em todos os processos de pirélise analisados foi
conduzida sob atmosfera inerte, com uma taxa aproximada de -40 °C/min. A massa de
precursor utilizada em cada uma destas trés analises iniciais foi de 15,31 + 0,02. O
aumento de escala para a obtengcdo do CA foi avaliado posteriormente sob mesmas

condi¢cbes de analise.

A ativacdao fisica foi escolhida devido ao objetivo do estudo ser a utilizacdo do CA
para uma aplicacdo farmacoldgica, evitando assim residuos quimico que possam
interferir na analise de atividade anti-inflamatéria. Além disso, o CO, foi escolhido dentre
0s métodos de ativacao fisicos porque ndo foram encontrados trabalhos prévios com o

mesmo para a obtencdo de adsorventes a partir de fibras de cAnhamo.

Apoés a pirdlise os adsorventes produzidos foram lavados com uma solugéo &cida
de HCI (aq) 0,1 M para a remogdo de possiveis cinzas. A solugéo foi preparada pela
adicdo de aproximadamente 8,35 mL de HCI concentrado (Anidrol, d = 1,18 g/mL) para
completar 1 L de solucdo. O adsorvente possui a caracteristica de formar manta e por
isso foi inicialmente lavado na forma de saiu com 2 x 500 mL de HCI (ag), em uma
incubadora a 175 rpm e 50 °C. Na sequéncia, foi conduzida uma lavagem utilizando o
mesmo volume de agua (2 x 500 mL) e secagem em estufa com ventilagédo forcada a 100
°C por 4 h. Utilizando um pildo e cadinho de porcelana o material foi facilmente
pulverizado, sendo depois submetido a uma nova lavagem acida (2 x 500 mL de HCI (aq)
(pH 1,20 a 1,50). Por fim, o material foi lavado com agua ultrapura em abundancia até
atingir o pH da mesma. Os adsorventes devidamente lavados foram filtrados utilizando
membranas de acetato de celulose (0,45 mm), submetidos a secagem em estufa sem
ventilacdo forcada a 105 °C por 24 h e armazenados em frascos fechados em um

dessecador para posterior andlise.

4.4.7 Caracterizagédo dos adsorventes produzidos

As particulas dos adsorventes produzidos foram previamente selecionadas com

uma peneira de 400 mesh. A caracterizacdo destas foi aprofundada utilizando um
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Analisador de Tamanho de Particula a Laser (Bettersizer, S2-WD), sendo conduzida
andlises utilizando o dispositivo com e sem agitacéo ultrassonica e a 800 ou 1600 rpm. A
andlise de caracterizacdo via Fissorcdo de Nitrogénio (QuantaChrome, Noval200)
também foi conduzida. A é&rea superficial especifica total foi calculada pelo modelo de
Brunauer, Emmet e Teller (BET) — Aggr (Lowell e Shields, 1991). O volume de poros total
foi definido como o volume que se encontra adsorvido na condicdo de saturacdo, que
para a temperatura de 77 K ocorrem em pressao relativa préxima a unidade (Rouquerol
et al., 1994). O volume de microporos foi obtido por meio da extrapolagéo dos gréaficos do
método t-plot nas regibes de saturacdo dos microporos (Figueiredo e Orfdo, 2001) e o
volume de mesoporos foi assumido como sendo a diferenca entre o volume total dos

poros e o volume dos microporos.

4.5 Complexacao dos farmacos aos carreadores

A complexacdo do CBD e do IBU foi feita “Em carvao ativado” e “Em b-
ciclodextrina”. Na sequéncia, foram conduzidas as analises qualitativas dos complexos:
FTIR-ATR, “Difratometria de raio-X (DRX)” e “Analise térmicas”. Como informado
previamente, sob autorizacdo da ANVISA (Oficio n° 1902480211), algumas dessas
analisadas foram conduzidas em parceria com a Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Por fim, foi validada condigbes para suas quantificagdes via “Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia com detecgéo via luz Ultravioleta (HPLC/UV)”.

45.1 Em carvao ativado

Os experimentos de complexagdo em CA foram inicialmente conduzidos utilizando
0 IBU como insumo farmacéutico ativo (IFA). As andlises foram iniciadas a partir do
preparo de uma solucédo inicial de 690 mg/mL como descrito por Miriyala et al. (2017),
porém, na sequéncia, foi também avaliado a utilizacdo das concentragdes de 500 e 250
mg/mL. As solucdes iniciais foram preparadas pesando-se diretamente em balbes
volumétrico de 10 mL a massa de IBU necesséria, seguido da adicdo necessério do
volume de EtOH (PA). As solu¢des permaneceram em ultrassom o tempo necessério
para sua completa homogeneizacdo, sendo na sequéncia avaliado a filtracdo com e sem
vacuo das mesmas. As analises foram conduzidas utilizando aproximadamente 500,0 mg
do CA produzido em Erlenmeyers de 50 mL. O volume de 9 mL da solucdo de alta
concentracéo foi adicionada ao mesmo e em seguida mantido em uma incubadora a 35
°C e sob agitacdo de 200 rpm por 24 h. A amostra foi filtrada (acetato de celulose, 0,45
mm) a vacuo e depois submetida a secagem a 40 °C por 24 h. Os parametros otimizados

do experimento foram aplicados a complexacdo do CBD ao CA.
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45.2 Em beta ciclodextrina

A beta ciclodextrina (bCD) utilizada para a complexacédo foi adquirida da Sigma
Aldrich (MMycp = 1134,98). As condicBes de complexacdo utilizada foram baseadas em
dados descritos por Mannila et al. (2007), na propor¢cdo molar CBD/bCD igual a 0,50
(1:2). A solucdo etandlica (HPLC) de 20 mg de CBD/mL foi preparada em um baldo
volumétrico de 10 mL, sendo o volume vertido em uma bureta de vidro apos perfeita
homogeneizacdo. A proporcdo volumétrica de solu¢cdo etanoica e solu¢cdo aquosa
descrita por Szejtli (1988), ou seja, 1:10, foi utilizada. A solucdo aquosa de 14,5 mg de
bCD/mL (MMcep = 314,47 g/mol) foi preparada em um baldo volumétrico de 100 mL,
sendo o volume total vertido em um béquer de vidro apos perfeita homogeneizagédo. A
solucdo aquosa foi mantida a temperatura ambiente sob agitagdo magnética constante
durante 6 h, enquanto a solucdo etandlica foi adicionada gota a gota a esta apdés uma
leve abertura na valvula de controle de volume da bureta. O béquer com o complexo
formado foi resfriado a 5 °C por 1 h e depois foi filtrado a vacuo utilizando um filtro
membrada (acetato de celulose, 0,45 mm). O complexo foi por fim seco por 12 h a 40 °C.
As mesmas condi¢bes foram utilizadas para a complexacdo do IBU em bCD, porém,
devido a MMgy = 206,27 g/mol, a proporcdo molar foi de 0,76.

4.5.3 Difratometria de Raio-X (DRX)

As andlises de Difratometria de Raio-X (DRX) foram realizadas em parceria com o
Laboratério de Adsorcdo e Troca lb6nica (LATI/DEQ/UEM). Os experimentos foram
conduzidos em um difratbmetro Shimadzu LabX 6000 utilizando uma radiacao CuKa. As
medi¢cdes foram determinadas com a voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA utilizando

tubo de Cu, com uma taxa de 2 ° mint e intervalo com modo continuo de 5 £° 20 < 40.

4.5.4 Andlises termogravimétricas

As analises de Termogravimetria (TG), Termogravimetria Diferencial (DTG) e
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) foram conduzidas em parceria com o0
Laboratério de Tecnologias Limpas — Laboratorio de Refino do Instituto de Pesquisa em
Petroleo e Energia da Universidade Federal de Pernambuco (LATECLIM-
LABREFINO/LITPEG/UFPE). Os experimentos foram realizados em um analisador
térmico simultaneo STA 449 F3 Jupiter® (NETZSCH), contendo de 5 a 8 mg de cada
amostra em cadinhos de alumina. A programacdo da rampa de aquecimento foi de 25 a

900 °C ataxa de 20 °C min™, sob atmosfera de N, a vaz&o de 50 mL min™.

Além disso, em parceria com o Laboratorio de Planejamento e Sintese Aplicados
a Quimica Medicinal da Universidade Federal de Pernambuco (SINTMED/UFPE), foram

realizadas analises utilizando um Fusiémetro (Gehaka, PF1500). Os experimentos foram
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realizados ap0s inserir as amostras soélidas em capilares previamente vedados sob fogo.
As amostras foram submetidas a aquecimento de 45 a 300 °C, sob uma taxa de 20
°C/min. As imagens dos principais resultados foram devidamente registradas.

4.5.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecc¢éo via luz Ultravioleta
(HPLC/UV)

A quantificacdo via HPLC/UV foi escolhida, apesar de estudos prévios
potencializando o carvdo ativado como carreador terem sido conduzidos utilizando a
espectrometria ultravioleta (Miriyala et al., 2017; Yaneva, 2019). A HPLC/UV permite
distinguir possiveis interferentes que possam ser detectados em um mesmo comprimento
de onda, mas com diferentes capacidades de interagir previamente com a coluna de
separacdo. Além disso, quando conduzida com um padrdo interno adequado, pode
minimizar variacdes de resposta intrinsecas ao proprio equipamento. Assim, as analises
foram conduzidas utilizando o IBU como padréo interno na quantificagdo do CBD e vice-
versa (0 CBD como padrao interno na quantificacdo do IBU). Os pontos de cada curva de
calibracdo foram obtidos a partir da mistura de 500 mL de solu¢cdes com concentracdes
entre 0,1 e 1,5 mg dos farmacos em mL de etanol e 500 mL de uma solugdo com 1 mg
do padrdo interno em mL de etanol. A mistura de volumes iguais possibilitou obter

resultados com baixos desvios.

As analises foram conduzidas utilizando um cromatografo HPLC (Varian, 920-LC)
provido de uma coluna C18 50 x 2,0 mm ; 2,8 um (Varian Pursuit XRs ULTRA) e um
detector ultravioleta. As andlises foram conduzidas a partir da injecdo de 2 ulL de
amostra. A fase mével utilizada foi binaria (A/B) e gradiente, sendo A constituida de agua
acidificada com éacido férmico (0,1 %, pH = 3) (Magiera e Gulmez, 2014) e B de metanol
(Panreac, 99,9 % IR/UV). A condicdo gradiente da fase movel na coluna foi inicialmente
20 % de B por 0,5 min; variando de 20 a 98 % de B entre 0,5 e 3,5 min; mantido em 98 %
de B entre 3,5 e 5,5 min; retornando para 20 % de B entre 5,5 e 7 min; e mantido em 20
% de B até 13 min. A fase mdvel foi aplicada com uma vazao constante de 0,5 mL/min,
sendo a coluna mantida em 30 °C. As amostras foram quantificadas utilizando o

comprimento de onda de 220 nm.

