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Resumo

RESUMO

A Cannabis sativa L. é uma planta conhecida em todo o mundo e embora seja mais

frequentemente usada como droga ilicita, ¢ uma planta medicinal altamente promissora.

Com o objetivo de desenvolver formulacdes a base de candbis (Oleos), avaliou-se
primeiramente a solubilidade dos dois extratos em trés excipientes diferentes (A, B e C).
No excipiente A, houve a formagao de um precipitado, assim o excipiente € incompativel
com os varios componentes da formulacdo. Os outros dois objetivos ¢ realizar o estudo
da estabilidade das formulagdes desenvolvidas e desenvolver e validar um método por
HPLC-DAD que possa ser aplicado nas analises de rotina do Laboratério de Estudos
Farmacéuticos (LEF) para o doseamento dos canabinoides A°-THC e CBD em amostras

de 6leo a base de canabis.

Relativamente ao estudo da estabilidade, as formulacdes foram desenvolvidas no
excipiente B e C a 25°C e a 37°C. As formulagdes TO foram analisadas por HPLC-DAD.
Como se amostrou e dividiu cada formulagdo de modo a ser representativa de todo o lote,
cada lote foi armazenado em trés camaras climaticas diferentes, a 5°C + 3°C, a 25°C +
2°C e a 40°C + 2°C, durante 28 dias (T28). Por fim, nos estudos preliminares, o método
analitico demostrou ser seletivo. Os pardmetros da adequabilidade do sistema estdo
conforme os métodos de validagdo internos, a exce¢ao do fator de simetria para o CBD.
Os resultados obtidos para o THC estao dentro do intervalo aceite, a exce¢ao dos valores
112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que correspondem as formulagdes 2B (25°C e 37°C),
3B (37°C) e 4B (25°C). No entanto, as concentragdes obtidas para o CBD variam de

116.323 a 134.377, o que indica que todos os valores estdo fora de especificagao.

No doseamento das formulagdes TO, os resultados obtidos indicam que ndo € possivel
estimar qual ¢ o melhor excipiente (B, C) nem a melhor temperatura de fabrico (25°C,

37°C) que devem ser aplicados no processo de fabrico dos 6leos.

Palavras-chave: Cannabis sativa L.; formulacdes a base de canabis; canabinoides;

HPLC-DAD.
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ABSTRACT

Cannabis sativa L. is a plant well known worldwide, and although it is mostly used as an

illicit drug, it’s also a highly promising plant medicine wise.

With the purpose of developing cannabis-based formulations (oils), it was firstly
evaluated the solubility of two extracts in three separate excipients (A, B and C). On
excipient A, a precipitate was formed, which indicates the excipient was incompatible
with the various components of the formulation. The other two purposes are performing
the study of stability of the formulations developed and validate a method by HPLC-DAD
that can be applied in the routine analysis of Laboratorio de Estudos Farmacéuticos (LEF)

for the dosing of cannabinoids A’>-THC and CBD in cannabis oil-based samples.

Regarding the stability study, the formulations were developed on the excipient B and C
at 25°C and 37°C. The formulations TO were analyzed by HPLC-DAD. The formulations
were sampled and divided to represent the whole lot, and each lot was stored at three
different climatic chambers, 5°C + 3°C, 25°C + 2°C e 40°C + 2°C, for 28 days (T28). In
the premilitary studies, the analytic method demonstrated to be selective. The parameters
of the system suitability are according with the internal validation methods, except for the
symmetry factor to the CBD. In the TO formulations, the concentrations obtained for the
THC are within the acceptable interval, except the values 112.011, 116.39, 112.739 and
112.72, which corresponds to the formulations 2B (25°C and 37°C), 3B (37°C) and 4B
(25°C). Nonetheless, the concentrations obtained for the CBD varies between 116.323

and 134.377, which indicates that all values are outside of specification.

In the dosing of the TO formulations, the results obtained indicate that it’s not possible to
estimate the best excipient (B, C) or the best manufactured temperature (25°C, 37°C) that

should be applied in the oil manufacturing process.

Keywords: Cannabis sativa L.; cannabis-based formulations; cannabinoids; HPLC-

DAD.
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INTRODUCAO

As plantas sdo usadas como medicamentos desde as civilizagdes antigas e com o auxilio
da ciéncia moderna, continuam a ser a fonte comercial de produtos farmacéuticos de alto
valor (Ozber et al., 2020). A Cannabis sativa L. é uma planta cujo cultivo remonta a

varios milénios e faz ha muito tempo parte da farmacopeia popular (Ozber et al., 2020;

Chandiok et al., 2021).

Esta planta ¢ quimicamente complexa, e é constituida por mais de 500 componentes
quimicos. Para monitorizar a composi¢cao da canabis e garantir a qualidade, a eficicia e a
seguranga dos seus produtos derivados, a extragdo e analise dos canabindides desempenha

um papel crucial (Leghissa et al., 2018; Nahar et al., 2020; Brighenti et al., 2021).