A eficiéncia de complexacdo em CA foi aferida em triplicata a partir de uma
aliquota de 10 mg do complexo adicionada a um baldo volumétrico de 1 mL. O volume do
baldo foi completado com etanol (PA) e apés 40 min de agitacdo em banho ultrasonico,
com etapas intercaladas de 10 s a cada 5 min, a solugé&o foi transferida para uma seringa
descartavel (3 mL) e filtrada (filtro seringa Analitica, PTFE hidrofilico 0,22 mm). Shoyama

et al. (1983) demonstraram que uma mistura metanol/agua de 1:1 pode ser utilizada para
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analisar a eficiéncia de complexacdo com bCD, j& que o farmaco tem alta solubilidade em
alcool e a bCD em &gua. Entretanto, solidos em suspensdo foram observados apos
adicionar um volume igual de padréo interno em etanol puro. O dimetilsulféxido (DMSO)
foi escolhido para aferir a eficiéncia de complexacao do farmacos em bCD, ja com possui
alta compatibilidade com o CBD (Cayman, 2015), IBU (Cayman, 2017), agua e etanol
(Gaylord, 2014).

4.6  Atividade antitumoral in vitro

A atividade antitumoral in vitro das diferentes formas do CBD, ou seja, pura,
complexada em bCD e complexada em CA, bem como dos carreadores puros, foi
analisada em parceria com o0 Laboratério de Imunoparasitologia de Doencas
Negligenciadas e Cancer da Universidade Estadual de Londrina (LIDNC/UEL), sob
autorizacdo da ANVISA (Oficio n® 1203249212). A linhagem celular HuH 7.5 (carcinoma
hepatocelular) foi utilizada, jA& que ainda se encontra pouco explorada na literatura. As
células foram cultivadas no meio Modified Eagle's Medium-low glucose (Gibco, catalog
no. 12800-017) suplementado com soro bovino fetal de 10 % (GIBCO, cod: 12657029) e
1 % antibi6tico e antimicotico (GIBCO, cod: 15240-062), sendo mantidas em forno umido
com atmosfera controlada de 5 % de CO, a 37 °C. A viabilidade celular acima de 85 %
foi previamente verificada com azul de tripano em um contador de células (Life

Technology).

As doses de tratamento foram semelhantes as descritas por Lv et al. (2019), que
analisou a atividade citotéxica do CBD puro e complexado em bCD frente a outras
linhagens de células. Os cinco tipos de tratamentos avaliados foram previamente
preparados em solugbes estoque e posteriormente diluidos para as diferentes
concentracdes. As solucdes estoques foram preparadas a partir da afericdo de 1 mg dos
sélidos em eppendorfs, sendo posteriormente adicionado a estes 10 mL de DMSO e 990
mL de meio de cultura. A concentracdo de 1 mg / mL foi considerada, ou seja, foi
considerado irrelevante o volume de 1 mg do sdlido. A cisplatina foi utilizada como

controle positivo. O grupo de controle de veiculo foi elaborado com 0,06 % DMSO.

O efeito citotoxico dos tratamentos foi avaliado utilizando resazurina (7-hydroxy-
3H-phenoxazine-3-one-10-oxide) em placas de 96 pocos contendo 1 x 10* célula/pogo.
As células foram tratadas com as concentracdes de CBD equivalente a 3,125; 6,25; 12,5;
25; 50 ou 100 uM, ou DMSO, ou cisplatina (50 uM,), e incubadas por 48 h. Depois, apds
adicao de resazurina (60 uM), incubadas por mais 2 h. A fluorescéncia foi medida em um
espectrémetro Glomax® (excitacdo de 520 nm e emissédo de 580-640 nm). A viabilidade

celular foi estimada utilizando os valores de absorbancia (Abs) descritos na Equacéo 10.
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onde A representa o valor da fluorescéncia. A concentragdo inibitéria para 50 % das
células (Clso) foi calculada por regressao logaritmica, utilizando GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, EUA).

(Abstratamento - Absbranco) .

Viabilidade (%) (Abscontrote — AbSpranco)

100 (10)

4.7  Atividade anti-inflamatéria aguda in vivo

A analise da atividade anti-inflamat6ria aguda in vivo foi conduzida em trés etapas.
Primeiro foi realizado o “Tratamento dos animais” com diferentes doses dos farmacos
puros e complexados, bem como dos carreadores puros. Na sequéncia, a atividade anti-
inflamatoria foi avaliada de forma direta a partir da “Indugcé@o e controle do edema” nos
animais. Por fim, os tratamentos foram avaliados também de forma indireta a partir da

“Atividade da mieloperoxidase”.

4.7.1 Tratamento dos animais

Os animais utilizados foram ratos machos da linhagem Wistar pesando entre 200
e 220 g mantidos em ambiente adequado (biotério setorial do Departamento de
Farmacologia e Terapéutica da UEM), sob temperatura controlada de 23°C, com ciclo
claro/escuro de 12 h, com agua e alimento ad libitum. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Inflamacgéo (sala 106, 2° andar — Bloco K68) sob superviséo da Profa. Dra,
Ciomar Aparecida Bersani Amado, seguindo metodologias utilizadas em trabalhos

anteriores (Wisniewski-Rebecca et al., 2015; De Almeida et al., 2018).

O tratamento dos animais utilizando o IFA puro ou complexado (IFA/CA ou
IFA/bCD), dissolvido em carboximetilcelulose (CMC 0,5 %), foi realizado por via oral em
dose unica 1 h antes da inducdo inflamatoria. O procedimento experimental que n&o
necessitava da autorizagdo da ANVISA, ou seja, os tratamentos com ibuprofeno, foi
autorizado previamente pelo CEUA/UEM (n° 7125020919). Neste projeto foram
aprovados doze grupos de animais: (i) sem tratamento; (i) CMC,; (iii; iv; v) 8,75; 17,5; 35
mg de IBU kg™; (vi) CA; (vii; viii) 8,75; 17,5 mg de IBU complexado em CA kg™; (ix) bCD;
(x; xi; xii) 8,75; 17,5; 35 mg de IBU complexado em bCD kg™. Apés formalizagéo junto a
ANVISA, dez grupos de animais a serem tratados com derivados de CBD também foram
aprovados pelo CEUA/UEM (n° 4591170220): (xiii; xiv; xv) 8,75; 17,5; 35 mg de CBD
kg™t; (xvi; xvii; xiii) 8,75; 17,5; 35 mg de CBD complexado em CA kg™; (xix; xx; xxi; xii)
4,375; 8,75; 17,5; 35 mg de CBD complexado em bCD kg™. As doses dos IFA puros para
o tratamento foram definidas considerando diferentes trabalhos descritos na literatura
(Costa et al., 2004); (Wisniewski-Rebecca et al., 2015).
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4.7.2 Indugéo e controle do edema

Os animais receberam uma injegdo intraplantar (via intradérmica) de 100 yL de
solucdo de carragenina (200 ug/pata) na pata posterior esquerda e 0 mesmo volume de
veiculo (salina 0,9 %) na pata posterior direita. O volume de ambas as patas foi
determinado nos periodos de 1, 2 e 4 h ap6s a aplicacdo do agente irritante, com o
auxilio de um pletismégrafo, conforme técnica descrita por Winter et al. (1962) e Paszcuk
et al. (2008). O aumento do volume final da pata foi calculado subtraindo o volume da

pata injetada com salina (pata controle) pelo da pata injetada com o agente flogistico.

4.7.3 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada utilizando o sobrenadante de
homogenato do tecido plantar. Os animais foram eutanasiados apos 4 horas da indugéo
do edema de pata pela inje¢cdo de carragenina, administrando alta dose de anestésico
(isoflurano 5 %), e o tecido plantar da pata esquerda foi retirado e colocado em tubo
eppendorf contendo 0,6 mL de solucdo tampéo fosfato-salino (PBS, 4 mM, pH 5,4). A
amostra foi homogeneizada co auxilio de um homegeneizador de Potter. O homogenato
foi centrifugado a 6000xG e 4 °C durante 15 minutos. O sobrenadante foi imediatamente
separado e estocado a -70 °C até o dia da analise.

Seguindo a técnica descrita por Bani et al. (1998), o sobrenadante do homogenato
do tecido plantar (0,1 mL) foi colocado em uma microplaca de 96 cavidades, em
triplicada, sendo, posteriormente, adicionado 2,9 mL de uma solugdo de PBS a 50 mM,
pH 6, contendo 0,19 mg/mL de cloridrato de O-dianidisina e 0,0005 % de perédxido de
hidrogénio (H-O>). A reacao foi interrompida com uma solucdo de acetato de sodio 1,46
M (pH 3) e a atividade da enzima foi determinada pela técnica de ponto final, através da
medida da absorbéncia em comprimento de onda de 460 nm.
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5 Resultados e discussao

O quinto capitulo apresenta os resultados e discussdes dessa tese. Os resultados
dos Testes colorimétricos e Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foram publicados
no periédico Forensic Science (Grij6 et al., 2021). Os resultados das analises de
"Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)” serao publicados na Revista Colombiana de
Ciencias Quimico-Farmacéuticas (Vol. 51, N°. 2, agosto de 2022), tendo sido também
importantes para um melhor esclarecimento sobre as caracteristicas dos diferentes
enantibmeros do CBD. Essas caracteristicas e consequentemente propriedades fisico-
guimicas especificas foram abordadas em um artigo de revisédo publicado no periédico
Brazilian Journal of Chemical Engineering (Grijo et al., 2022). Os principais resultados
gue demonstram as diferentes atividades farmacolégicas dos ativos puros e complexados

serdo submetidos brevemente a um periddico especializado.

5.1 Aperfeicoamento de testes rapidos para identificar derivados de Cannabis

5.1.1 Testes colorimétricos

A Figura 26 mostra os resultados das analises prévias feitas com a variedade 32
que serviram para definir se o teste modificado de Duquenois proposto seria conduzido
com amostras sélidas ou extratos, bem como se a concentracdo de vanilina em solugéo
etandlica seria de 20 ou 80 mg/mL. As imagens foram capturadas durante a sequéncia de
etapas: ) extrato da amostra inicial (com ou sem s6lido); Il) apds adicao de HCI; Ill) ap6s
10 min da adicdo do &cido; IV) apo6s adicdo de CHCl; e 2 min de repouso; V) fase
solubilizada em CHCIs, ou seja, fase inferior da etapa IV. As analises em que a amostra
sélida nao foi removia apresentam apenas as imagens das ultimas etapas, ou seja, etapa

IV e etapa V.

Foi possivel observar que a utilizacdo da amostra solida, em vez do extrato obtido
dela, prejudica a obtencdo da cor violeta originalmente descrita nos testes derivados de
Duquenois (Tabela 2). Isso possivelmente ocorre devido a interacdo de parte do acido
com a amostra sélida. O tom de transicdo entre as cores azul e verde observado é o
mesmo descrito na literatura que propds o teste rapido DL, ao qual a amostra soélida
também é mantida no meio de reacdo. A visualizagdo de uma coloragdo violeta mais
intensa foi possivel apds adicionar HCI nos extratos obtidos com uma solucdo etandlica
mais concentrada em vanilina (80 mg/mL). Entretanto, a identificagdo péde ser realizada

mesmo com extratos obtidos com menor concentragédo desse aldeido (20 mg/mL).

Os resultados obtidos a partir das analises com condicBes otimizadas das 21

amostras sdo apresentados na Figura 27. O controle (#0) apresentou uma leve cor violeta

D.R. Grijo, 2022 - Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagido em Engenharia Quimica / Universidade Estadual de Maringa



90
Caracterizagdo do canabidiol ndo sintético puro e complexado em carreadores

(dltimas etapas) 20 mg vanilina /mL 80 mg vanilina /mL

com amostra
solida e
iluminagao
superior

sem amostra sélida ; 20 mg vanilina /mL ; iluminagéo de fundo

sem amostra sélida ; 80 mg vanilina /mL ; ilumina¢ao de fundo

] X
A

Figura 26 — Resultados das andlises de otimizagdo de pardmetros do teste colorimétrico
(variedade B2).

apos adicdo do acido, mas que néo foi transferida para a fase apolar de cloroférmio. As
amostras de sal (#2), acucar (#3), ibuprofeno (#4), erva mate (#13) e wasabi (#15) nao
apresentaram alteracdo significativa de cor em comparacéo ao controle.

Embora o UNODC (2009) ndo tenha descrito resultados de analises de
canabindides puros por meio de testes colorimétricos derivados de Duquenois, é possivel
observar que a cor violeta foi obtida apés a adicao do acido na amostra de CBD puro néao
sintético solubilizado em etanol (#1). Além disso, que a cor foi significativamente
transferida para a fase néo polar (inferior) apés a adicdo de cloroférmio. Essa mesma

caracteristica foi observada para as quatro variedades de flores de Cannabis analisadas
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Figura 27 — Resultados das analises do teste colorimétrico com parametros otimizados:

etapa | - ap@s a coleta do extrato etandlico centrifugado (utilizando 20 mg vanilina/mL);
etapa Il - apés 10 min da adicdo do acido; etapa IV - apos adicao de cloroférmio e 2 min

de repouso. Nota: amostras identificadas no topico 4.2.1.
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(ol = #9; a2 = #10; Bl = #11; B2 = #5). Observou-se também que houve uma pequena
perda da intensidade da cor violeta para as amostras da variedade 2 aquecidas a 140
°C por 30 (#6) e 240 min (#7), porém a cor foi mais intensa para a amostra de "kief"
obtida da mesma variedade (#8). O eucalipto (#14), descrito como “falso positivo” por
Kelly et al. (2012), foi o Unico que apresentou, apos adi¢do do acido, cor similar a obtida
por derivados de Cannabis, mas em nenhuma amostra houve uma transferéncia de cor

semelhante para a fase apolar.

O resultado obtido do CBD através da andlise colorimétrica utilizando o “teste 4-
AP” é mostrado na Figura 28. Apos os dois minutos de reacdo, a analise apresentou uma
coloragao rosa caracteristica de uma amostra derivada de “cdnhamo industrial”
(“industrial hemp”). Este resultado é satisfatorio considerando a descricdo do fabricante
do bioativo (Isodiol). Essa mesma cor também foi descrita por Lewis et al. (2021) apdos
analisar uma amostra de CBD puro via "teste 4-AP". Entretanto, é possivel observar que
apos a reagdo e mais 10 min de repouso a cor se tornou roxa (“violeta”). Embora os
autores e as instru¢fes do produto ndo tenham descrito uma etapa repouso de 10 min,
este € um procedimento padrdo do "teste DL" como descrito por Bailey (1979) e UNODC
(2009). Lewis et al. (2021) descreve, utilizando a mesma quantidade de amostra inicial,
ter obtido uma cor roxa para amostras com quantidades semelhantes de CBD e A®-THC,
bem como para amostras puras de CBDA ou CBVA (acido canabidivarinico). Por outro
lado, a embalagem do produto recomenda diminuir a quantidade de amostra e repetir a

andlise quando for observada uma cor roxa.

Figura 28 — Resultado da andlise do CBD via "teste 4-AP" comercial (HEMPTEST): (a)
produtos utilizados; (b) apds reacao (2 min de agitacdo); (c) apds a reagdo e 10 min de

repouso.
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5.1.2 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A Figura 29 apresenta as placas CCD utlizadas para analisar os diferentes
padrBes canabindides, sendo os resultados obtidos comparados na Tabela 11. Os
valores experimentais dos fatores de retengdo relativos (R;), bem como os valores dos
momentos de dipolo (u) e coeficientes de particdo octanol/agua (log Pyy,) estimados por
mecéanica quantica foram detalhados. A comparacdo também foi realizada utilizando

dados previamente descritos na literatura (Yaws et al., 1999; Dos Santos et al., 2016).

MISTURA A: 80 % n-hexano; 20 % éter dietilico MISTURA B: 70 % n-hexano; 20 % acetato de etila; 10 % metanol
CBD AB-THC  A°-THC CBN CBG CBDA A°-THCA CBD A%-THC  A°-THC CBN (o:]c} CBDA A°-THCA

Figura 29 — Resultados das analises de diferentes canabindides puros via CCD. Nota: Em
cada placa o ponto a esquerda refere-se a uma solucdo padrdao de CBD (Isodiol) e 0 da
direita ao canabindide analisado.

Tabela 11 — Comparacao entre os valores dos fatores de retencéo relativos (Ry) obtidos
via CCD, bem como dos momentos dipolo (1) e coeficientes de particdo octanol/agua

(log Poy,) estimados por mecéanica quantica.

SOLVENTE w (D) u(D)* Mistura A Mistura B Dos Santos et al. (2016)
n-Hexano 0,00 0,00 80 % 70 % -
Eter etilico 1,03 1,15 20% - -
Acetato de etila 1,96 1,78 - 20% -
Metanol 1,69 1,70 - 10 % -
Ciclohexano 0,00 0,61 - - 75 %
Tolueno 0,32 0,36 - - 15%
Dietilamina 0,89 0,92 - - 10%
Umix (D) - - 0,21 0,56 0,14
Umix (D)* - - 0,23 0,53 0,60
PADRAO u (D) logPyy R} (Fator de Retencgdo Relativo)
CBD 1,67 5,91 1,00 1,00 1,008
AS-THC 1,15 5,53 0,91 1,09 -
A°-THC 0,88 5,53 0,89 1,06 1,228
CBN 1,43 6,07 0,78 1,00 1,108
CBG 1,55 6,53 0,73 0,91 -
CBDA 3,30 5,47 [0,09~0,30]* 0,68 -
A°-THCA 4,70 5,08 [0,14~0,28]* 0,80 -

Nota: * (Yaws et al., 1999); ¢ valores calculados utilizando dados da literatura; * indefinido.
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O fator de retencdo do padrdo de referéncia (CBD) variou durante andlises
utilizando a mesma mistura de solventes. A utilizagdo de frascos ndo especificos para a
analise CCD pode ter influenciado nesta variacdo. Entretanto, replicatas demonstraram
que os valores dos fatores de retengéo relativos (Ry) apresentados séo reprodutiveis. Os
valores de momento dipolo (u) estimados para os solventes foram relativamente
consistentes aos descritos experimentalmente por Yaws et al. (1999), mas uma

consideravel discrepancia foi observada para o ciclohexano.

A mistura A ndo apresentou polaridade suficiente para eluir os dois canabindides
acidos analisados. Isso pode estar relacionado ao baixo valor de u da mistura A, incapaz
de substituir a forte interacao desses canabindides com silica gel (fase estacionaria polar)
devido aos seus altos valores de u. Valores semelhantes de u para os canabindides
acidos analisados foram descritos na literatura usando metodologia comparavel (He et
al., 2020). A boa separagdo de canabindides neutros usando esta mistura de solventes
esta simultaneamente relacionada aos seus valores de u e logPyy,. O CBD tem um u
maior do que ambos "THC neutros" e, portanto, apresenta uma maior afinidade a fase
estacionéria do que estes. Entretanto, devido ao seu maior carater lipofilico (log Pyy,), foi
consideravelmente mais arrastado por esta mistura pouco polar. Por outro lado, CBG e
CBN foram menos eluidos que CBD, mesmo com menor u € maior log Pyy,, mostrando

gue a leve polaridade da mistura favoreceu canabinéides com valores intermediarios de

log Poyy-

O aumento do u da mistura B o torna um meio carreador com menor caracteristica
lipofilica. Nesse caso, observou-se que os valores de u dos canabindides lipofilicos (alto
valor de log P,y,) definiram suas caracteristicas de eluigdo. A menor interagdo do CBN
com a fase estacionaria permitiu que seu Ry se tornasse igual ao do CBD. Por outro lado,
0 Ry do CBG permaneceu menor do que o do CBD devido aos seus valores proximos de
u. As mudancas observadas para os menos lipofilicos foram que os dois “THC neutros”
passaram ter Rr maior que o do CBD e que os canabindides acidos passaram a ter R
com valores bem definidos. De maneira analoga, 0 tyx,pos santos et at.(2016) = 0,60 maior
que o uyxp = 0,53 tornou o Ry do CBN maior que o do CBD. E possivel notar a
importancia da fase movel ser uma mistura, ja que a utilizacao de cloroférmio puro

descrita em literatura (Dos Santos et al., 2016) (Uexperimentar = 1,01 D (Yaws et al., 1999)

ndo foi adequada para diferenciar o CBD, A>-THC e CBN.

A Figura 30 mostra os resultados obtidos com amostras in natura e
descarboxiladas da variedade 2. Em geral, os resultados das quatro variedades nao

apresentaram diferencas significativas (Figura 31). O teor de Oleo por prensagem a
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quente obtido dessa variedade, 7,59 = 2,21 %, foi maior ao obtido com amostras

descarboxiladas, 2,01 + 1,05 %. O teor de 6leo obtido por extracdo com etanol foi de
28,30 %.

| taquecivento = O min (amostra in natura) !
| MISTURA A com UV-C | [ MISTURABcomuUV-C | | MISTURA B com UV-C |

<«— clorofila CBD— <«— clorofila

<« AS-THC
CBD —
<«— CBDA

<«— clorofila <— clorofila

canabindides
acidos

taquecivento = 30 min a 140 °C I taqueciviento = 240 min a 140 °C
| MISTURAA comUV-C | [ MISTURABcom UV-C |] || MISTURAAcomUV-C || MISTURA B com UV-C |

«—AS-THC cBD
CBD — «— CBD CBD— -—+
CBN

CBD— «— CBD

«— A%-THC

CBD— «—CBD

<«—CBN

Figura 30 — Resultados obtidos das analises por CCD utilizando amostras (variedade 2)
in natura (sem aquecimento) e descarboxiladas (aquecidas a 140 °C por 30 e 240 min).

Em todas as analises, o CBD (Isodiol) foi usado como padrdo de referéncia (“RS” =
“reference standard”).

As amostras in natura (sem aquecimento) demostraram, como esperado,
apresentar majoritariamente canabindides &cidos. A mistura A foi ineficiente para identifi-
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MIX (A)
RS; a1-30 | RS; a2-30 | RS; B1-30 RS; a1-240 | RS; a2-240| RS; B1-240

MIX (B) MIX (B) MIX (B) MIX (B)
RS; a2-0 | RS;B1-0 RS; a1-30 | RS; a2-30 | RS; B1-30 RS; a1-240 | RS; a2-240 | RS; B1-240

Figura 31 — Resultados obtidos nas andlises por CCD utilizando amostras de outras
variedades (a1, a2 e 1) in natura (sem aquecimento = "0") e descarboxiladas (aquecido
a 140 ° C por “30” e “240” min). Em todas as analises, o CBD (Isodiol) foi usado como

padrao de referéncia (“RS” = “reference standard”).

car se as amostras analisadas continham os dois canabindides acidos ou apenas um
deles. Por outro lado, a mistura B permitiu identificar que os dois canabinéides acidos,
CBDA e A%-THCA, estdo presentes nas quatro variedades in natura. Notou-se ainda que
a utilizacdo da mistura B, mais polar, permitiu identificar compostos sem o0 suo da luz
ultravioleta tipo C (UV-C). As clorofilas A e B presentes na planta (Ali et al., 2019) séo
possivelmente esses compostos, e é necessario cuidado para ndo confundir seus Rg

com os dos canabinéides.

A andlise sem luz UV-C das placas com amostra aquecida por 30 e 240 min ndo
apresentou indicios de clorofilas. Os resultados das amostras descarboxiladas a 140 °C
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por 30 min permitem confirmar (Grijo et al., 2019b-c) que essas condi¢fes séo suficientes
para transformar os canabindides acidos, CBDA e AS-THCA, em seus respectivos
canabindides neutros ativos, CBD e A°-THC. A mistura A permite identificar que o
aguecimento a 140 °C por 240 min é excessivo e que basicamente resta apenas CBN
(produto de degradacao térmica) nas amostras. No entanto, a mistura B pode dar uma
falsa impressado de que este € um tempo de aquecimento ideal e que a amostra contém
apenas CBD. A mistura B se mostrou inadequada para a analise de canabindides neutros
e, consequentemente, para amostras descarboxiladas, pois ndo permite diferenciar o
CBD do CBN.

5.2 Andlise detalhada da estrutura 3D do CBD e de sua inibicdo a COVID-19 in
silico
5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro RMN-'H obtido é mostrado na Figura 32. O deslocamento & = 7,26
ppm € referente ao solvente, ou seja, ao cloroférmio deuterado, e o deslocamento & =
5,57 ppm, como descrito por Choi et al. (2004), foi utilizado como referéncia para a
integral equivalente a um préton. O total de 30 protons, como esperado, foi observado na
amostra, sendo o & = 3,86 ppm equivalente a um préton como descrito por Mechoulam e
Shvo (1963).

Canabidiol-13956-29-1.11.fid
Canabidiol-13956-29-1 - 1H

—6.26
~6.18
—5.99
5.58
_4.75
—4.67
~4.57
3.86
31
0.88

- NN A A A
Daniel - DEQ — /| VRN
I
~ ! |
|\ A ‘ M . l‘
1
A H I| ‘ # M i | | M'I : ‘
AN N ”H MUU A J J‘M‘U‘ ‘-;'"'\Mﬂ JIWJ U LJ \ - \
o I — ! T EEEE T
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T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 32 — Espectro RMN-!H da amostra (-)-CBD.

O espectro RMN-C, mostrado na Figura 33, permite confirmar o total de 21
carbonos na amostra. Os sinais de deslocamento entre 75 e 80 ppm estao relacionados

ao cloroférmio deuterado.
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Figura 33 — Espectro RMN-*3C da amostra (-)-CBD.

O espectro RMN DEPT 135, mostrado na Figura 34, permite observar, por picos
negativos, que 7 carbonos sédo CHg, e, por picos positivos, que 6 carbonos sdo CH ou

CHs. Portanto, o espectro identifica apenas 13 dos 21 carbonos da amostra.

Canabidiol-13956-29-1.3.fid
Canabidiol-13956-29-1 - DEPT135
Daniel - DEQ

—124.1
—110.8

—46.2

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 34 — Espectro RMN DEPT 135 da amostra de (-)-CBD: negativo = CHy; positivo =
CH ou CHs.

O espectro RMN HSQC, mostrado na Figura 35, permite identificar, em azul, quais
protons estédo relacionados aos 7 grupos CH, da amostra. O espectro também permite

identificar, em vermelho, que existem 3 grupos CH e 3 grupos CHs na amostra.

Os espectros RMN HMBC (Figura 36a) e RMN COSY (Figura 36b), que
demonstram interacdes escalares de prétons a carbonos e a outros prétons,
respectivamente, possibilitam identificar a localizacdo exata de cada atomo na estrutura
plana da amostra, confirmando a estrutura molecular do CBD elucidada por Mechoulam e
Shvo (1963) via andlises de rotacédo 6tica e RMN-H. Apenas os resultados da diagonal
superior do espectro COSY sao demonstrados, j& que este esta relacionado a interagcbes
homonucleares. Os espectros permitem confirmar que no total sdo 5 grupo CH na

molécula, e ndo apenas os 3 mostrados pelo espectro HSQC.
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Figura 35 — Espectro RMN HSQC da amostra de (-)-CBD: azul = CHz; vermelho = CH ou
CHs.

Os deslocamentos obtidos pelas técnicas RMN-1D utilizadas, ou seja, H e °C,
bem como a confirmacado do arranjo molecular da amostra utilizando as técnicas RMN-2D
DEPT 135, HSQC, HMBC e COSY, permitem confirmar que a amostra é de CBD e nao
de seu isdmero psicotropico A°-THC. A escolha de uma identificagdo numérica
equivalente para os atomos dos isémeros, como feita por Choi et al. (2004) (Figura 37),
permite enxergar caracteristicas para diferencia-los a partir de analises RMN (Tabela 12).

57

Figura 36 — Estruturas planares dos isbmeros CBD e AS-THC (Choi et al., 2004 —
adaptada).

Os dados 'H-RMN permitem identificar qualitativamente o CBD devido as caracte-
risticas de 8'H da P9, P1, P2 e P2’-OH, que também séo possiveis de serem observadas

a partir dos dados de Mechoulam e Shvo (1963) e Gaoni e Mechoulam (1964).
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CBD: a) HMBC (heteronuclear: *H,*3C); b) COSY (homonuclear: *H,'H).
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Tabela 12 — Dados experimentais das analises RMN do CBD comparados aos descritos

em literatura (3'H e §'3C em ppm).

Posicio RMN-'H RMN-13C
(P) Choi et al. (2004) Obtido Choi et al. (2004)  Obtido
CBD A°-THC (-)-cBD CBD A®-THC (-)-CBD
5’ 6,26 (1H) 6,27 (1H) 6,26 (2H) 108,3 110,1 109,8
3’ 6,16 (1H) 6,14 (1H) 6,18 108,3 107,5 108,0
2’-OH 5,99 (1H) 4,87 (1H) 5,99 (1H) - - -
2 5,57 (1H) 6,31 (1H) 5,58 (1H) 127,3 123,7 1241
6’-OH 5,02 (1H) - 4,75 (1H) - - -
4,64 (1H trens) 4,67 (1H trans)
9 4,54 (1H ) 1,41 (3H) 457 (1H) 110,5 27,6 110,9
1 3,90 (1H) 3,20(1H) 3,86 (1H) 37,5 33,6 37,2
1” 2,43 (2H) 2,42 (2H) 2,44 (2H) 36,6 35,5 35,5
6 2,40 (1H) 1,69 (1H) 2,40 (1H) 46,4 45,8 46,2
2,21 (1H) 2,21 (1H)
4 2,09 (1H) 2,16 (2H) 207 (1H) 31,7 31,2 30,6
1,90 (1H)
5 1,84 (2H) 1.40 (1H) 1,84 (2H) 30,7 25,0 28,4
7 1,79 (3H) 1,68 (3H) 1,80 (3H) 23,7 23,4 23,7
10 1,66 (3H) 1,09 (3H) 1,67 (3H) 19,5 19,3 20,5
2" 1,55 (2H) 1,55(2H) 1,56 (2H) 32,0 30,3 30,4
3” 1,29 (2H) 1,29 (2H) 131 (4H) 32,6 31,5 31,5
4 1,29 (2H) 1,29 (2H) 23,6 22,5 22,5
5” 0,88 (3H) 0,87 (3H) 0,88 (3H) 14,4 14,0 14,0
2 157,5 154,7 156,0
6’ 150,3 154,2 153,9
8 150,3 76,7 149,4
4 142,7 142,8 143,0
3 134,2 134,3 140,1
1 115,9 110,8 113,8

O valor obtido do &'H da P6’'OH com uma pequena diferenca também foi descrito
por Hazekamp et al. (2004), SWGDRUG (2005), Moore et al. (2016) e Grijé e Motta Lima
(2019). A analise unidimensional (RMN-1D) dos nucleos de carbonos também se mostrou
adequada para a diferenciacdo destes isomeros, ja que permitiu observar um 33C
especifico para a P9 e P8. Além disso, através dos espectros DEPTY 135 e HSQC, é

possivel confirmar o grupo =CH, da P9.

As importantes caracteristicas da estrutura 3D do (-)-CBD ndo sintético elucidada
pela técnica de difracdo de raio-X por Jones et al. (1977); Ottersen et al. (1977) e
revisada por Mayr et al. (2017) também puderam ser observadas neste trabalho a partir
do espectro NOESY (Figura 38). Apesar das analises da estrutura cristalina do canabidiol
terem sido descritas ndo se observa um consenso da estrutura 3D em outros trabalhos
(Leite et al., 1982; Borges et al., 2013; Morales et al., 2017) Jung et al., 2019).
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Figura 38 — Espectro RMN NOESY: diagonal superior = dados obtidos; diagonal inferior =
simulacdo de dados.

A comparacdo entre 0 espectro espacial e os espectros de relacdes escalares
permite observar caracteristicas interessantes do enantibmero (-)-CBD. Os espectros
COSY e HMBC demontram explicitamente e implicitamente, respectivamente, que 0s
hidrogénios da P1 e P6, por exemplo, estdo préximo de maneira escalar, porém o
espectro NOESY mostra que estes prétons ndo estdo espacialmente proximo e/ou
orientados para 0 mesmo sentido. As interacdes espaciais do hidrogénio da P2’-OH,
mostradas no espectro NOESY, tambem sdo “exclusivas”, ou seja, ndo sdo detectadas
nos espectros escalares. A distancia de 3,79 A desse hidrogénio, em relacdo ao
hidrogénio da P9, e de 2,24 A, em relacdo ao hidrogénio da P6, foram observadas ao
plotar no software GeoGebra (https://www.geogebra.org/3d) dados de difracdo de raio-X
descritos por Mayr et al. (2017), comprovando distancias menores que 4 A detectadas
pelo NOESY.

5.2.2 Inibicdo a COVID-19 in silico

O escore obtido com a simulagéo docking do ligante de referéncia X77 foi de -8,37

+ 0,05 kcal/mol. Logo, uma molécula candidata a inibidor ndo covalente deve possuir
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Figura 39 — VerificacGes in silico da inibicdo da protease MPR® da COVID-19: a) estrutura
bidimensional do ligante X77; b) estrutura tridimensional especifica do docking do X77
com a MPRO: ¢) estrutura tridimensional especifica do X77 em angulo que torna a imagem
“menos sobrecarregada” para comparacdao; d) superficie da MPR° com docking do X77; e)
estrutura bidimensional do CBD; f) comparacdo do docking da estrutura tridimensional do
CBD “C5-C25” com a do X77; g) comparacao do docking da estrutura tridimensional do
CBD “C26-C46” com a do X77; h) comparacao do docking da estrutura tridimensional do
CBD “PubChem” com a do X77.
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escore menor que esse valor. Entretanto, os escores de todas as conformagdes
analisadas do canabidiol foram piores (de maior valor). Isso significa que é menos
provavel que ocorra a interacdo entre o CBD e a MP™®, A Figura 39a representa a estrutura
molecular bidimensional do X77. Observe que a um hidrogénio que ndo esta
representado na Figura 39Db, estrutura tridimensional desse ligante. Isso ocorre porque 0
site (rcsb.org) descreve que essa € uma representacdo baseada nas “instance
coordinates”, ou seja, como ele interage especificamente com a MPR°, A Figura 39c
representa essa estrutura tridimensional especifica em um angulo que torna a imagem
“menos sobrecarregada” para comparagbées. A Figura 39d representa a superficie da
MPRO com docking do X77. A Figura 39e representa a estrutura molecular bidimensional
do CBD. As duas conformagfes do CBD descritas por Mayr et al.(2017) apresentaram
diferentes escores. A Figura 39f demonstra uma maior reprodutibilidade das réplicas para
a conformacdo equivalente a que os autores identificaram como C5 a C25, gerando o
melhor escore relativo (-6,40 = 0,00 kcal/mol). J& a outra conformagéo do CBD descrita
pelos autores (C26 a C46) apresentou escore (-6,15 £ 0,10 kcal/mol, Figura 39g) similar
ao da conformacdo descrita pela PubChem (-6,20 £ 0,12 kcal/mol, Figura 39h). Ambas
apresentaram baixa reprodutibilidade das réplicas, demonstrado estruturas do CBD que

nao se sobrepuseram.
5.3 Producéo e caracterizacdo do carvao ativado

5.3.1 Composicédo do precursor

7

O espectro FTIR da estopa de fibra de canhamo é mostrado na Figura 40. E
possivel observar, como demonstrado por Garside e Wyeth (2003), que esta técnica nao
€ a mais adequada para diferenciar o material de outras fibras naturais lignocelulésicas
como o sisal, rami, juta, linho e algodao, por exemplo. Entretanto, é possivel observar
algumas das mesmas bandas espectrais descritas por Dai e Fan (2010) e Oza et al.
(2014) que estéo relacionadas a grupos funcionas da hemicelulose em 2918 e 2850 cm?,
a lignina em 1736 e 1622 cm?, e a celulose em 665, 608, 559 e 519 cm™ (Yang et al.,
2007).

A Tabela 13 mostra a composicdo centesimal deste percussor em umidade,
outros volateis, cinzas e carbono fixo. O teor de umidade foi préximo ao valor de 8,2 %
descrito por Pejic et al. (2008). Branca et al. (2017) descreveram um teor de cinzas de 0,6
%, ou seja, proximo ao encontrado, mas um teor de carbono fixo significativamente
menor (4,9 %). Marrot et al. (2021) demonstraram, em um estudo recente, que variagdes
significativas tém sido observadas em andlises da composi¢do centesimal de matérias-

primas derivadas do caule de canhamo.
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Figura 40 — Espectro FTIR da estopa adquirida.

Tabela 13 — Composicao centesimal das estopas de fibras de canhamo.

Ensaio Umidade (%) Outros volateis (%) Cinzas (%) “Carbono fixo (%)
1 8,70 71,76 0,88 18,66
2 8,79 71,78 0,95 18,48
Média 8,74 £ 0,06 71,77 £0,01 0,91 + 0,05 18,57 +0,13

"0 teor de carbono fixo foi obtido por diferenca.

A Figura 41 mostra os resultados da composicdo de metais pesados. O ajuste
para a curva de calibracdo foi linear para o cadmio e quadratico para os outros metais,
como sugerido na literatura (Varian, 1989). As curvas apresentaram bons coeficientes de
correlagdo (R?). Os resultados mostram que as curvas do cadmio, cobre e niquel
poderiam ser otimizadas para a obtencdo de uma composi¢cdo mais precisa da amostra.
A composigéo de cobre em ppm foi equivalente a descrita por Angelova et al. (2004) (1,7
= 1,8) e a de zinco e cadmio um pouco superior (350 > 189 e 1,4 > 04,
respectivamente). A composicdo de niquel foi um pouco inferior a descrita por Linger et
al. (2002) (1,3 < 6,9). A composicao de ferro foi a maior dentre os metais analisados,
assim como descrito por Khan et al. (2008) (Fe > Zn > Cu > Ni). A massa da amostra

perdida durante a calcinagao (“abertura”) foi de 98,57 + 0,01 %.

5.3.2 Adsorventes produzidos

A suplementagéo prévia ao cultivo de fungos nas estopas de fibras de canhamo
ndo foi necesséria para o bom desenvolvimento do organismo, como mostra a Figura 42.
Visualmente, ndo foram nitidas mudancas significativas no desenvolvimento do micélio.

Com isso, definiu-se que o cultivo fosse conduzido com estopas sem suplementacao.
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Figura 41 — Composicéo de metais pesados da estopa.
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Analise dos cinco metais pesados na fibra de canhamo

cH9/ -50mL g

curva de
bs calibracio 1,59 - ? =ppm
Absorbancia Concentracdo Na aliquota  Na fibra
"Abs" (u.a) "C"(ug/ml) (ug/SOmL)  (ppm)
0,0078 £ 0,0004 0,043+0,003 2,1+0,1 1,42+0,09
0,1869+0,0014 1,049+0,009 52,4+04 34,95+0,30
0,0024 +0,0011 0,051+0,011 2,6+05 1,71+0,35

0,2223 +0,0006 5,346+0,017 267,3+0,9 178,12 +0,58
0,0016 + 0,0005 0,040 + 0,007 2,0+x04 1,32+0,24
* nimero de réplicas (n=4)

Os adsorventes produzidos sdo mostrados na Tabela 14, sendo evidenciados as condicbes experimentais utilizadas e os resultados

obtidos. A producéo de carvdes com e sem pré-tratamento foi inicialmente avaliada. N&o foi observado um aumento significativo da porosidade

do carvéo obtido com a estopa pré-tratada, como descrito por Wang et al. (2019). Desta forma, optou-se na produg¢éo do CA a partir do pre-
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Figura 42 — Analise prévia do cultivo de Pleurotus nas estopas (E: sem suplementacgéo;
A: suplementadas com farelo de arroz; C: suplementadas com Czapek): a) apds a adicdo

de aproximadamente 1 g de “spawns”; b) apds desenvolvimento do micélio por 12 dias.

cursor sem pré-tratamento e consequentemente sem autoclavagem. A pir6lise com
parametros otimizados utilizando uma maior quantidade de estopa (aumento de escala)
gerou um aumento no rendimento de CA produzido, porém apresentando uma menor
area superficial. O CA produzido nas bateladas 4 e 5 foi o utilizado nos experimentos

posteriores.

A Figura 43 mostra a isoterma de fissor¢do do CA escolhido. O grafico demonstra
gue nao ha grandes variag6es do volume de N, adsorvido com 0 aumento gradativo da
pressao relativa do sistema. Isso é uma caracteristica da isoterma tipo |, ou seja, de um
adsorvente microporoso. Entretanto, nota-se também a presenca de uma pequena
histerese durante a dessor¢do do nitrogénio que caracteriza uma isoterma tipo IV (com
mesoporosos). Essas caracteristicas corroboram com os dados apresentados

previamente na Tabela 14.

Tabela 14 — Adsorventes produzidos.

- Adsorventes
Condigoes e resultados 1 ) 3 a 5
Esterilizacdo (120 °C, 20 min) sim sim nao nao nao
Pré-tratamento com Pleurotus nao sim nao nao nao
Massa inicial do precursor (g) 15,29 15,30 15,33 25,02 60,09 +£0,01
Carbonizagdo (N3; 500 °C; 2h) sim sim sim sim sim
Ativacdo (COy; 850 °C; 1,5h) nao nao sim sim sim
Rendimento massico (%) 16,55 22,42 7,12 10,53 14,97 +0,46
Area do adsorvente, Ager (M?/g) 101,42 118,44 787,29 474,05
Area de microporos (m?/g) 93,13 116,41 646,31 425,37
Area de superficie externa (m?/g) 8,29 2,03 140,99 48,68
Volume total de poros (cm3/g) 0,063 0,053 0,517 0,309
Volume de microporos (cm3/g) 0,052 0,056 0,298 0,231
Tamanho médio dos poros (nm) 2,50 1,79 2,63 1,31
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A distribuicdo do tamanho de poros € apresentada na Figura 44. O grafico mostra
(em vermelho) que 75 % dos poros do CA produzido s&o microporos, assim como
descrito previamente na Tabela 14. Além disso, a predominancia dos microporos também
€ evidenciada porque os maiores picos da distribuicdo de tamanho (em azul) estdo na
faixa menor < 2 nm. De acordo com Thongpat et al. (2021), carvies ativados

microporosos sao apropriados para adsorver moléculas gasosas.
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Figura 43 — Fissor¢éo de nitrogénio (isoterma de adsor¢éo e dessorgéo de Nz a 77 K).
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Figura 44 — Caracterizacdo dos poros do carvao ativado produzido e utilizado como

carreador.
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A Figura 45 mostra os resultados utilizando o Analisador de Tamanho de Particula
a Laser sob diferentes condi¢des. As analises com ultrassom proporcionaram resultados
com menores tamanhos de particulas, quando conduzidas sob uma mesma condi¢do de
agitacdo do meio (800 ou 1600 rpm). Isso pode estar relacionado a uma melhor condicdo
de analise ou a uma quebra das particulas durante o procedimento. A comparacao direta

das velocidades de agitacdo ndo forneceu um padrao nos resultados.

. . Total acumulado (%) 100 FTTTTTT I o
Diametro Peneira 90— - ! 7.2
800 rpm 800 rpm 1600 rpm 1600 rpm EXEMPLO ’
(um)  (mesh) 05 A
semUS comUS semUS comUS 80 rpm } 6,4
q 12000 0 0,02 0 003 § 70— Sem‘US HH 6.
o X
10 1250 3,52 5,03 4,37 4,69 2 60 \ | 1488
20 700 13,98 15,52 14,83 1530 3 N s
+ . Seked o
28 500 27,87 3001 2914 3022 E O | \ 40 g
38 400 45,12 48,10 46,94 48,74 & 40 ‘ f 1 \ —32 @
45 325 55,01 58,27 57,02 59,08 & 30 | 249
75 200 81,97 8454 8348 8544 0l | || AL v
90 170 89,15 91,06 90,15 91,77 10 ‘ 4 o
125 120 96,94 97,86 9731 98,12 [ TTUHL” 111 \ |’
(o] - =at »10,0
180 80 . 99,71 99,95 99,81 99,95 5 1o o
* rpm: rotagdes por minuto; US: ultrassom Didmetro (um)

Figura 45 — Tamanho das particulas do CA produzido sob diferentes parametros.

As particulas com 38 mm, diretamente relacionadas com a peneira de 400 mesh,
representam, de fato, a maior parte do CA produzido. Entretanto, apesar todas as
particulas terem passado previamente por uma peneira desse tamanho, apenas 45,12 a
48,74 % delas apresentaram o tamanho esperado, ou seja, < 38 um. Os resultados

demonstraram que na verdade o tamanho das particulas varia entre 2 e 200 mm.

5.4 Complexac¢ao dos farmacos aos carreadores

A Figura 46 mostra os testes iniciais de complexacdo do IBU em CA. A
concentracdo inicial de 690 mg IBU/mL, descrita por Miriyala et al. (2017), ndo se
mostrou adequada para 0 experimento, ja que nao se obteve uma solucdo homogénea
mesmo apos horas de agitacdo em banho ultrassénico. A solu¢cdo de 500 mg IBU/mL
permitiu a obtencdo de uma solucdo homogénea, porém houve a formacédo de cristais
sobre o CA durante o processo de filtragem com e sem vacuo. Os cristais de IBU puro na
superficie do complexo IBU*CA nado seriam adequados porque demonstram uma nao
homogeneidade do sélido. A utilizagdo de uma solucao de 250 mg IBU/mL e filtrag&o com
vacuo ndo produziu um complexo com cristais na superficie, por isso foi a escolhida para
os experimentos com o IBU. Os experimentos com o CBD foram conduzidos utilizando
uma concentragdo de 100 mg/mL, devido a limitagdo do ativo disponivel e solubilidade
maxima de 35 mg/mL descrita por Cayman (2015). A utilizacdo dessa concentragdo e

filtracdo a vacuo também néo produziu complexos com cristais na superficie.
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ADSORGCAO EM CA; FILTRAGAO:

COM VACUO

Figura 46 — Testes iniciais de complexacao (adsorc¢ao) do IBU ao CA.

5.4.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 47 mostra espectros FTIR dos ativos puros e complexados. As bandas

3517, 3071 e 1377 cm™t, como demonstrado em estudo prévio (Grijé e Motta Lima, 2019),

foram identificadas como capazes de diferenciar o CBD do AS-THC. Os gréficos

demonstram que houve complexacdo de ambos os ativos em ambos os carreadores, mas

gue essa técnica ndo € a mais adequada para se fazer esse tipo de confirmacao.
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Figura 47 — Espectros FTIR dos ativos puros e complexados.
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5.4.2 Difratometria de Raio-X (DRX)

A Figura 48 mostra o espectro DRX obtido a partir da amostra de CBD. Observa-
se picos de cristalinidade com os valores de 2theta (20): 9,82; 10,32; 16,70; 17,48 19,66;
20,66; 22,22 e 22,78. Estes também foram descritos por Dickman e Levin (2017) e Vlad

et al. (2021), porém com alguns outros picos de intensidade minimamente significativa.
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Figura 48 — Espectro DRX do CBD: a) obtido neste trabalho; b) descrito por Dickman et
al. (2017); c) descrito por Vlad et al. (2021).

A cristalinidade dos farmacos puros (CBD e IBU) néo é observada em ambos os
complexos (com CA e com bCD), como mostra a Figura 49, confirmando a eficiéncia dos
procedimentos de complexacao. Além disso, € possivel notar que os principais picos de
cristalinidade do IBU, ou seja, os valores de 2theta (20) iguais a 6,14; 16,82; 18,82;
19,12; 20,24 e 22,44, sé&o diferentes dos do CBD, demonstrando que a técnica possibilita

distinguir os dois farmacos puros.

5.4.3 Analises termogravimétricas

As andlises térmicas TG, DTG e DSC sao mostradas na Figura 50. As analises
demonstram que a temperatura de fusdo do CBD e do IBU é, respectivamente, 73,11 e

80,33 °C, e a entalpia de fusdo -27 e -24 kJ/mol, ou seja, trata-se de processos endotér-
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Figura 49 — Comparacao entre os espectros DRX de farmacos puros e complexados.

rmicos. O gréfico TG da bCD pura demonstra uma perda de massa com temperaturas
inferiores a 100 °C, atribuida a evaporacdo da agua superficial comumente presente no
carreador (Abarca et al., 2016). A auséncia da fusdo dos complexos com bCD comprova
gue houve melhora na estabilidade térmica. As caracteristicas da faixa de degradacdo da
bCD pura e de seus complexos sdo diferentes, comprovando a complexacdo. O CA nao
apresenta picos de mudanca de fase ou de degradacéo abrupta, como esperado. Nao se
observa picos de fusao dos complexos com o CA, também comprovando o aumento de

estabilidade térmica.

Os resultados obtidos a partir de analises com o fusibmetro sdo mostrados na
Figura 51. A temperatura de fusdo do obtida para o CBD foi de 70,5 °C e do IBU 79,7 °C.
Ambas foram ligeiramente inferiores as obtidas com o DSC. Na verdade, a literatura
descreve valores entre 64 e 67 °C para a temperatura de fusdo de CBD (Dickman e
Levin, 2017).

5.4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccéo via luz Ultravioleta
(HPLC/UV)

A Figura 52 mostra os resultados da curva de calibracdo do IBU utilizando o CBD
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PARAMETRO UNIDADE
Termogravimetria (TG) %
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Temperatura °C
100 F0 25
804 10020
IBU --20
60 L15
--30
401 10
--40
201 L
04 L L6010
0 150 300 450 600 750 900
100 0 Los
80 10159
CBD | 20
60 15
--30
40 - 10
--40
20 - P
0 --60 [0
0 150 300 450 600 750 900

Figura 50 — Analises térmicas dos farmacos e carreadores puros, bem como de seus complexos.
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Figura 51 — Resultados obtidos nas analises utilizando o fusiémetro.

como padréo interno. Observou-se durante o manuseio do equipamento que durante o
procedimento automatizado havia um pequeno vazamento na seringa e a formacgéo de
microbolhas. Isso inviabilizaria a analise de resultados sem a utilizacdo de um padréo
interno. E possivel observar grandes variacbes de areas para amostras de mesma
composicao. Entretanto, nestes casos, a razao entre as areas do IBU e do CBD sao
reprodutiveis. Foi possivel obter um bom coeficiente de correlacao, R2 = 0,9974.
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Figura 52 — Curva de calibra¢éo do IBU utilizando o CBD como padréo interno.

A Figura 53 mostra os resultados da curva de calibracdo do CBD utilizando o IBU
como padrao interno. As observacfes descritas anteriormente foram recorrentes. Foi

possivel obter um bom coeficiente de correlacdo, R2 = 0,9937.

A Figura 54 mostra os resultados de complexacdo. Foi possivel observar que
houve uma complexacdo maior do CBD em bCD (22,90 % m/m) do que do IBU em bCD
(11,33 % m/m). A comparacédo direta da complexacdo dos dois farmacos em CA néao

pode ser feita porque a forma de preparo foi distinta.
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Figura 53 — Curva de calibragéo do CBD utilizando o IBU como padréo interno.
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Figura 54 — Resultados

complexacéo.

5.5

das quantificacbes dos diferentes farmacos em diferentes

Atividade antitumoral in vitro

A Figura 55 mostra os resultados obtidos a partir das andlises de atividade

antitumoral in vitro. O CBD nao sintético puro apresentou um ICso proximo ao descrito por

Lv et al. (2019), que conduziu experimentos similares utilizando alguns parametros

diferentes. Isso comprova que o bioativo possui uma atividade antitumoral significativa

guando comparado ao farmaco de referéncia (cisplatina), tendo ainda a importante

caracteristica de auséncia de efeitos colaterais significativos ja reconhecida.

L
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Figura 55 — Resultados das analises de citotoxicidade in vitro, evidenciando a concentracdo de CBD necessaria para inibir 50 % das células
(Clso): @) CBD; b) CBD*bCD; ¢) CBD*CA,; d) bCD; e) CA.
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Ao analisar uma quantidade do complexo CBD*hCD com uma carga ativa
equivalente foi obtido uma menor ICso. Além disso, foi possivel comprovar que a bCD
pura ndo é citotdxica. A analise do complexo CBD*CA parecia, a principio, promissora, ja
que apresentou um ICsg ainda menor. Entretanto, vimos que o CA puro foi citotdxico.
Acreditamos que isso pode ter sido ocasionado devido ao atrito fisico do CA com as
paredes celulares, ou seja, o rompimento das mesmas. Infelizmente a parceria cientifica
ndo concedeu a oportunidade de verificar a citotoxicidade do CA puro frente a uma célula
normal. O esperado é que ocorra 0 mesmo, ou seja, 0 CA também seja citotéxico as
células normais. Apesar disso, é recomendado que essas analises sejam feitas em um
estudo futuro e que se realize uma adaptagdo no método para analises in vitro caso seja
confirmado a expectativa de resultados. Caso ocorra o improvavel, demonstrara que o

CA puro tem uma capacidade antitumoral.

5.6 Atividade anti-inflamatéria aguda in vivo

Os resultados obtidos do procedimento experimental 7125020919 e 4591170220
foram aprovados pelo CEUA/UEM em 10/margo/2022 e 09/dezembro/2021,
respectivamente. A comparacdo grafica da variagdo do volume do edema apos
tratamentos com os farmacos puros e complexados e o percentual relativo de inibicdo

dos mesmos em relacdo a grupos controles sdo mostradas Figura 56.

Observa-se, como mostrado previamente por Wisniewski-Rebecca et al. (2015),
que as maiores doses de IBU puro proporcionaram melhores atividades anti-inflamatérias
devido a menores edema nas patas dos animais. As analises com o CBD puro
demonstraram que a dose com menor concentracdo, ou seja, 8,75 mg/kg, apresentou
melhor resultado ap6s 1h da inducdo do edema. Entretanto, apos 4h ja se observou a
tendéncia da maior eficiéncia ser obtida com o aumento da concentracdo da dose.
Resultados semelhantes foram observados por Costa et al. (2004), apesar da
metodologia ndo ser exatamente igual (aplicacdo de doses ao longo de varios dias). A
dose de 7,5 mg/kg descrita por estes autores foi por um periodo mais eficiente que a
dose de 20,0 mg/kg e a dose de 10 mg/kg foi durante todo o experimento mais eficiente
gue a dose de 20,0 mg/kg. Essa caracteristica pode estar relacionada ao fato da
solubilidade aquosa do CBD (= 12,6 g/L) ser menor do que a do IBU (= 21,0 g/L). E
importante ressaltar que o CBD é um bioativo com auséncia de efeitos colaterais
significativos (WHO, 2018) e que suas efetivas doses foram menores do que a de outros

bioativos promissores descritos na literatura (De Almeida et al., 2018).

As trés principais doses de CBD complexado em bCD (8,75; 17,5 e 35 mg /kg)

proporcionaram maiores atividades anti-inflamatérias quando comparadas com as res-

D.R. Grijo, 2022 - Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagido em Engenharia Quimica / Universidade Estadual de Maringa



Caracterizagdo do canabidiol ndo sintético puro e complexado em carreadores

= 80~

— 35  mg CBD/kg (n=5)

X {1 +17,5 mgCBD/kg(n=5) S

= + 875mgCBD/kg (n=5) .

8601 ecmc(n=4) | L

Q.

© s e

o

ga0d g e I

o | P

= - I

o ;

'8 20 4 35  mgIBU/kg (n=5)

= 17,5 mg IBU/kg (n=5)

g . @ 8,75 mg IBU/kg (n=5)

=) -@Sem tratamento (n=7)

q 0 T ] L) T T T T 1
0 1 2 3 4

Tempo (h)

807635  mgCBD*bCD/kg (n=5)
| #17,5 mgCBD*bCD/kg (n=5)
< 8,75 mgCBD*bCD/kg (n=5) &
60 4 ® 4,375 mg CBD*bCD/kg (n=5) . s
#bCD (n=5) 4} ......... e
40 4 |
P '
20 - - 35  mg CBD/kg (n=5)
17,5 mg CBD/kg (n=5)
- 8,75 mg CBD/kg (n=5)
©CMC (n=4)
0 T 1 T T T T T 1
0 1 2 3 4
Tempo (h)

REDUGAO DA INTENSIDADE DO EDEMA INDUZIDO COMPARADO A UM GRUPO CONTROLE (C)

Tratamento 1h 2h 4h C Tratamento 1h 2h 4h C
35,00 mgCBD /kg 30% 37% 47% T 35,00 mgIBU /kg  48% 50% 52% T
17,50 mg CBD /kg 31% 23% 23% T 17,50 mg IBU /kg 29% 30% 41% T

8,75 mg CBD /kg 49% 34% 22% T  875mglIBU /kg  32% 28% 29%
35,00 mg CBD*BCD/kg 62% 44% 61% * 35,00 mg IBU*BCD/kg  36% 31% 51% +
17,50 mg CBD*BCD/kg 34% 19% 43% * 17,50 mg IBU*BCD/kg  25% 27% 53% ¢

8,75 mgCBD*BCD/kg 55% 39% 41% + 8,75 mg IBU*BCD/kg  34% 25% 30% +

4,375 mg CBD*BCD/kg  49% 27% 28% *

35,00 mg CBD*CA /kg 45% 34% 44% §
17,50 mg CBD*CA /kg 3% 18% 31% § 17,50 mg IBU*CA /kg 30% 40% 36% §

8,75 mgCBD*CA /kg -12% 4% 26% & 8,75mgIBU*CA /kg 13% 29% 34% §

Grupos controle utilizados em célculos: t = veiculo puro (CMC); + = bCD em CMC e § = CA em CMC

Figura 56 — Graficos demonstrando as variagdes dos volumes das patas de animais submetidos a
diferentes tratamentos, bem como os percentuais de redugdo comparados aos grupos controles.
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pectivas doses puras. Além disso, a menor dose desse complexo (4,375 mg/kg) foi
equivalente ao tratamento com o dobro da dose pura. Por outro lado, o complexo
IBU*bCD s6 se apresentou vantajoso com na dose intermediaria (17,5 mg/kg). Os
tratamentos com as diferentes doses dos dois complexos com CA n&o proporcionaram
alteracao significativa nos resultados da atividade anti-inflamatoria ap6s 4h da indugéo do
edema, ou seja, ndo houve aumento da biodisponibilidade dos ativos nestas analises (in

Vivo).

A Figura 57 mostra os resultados da atividade da mieloperoxidade (MPO). Apesar
de alguns resultados em doses Unicas terem demonstrado efeito antiedematogénico
promissor ndo houve efeito inibitério sobre a atividade da MPO (marcador indireto do
recrutamento celular). Logo, observa-se que para uma andalise adequada desse
parametro € necesséario avaliar modelos de inflamacdo cronico e os mediadores anti-

inflamatorios envolvidos nas diferentes fases da resposta.
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Figura 57 — Resultados da atividade da mieloperoxidade apos 4 h da indu¢do do edema.
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6 Conclusao

O aperfeicoamento proposto para o teste rapido colorimétrico de Duquenois-
Levine foi satisfatorio. A metodologia de preparacdo de um extrato etandlico da amostra
junto com uma baixa concentracdo de vanilina pura, sem aldeido, foi adequado para
identificar amostras derivadas de Cannabis. A retirada da amostra solida do meio
reacional durante a analise se mostrou necessaria para a nao deteccdo de falsos
positivos. O procedimento ndo parece ser complexo para uma versdo comercial do
produto, até porque a vanilina e o etanol ndo representam riscos consideraveis ao

analista.

A utilizacdo de um padréo de referéncia durante a analise de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) foi adequada para minimizar desvios nos fatores de retengéo
inerentes a técnica. A correlacdo desses fatores com os valores estimados de momento
de dipolo e coeficiente de particdo octanol-agua mostrou-se adequada, podendo ser uma
metodologia aliada a estudos para otimizar a composi¢cdo da mistura de solventes para
identificacdo simultdnea de canabindides acidos e neutros. Além disso, demonstrou ser

necessario cautela durante a analise devido a identificacao simultanea de clorofilas.

A utilizacdo isolada de qualquer uma das técnicas RMN-1D analisadas, ou seja,
H, 3C ou DEPT 135, se mostrou suficiente para diferenciar os isbmeros CBD e A°-THC,
assim como a técnica de FTIR. As técnicas RMN-2D se mostraram Uteis para elucidar
detalhes da estrutura tridimensional do CBD natural. A diferenca espacial dos
enantibmeros desse bioativo vem sendo identificada como um parametro importante que
ndo deve ser negligenciado. Além do diferente potencial de atividade bioldgica (WHO,
2018) estes enantibmeros podem apresentar caracteristicas especificas que impactarao
as condi¢des industriais que deverdo ser aplicados para otimizar seus processos de

obtencao e purificacdo (Grijo et al., 2021).

O método in silico utilizado para avaliar a inibicdo competitiva de ligantes a
principal protease (MP®) do coronavirus 2019 (COVID-19) sugere que o CBD n&o € um
inibidor competitivo a esta, apesar de seu possivel potencial na erradicacao da expressao
do RNA viral ter sido descrita por Nguyen et al. (2021). Dessa forma, estudos mais
aprofundados visando avaliar a atividade de diferentes canabindides na prevencdo da
COVID-19 tendem a ser conduzidos. Van Breemen et al. (2022), por exemplo,
demonstraram, recentemente, que outra importante protease do virus, denominada spike,

pode ser inibida pelo acido canabigerolico (CBGA) e o CBDA.
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A fibra de canhamo utilizada demonstrou ter caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes as descritas em literatura, mas observou-se que este produto vendido no
Brasil pode néo ser derivado da Cannabis. Além disso, foram evidenciados detalhes em
registros histéricos que sugerem que o “cultivo da planta para a producdo de fibras no
século XIX e XX”, citado por diversos autores, pode também estar relacionado a outro
género vegetal. Apesar disso, € de comum visdo para muitos, que o pais tera um
potencial de crescimento econdmico significativo caso decida regulamentar o cultivo
dessa cultura que possui baixo potencial psicotrépico e que vem se tornando uma
importante matéria-prima para medicamentos e fibras em diversas nacdes. As suas
sementes ricas em acidos graxos poli-insaturados também devem ser destacadas, como
demonstrado em estudos prévios (Grijo, 2015; Grij6, Melo, 2016; Grij6 et al., 2017; Grijo,
2018; Grijo et al., 2019a).

O cultivo de fungos nas fibras demonstrou se desenvolver de forma significativa
sem a necessidade de suplementacdo. Entretanto, ndo foi observado um aumento
significativo da area superficial do carvao sob o planejamento experimental simplificado
analisado. A avaliagdo mais detalhada desses parametros € recomendada para um
estudo futuro. As andlises de caracterizacdo do carvao ativado produzido demonstraram
que o adsorvente era predominantemente microporoso, justificando a baixa capacidade
de complexar os farmacos analisados. Além disso, observou-se que a metodologia de
complexagdo requer uma grande quantidade do ativo puro devido a alta solubilidade
destes em solventes como o etanol. Este fator agrega um alto custo indesejavel ao

processo.

A complexacéo dos dois farmacos em bCD foi eficiente, sendo a capacidade de
complexagédo do CBD neste carreador maior que a do IBU. Isso pode estar relacionado a
menor solubilidade deste em 4gua e em etanol, ou seja, demonstra que esta metodologia
de complexacdo tem excelente potencial para farmacos extremamente insolGveis em
agua. Dentre as técnicas qualitativas analisadas o DRX foi o que melhor demonstrou
resultados que pudessem comprovar a eficiéncia da complexacédo. A técnica quantitativa
via. HPLC se demonstrou necessaria ja que testes prévios utilizando um
espectrofotbmetro ndo foram capazes de determinar o real teor dos farmacos nos

carreadores.

As anadlises de atividade antitumoral in vitro demonstraram que o CBD é um
eficiente bioativo quando comparado ao farmaco de referéncia, e que seu complexo em
bCD apresenta resultados ainda mais promissores. Por outro lado, ndo foi possivel
analisar o complexo em CA devido a limitacdo do método. Nas andlises de atividade anti-

inflamatéria in vivo o CBD puro apresentou resultados eficientes em doses similares a do
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IBU, farmaco de referéncia. Além disso, nestas analises, houve um aumento significativo
da biodisponibilidade do CBD quando complexado em bCD nas trés doses testadas
(8,75; 17,5 e 35 mg/kg). Isso demonstra que esse carreador é promissor para o
desenvolvimento de medicacdes orais com o canabindide. As andlises in vivo com
complexos em CA demonstraram que este carreador alternativo gera resultados

indiferentes em relacdo ao aumento de biodisponibilidade do ativo.
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09/04/2020 SEIANVISA - 0970280 - Certidao

.= ANVISA

1
il Agéncla Nacional de Vigilincia Sanitdria

CERTIDAO

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

MINISTERIO DA SAUDE

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA

Quinta Diretoria

Geréncia-Geral de Monitoramento de Produtos Sujeitos a Vigilancia Sanitéria
Geréncia de Produtos Controlados

Coordenagdo de Controle e Comércio Internacional de Produtos Controlados

AUTORIZAGAO ESPECIAL PARA ESTABELECIMENTO

DE ENSINO E PESQUISA N. 005/2020

Autorizo a Universidade Estadual de Maringd (CNPJ: 79.151.312/0001-56) a adquirir a substéncia abaixo listada para utiliza-las
no projeto de pesquisa "Andlise dos possiveis beneficios anti-inflamatérios obtidos pela administragdo oral de canabidiol puro e adsorvido em
carvio ativado".

SUBSTANCIA | QUANTIDADE
Canabidiol - pureza > 99,5% |5¢

O controle e a guarda dos produtos acima ficardo sob a responsabilidade do Eng. Quimico Oswaldo Curty da Motta Lima , CPF n.
599.138.007-49 , RG 13604771-0 SSP/PR e CRQ/PR n? 09301673.

O responsdvel devera encaminhar a esta Agéncia, trimestral e anualmente, o Balango de Substdncias Psicoativas e Outras sujeitas a
Controle Especial = BSPO (anexo XX da Portaria SVS/MS n.2 344/98) relativo a movimentagdo dos referidos produtos.

Segue em pl. tagdo o Oficio n? 14/2020/SEI/COCIC/GPCON/GGMON/DIRES/ANVISA com ori ¢ e
quanto a importagéo dos produtos solicitados.

Esta Autorizagdo € valida por 1 (um) ano.

Brasilia— DF, 03 de abril de 2020.

Seil i Documento assinado eletronicamente por Thiago Brasil Silverio, Coordenador de Controle e Comércio Internacional de Produtos Controlados, em
LAl @] 09/04/2020, as 09:11, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm.

Referéncia: Processo n? 25351.912488/2020-12

file://iC:/Users/danie/Downloads/Certidao_0970280.html
e ———
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REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
- MINISTERIO DA SAUDE ) ,
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA

CONVENCAO UNICA SOBRE ENTORPECENTES DE 1961.
SINGLE CONVENTION ON NARCOTIC DRUGS, 1961.

CONVENCAO SOBRE SUBSTANCIAS PSICOTROPICAS DE 1971.
CONVENTION ON PSYCHOTROPIC SUBSTANCES, 1971.

CONVENCAO DAS NACOES UNIDAS CONTRA O TRAFICO ILICITO
DE ENTORPECENTES E DE SUBSTANCIAS PSICOTROPICAS DE 1988
UNITED NATIONS CONVENTION AGAINST THE ILLICIT TRAFFIC IN
NARCOTIC DRUGS AND PSYCHOTROPIC SUBSTANCES, 1988
NUMERO/ANO AI-468-2020
NUMBER/YEAR

AUTORIZACAO DE IMPORTACAO

DE SUBSTANCIAS E MEDICAMENTOS SUJEITOS A CONTROLE ESPECIAL
IMPORT AUTHORIZATION
OF SUBSTANCES AND MEDICINES UNDER SPECIAL CONTROL

NOME E ENDERECO DA EMPRESA IMPORTADORA/ NAME AND ADDRESS OF THE IMPORTER
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA )
AV. COLOMBO, 5790 CAMPUS UNIVERSITARIO 87020900 MARINGA PR BRAZIL

NOME E ENDERECO DA EMPRESA EXPORTADORA/ NAME AND ADDRESS OF THE EXPORTER
URBANBOX, INC
7928 WEST DRIVE #706 33141 MIAMI UNITED STATES OF AMERICA

NOME E ENDERECO DO INTERVENIENTE COMERCIAL / NAME AND ADDRESS OF THE TRADING

Substincia ou Medicamento, Concentracio e Numero de | Peso da Substancia Teor da Substincia | Peso da Substincia
Embalagens Base % Base
Substance or Medicine, Concenrrarion and Number of Packages Weighr of the Substance Conrent of the Base Weight of the Base Subsiance
Substance %
5 UNIDADES DE ISO99 - BIOACTIVE Sg 100 5¢g
ANHYDROUS HEMP OIL - 299 % X 1 GRAMA
(AMOSTRA)

Data de Emissao 25.05.2020
Issue date N
Vilido até 25 .05 .2021 B e
Validity date ) {
Thtago Bras)| Siivérlo
St Hﬂ:lu'

»ar "
COOCEN ONGLION VORS¢

2* Via/Copy IMPORTADOR / IMPORTER

L Esta Autorizagio é valida somente com o selo seco da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria do Brasil
This Authorization is valid only with the drv stamp of the Brazilian National Health Swurveillance Agency
2. Nio estio permitidas as remessas via postal

Postal shipments are not allowed

e ———
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BSPG
N s

Certificate of Analysis

Compound Name Cannabidiol
Batch Number ! (CBD)F191106
Date of Manufacture Oct 2019
Retest Date May 2021
Storage Conditions Store below 25 °C, protect from light in @ sealed container
Specification Reference BSPGS-003 v01
Attribute Method Reference Specification Result
P B o White to off-white crystalline x:&;ﬁ ftrizen flowing and free from visible Complies
Identification
- FTIR Ph. Eur. 2.2.24 Positive match ta reference spectrum Complies
- HPLC Retention Time Ph. Eur. 2.2.29 Retention time of sample matches that of standard Complies
{DAC 2016/2)
Melting Point (°C) Ph. Eur. 2.2.60 . 65- 69 - I ;;___—
Specific Optical Rotation (°) Ph. Eur. 2.2.7 -129.5 to -135.0 -132.3
Water Content (% w/w) Ph. Eur. 2.5.32 <05 <0.1
Sulphated Ash (% w/w) Ph. Eur. 2.4.14 <01 <01
Assay by HPLC (% w/w) '::;:“;0";:{:? 98.0-102.0 99.5
THC <0.01 | Not Detected
Impurities by HPLC (% w/w) Ph. Eur. 2.2.29 Unknown impurities <0.10 | RRT 0.87:0.07
pacane) Total impurities <050 0.07
n-Heptane < 5000 373
Residual Solvents by GC (ppm) Ph. Eur. 2,2.28 Acetone <5000 | Not Detected
Dichloromethane <600 Not Detected
Total aerobic microbial count (TAMC) cfu/g 10° <10% cfu/g
Microbiological Quality Ph. Eur.5.1.4 Total combined yeasts & mould count [TYMC) cfu/g 1 <10" cfufg
Absence of Escherichia coli Inlg Not isolated

This documnent certifies that this material has been manufactured, tested and conforms to the acceptance criteria defined in the quality management system of BSPG

Laboratories Lid.

Signed on behaif of B5PG Laboratories Ltd.

L%

e

Name: Zoé Love
Title: QC Manager

Date: 23 Dec 2019
BSPG-OCOA-F-002 w0 5

Tel: 01304 BOOTF Email: ino@bipgind.co uk Websie, wwa,bing com
iethocalory: 3d Floos. South Pod, Discovery Fark House. Discovery Park. Romsgale Raad, Sandwich. CT13 $ND

VAT No. 190009629
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. ANVISA
1T Agénca Nacional de Vigilincla Sanitria
CERTIDAO

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

MINISTERIO DA SAUDE

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA

Quinta Diretoria

Geréncia-Geral de Monitoramento de Produtos Sujeitos a Vigildncia Sanitdria
Geréncia de Produtos Controlados

Coordenacdo de Controle e Comércio Internacional de Produtos Controlados

AUTORIZAGAO ESPECIAL SIMPLIFICADA PARA INSTITUIGAO

DE ENSINO E PESQUISA N. 004/2021

Autorizo a Universidade Estadual de Maringa (CNPJ: 79.151.312/0001-56) a continuar utilizando a substdncia abaixo listada
no projeto de pesquisa "Analise dos possiveis beneficios anti-inflamatdrios obtidos pela administragcdo oral de canabidiol puro e adsorvido em
carvio ativado”.

SUBSTANCIA QUANTIDADE
Canabidiol - pureza > 99,5% 4.350 g

O controle e a guarda dos produtos acima ficardo sob a responsabilidade do do Eng. Quimico Oswaldo Curty da Motta Lima , CPF n.
599.138.007-49 , RG 13604771-0 SSP/PR e CRQ/PR n? 09301673.

O responsavel devera encaminhar a esta Agéncia, trimestral e anualmente, o Balango de Substancias Psicoativas e Outras sujeitas a
Controle Especial — BSPO (anexo XX da Portaria SVS/MS n.2 344/98) relativo & movimentagdo dos referidos produtos.

A presente AEP € referente a renovagdo da AEP 005/2020.

Esta Autorizacdo é valida por 2 (dois) anos.

Brasilia— DF, 04 de marco de 2021.

Se‘l Documento assinado eletronicamente por Moema Luisa Silva Macedo, Coordenador(a) de Controle e Comércio Internacional de Produtos
mm‘!; @ Controlados, em 04/03/2021, as 15:59, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro
de 2015 http://www.planalto.gov.br/ccivil Al - I .htm.

-2 A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.anvisa.gov.br/autenticidade, informando o codigo verificador 1355093 e o
codigo CRC DF2CD487.

Referéncia: Processo n? 25351.912488/2020-12 SEI n2 1355093
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MINISTERIO DA SAUDE
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BALANGO DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS E OUTRAS SUJEITAS A CONTROLE ESPECIAL - BSPO

IDENTIFICACAO DO ESTABELECIMENTO:
Universidade Estadual de Maringa (UEM)

AUTORIDADE SANITARIA LOCAL:
Secretaria Municipal de Saude, Vigildncia Sanitaria (VISA/Maringa/PR)

Av. Colombo, 5790 - Maringa/PR - CEP: 87.020-900
CNPJ: 079.151.312/0001-56

Av. Prudente de Morais, 885 - Maringa/PR - CEP: 87.010-020

IDENTIFICACAO DO PRODUTO CONTROLADO
Denominagdo Comum Brasileira: Cannabis sativa L.
Numero DCB: 11543

BSPO AEP Quantidade (g) Enviado a ANVISA dados assinados pela UEM e VISA (via plataforma “SOLICITA”)

Tipo e ano Numero Inicio Imp. Uso Fim Data Protocolo Expediente = Transacao Processo
29 trimestre 2020 005/2020 0,00 0,00 -0,00 0,00 03/07/20 25352078604202054 2135875201 5271722020 25351622209202021
39 trimestre 2020 005/2020 0,00 5,00 -0,50 4,50 01/10/20 25352855878202078 3369126206 7863422020 25351092989202072
42 trimestre 2020 005/2020 450 0,00 -0,15 4,35 12/01/21 25352982233202198 0144204215 250122021 25351849976202167

Ano 2020 005/2020 0,00 5,00 -0,65 4,35 12/01/21 25352982276202173 0144216213 250192021 25351849997202182
12 trimestre 2021 004/2021 435 0,00 -0,40 3,95 05/04/21 25352838115202143 1302683217 2807142021 25351286310202195
29 trimestre 2021 004/2021 3,95 0,00 -3,05 0,90 08/07/21 25352639887202102 2727976216 6115352021 25351755024202183
39 trimestre 2021  004/2021 0,90 0,00 -0,10 0,80 04/10/21 25352842046202172 3933427215 8934542021 25351460829202141
42 trimestre 2021  004/2021 0,80 0,00 -0,80 0,00 13/01/22 20220000000149202 0162695225 334862022 25351019919202231

Ano 2021 004/2021 435 0,00 -4,35 0,00 13/01/22 20220000000153038 0167160222 361492022 25351021221202286

OUTRAS LEGENDAS: AEP = Autorizagdo especial para estabelecimento de Ensino e Pesquisa; Imp. = Importada.

e —
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