1. Cannabis sativa L.

A espécie Cannabis sativa L. (C. sativa) ¢ uma planta didica anual, que partilha as suas
origens com o inicio das primeiras sociedades humanas agricolas (Bonini et al., 2018).
Embora tenha origem na Asia Central (India e China), o seu cultivo foi iniciado em todo
o mundo, sendo principalmente usada como fonte de fibras, sementes, alimentos, 6leo e
medicamentos, bem como para propositos recreativos e religiosos (Bonini et al., 2018;
Pan et al., 2021; Adamek et al., 2022). A Cannabis sp. tem uma elevada diversidade
genética, o que torna a sua classificagdo taxonémica desafiadora (Kumar et al., 2021). A
planta da candbis pertence a ordem das Urticales e a familia Cannabaceae, juntamente
com o género Humulus (Iapulo) (Ternelli et al., 2020; Micalizzi et al., 2021). O género
Cannabis foi inicialmente dividido em trés espécies, C. sativa, C. indica e C. ruderalis,
de acordo com as caracteristicas botanicas especificas e com o nivel do composto
psicoativo A’-tetrahidrocanabinol (A°-THC) e do seu precursor acido A°-acido
tetrahidrocanabinélico (A’-THCA) (Brighenti et al., 2021; Kumar et al., 2021). A
Cannabis sativa € uma planta produtora de fibras ¢ mais alta e mais altamente ramificada
e a Cannabis indica ¢ mais curta com folhas mais largas e tipicamente representa
variedades usadas para propdsitos recreativos ou medicinais, devido a alta concentragao
do composto psicoativo A’>-THC (Fischedick et al, 2010; Kumar et al., 2021). A Cannabis
ruderalis apresenta baixos niveis de canabinoides e tem aparéncia espessa (Fischedick et

al., 2010). Na década de 1970, a classificagdo quimiotaxondmica da canabis foi superada

12



Introducdo

por uma monotipica, como resultado do cruzamento continuo entre espécies de canabis
(Callado et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Neste contexto, existem até ao momento
cinco tipos de candbis, classificadas com base na propor¢io de A’-THC e canabidiol
(CBD), sendo trés os quimiotipos predominantes que podem ser identificados (Callado et
al., 2018; Brighenti et al., 2021):
e uma propor¢do THC/CBD > 1.0 ¢é caracteristica de plantas “tipo-droga”
(quimiotipo I),
e uma propor¢do THC/CBD proxima de 1.0 € para plantas “tipo-intermediario”
(quimiotipo II),
e ¢ uma propor¢do THC/CBD < 1.0 ¢ caracteristica de plantas “tipo-fibra”

(quimiotipo III).

No entanto, a nomenclatura baseada na taxonomia, ndo ¢ aplicada com frequéncia na
industria da canabis, pois o material da planta ¢ rotulado principalmente de acordo com o
seu uso final (Brighenti et al., 2021). Nesta perspetiva, a candbis recreativa (marijuana) é
caracterizada por teores relativamente altos de THCA e/ou THC, pertence ao quimiotipo
I e ¢ vendida ilicitamente no mercado negro ou na dark-net (Ciolino et al., 2018a;
Brighenti et al., 2021). As variedades de canabis medicinal tém teores médios a altos de
THC ou contetdos semelhantes de THC e CBD, no entanto recentemente tem havido um
grande interesse em variedades com concentracdes altas de CBD para uso medicinal
(Ciolino et al., 2018a; Brighenti et al., 2021). Estas pertencem ao quimiotipo I e II e sdo
cultivadas em condi¢des padronizadas para manter um nivel constante de compostos
ativos e garantir o seu uso sob prescricdo médica para o tratamento de patologias
especificas (Ciolino et al., 2018a). As plantas que pertencem ao quimiotipo III sdo
variedades de canhamo (também conhecidas como canhamo industrial) sdo
caracterizadas por um alto conteido de CBDA e/ou CBD e um conteudo total de THC
abaixo do limite legal de 0.2-0.3% peso/peso (p/p), sendo que, este limite depende de
cada pais, e tem como finalidade obter um produto sem efeitos psicoativos (Ciolino et al.,
2018a; Protti et al., 2019; Brighenti et al., 2021). Os extratos obtidos desta variedade tém
um grande potencial para um possivel uso em produtos farmacéuticos e nutracéuticos

(Protti et al., 2019).
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1.1. Caracteristicas Morfologicas da Planta da Canabis

A Cannabis sativa e a Cannabis indica sao plantas herbaceas e podem crescer até 2-4
metros (Leghissa et al., 2018). No entanto, a C. sativa (figura 1) apresenta caules erguidos
e dependendo das condi¢des ambientais e da variedade genética, pode atingir até 5 metros
(Bonini et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). As folhas palmadas, geralmente compostas
por cinco a sete foliolos, sdo linear-lanceoladas, afilando em ambas as extremidades e as
margens acentuadamente serrilhadas (Bonini et al., 2018). As flores anuais (figura 2),
contém a maior percentagem dos componentes biologicamente ativos, florescem do final
do verdo até a meio do outono (Leghissa et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). As flores ou
inflorescéncias masculinas nao apresentam pétalas, paniculas axilares ou terminais,
possuem cinco tépalas amarelas e cinco anteras, sao ramificadas, t€m menos folhas e
morrem logo apos a floragdo (Bonini et al., 2018; Leghissa et al., 2018). As flores fémeas
germinam nas axilas e terminalmente com um perianto ovular muito aderente, sdo
extremamente frondosas, ndo ramificadas e vivem 3-5 semanas apo6s a flora¢ao (Leghissa
et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). Estas, e em menor extensao, a folhagem das plantas
fémeas e masculinas sdo densamente cobertas de resina, um dos produtos mais valiosos
com vdrias propriedades psicoativas e medicinais (Bonini et al., 2018). A resina € rica em
tricomas, estruturas unicelulares ou multicelulares, que se desenvolvem a partir de células
epidérmicas que cobrem as folhas, as bracteas e os caules da planta (Bonini et al., 2018;
Braich et al., 2019; Micalizzi et al., 2021). Com base na capacidade de secrecdo e na
morfologia, os tricomas sdo categorizados em tipos glandulares e ndo glandulares, e a
canabis exibe estes dois tipos (Braich et al., 2019). As células secretoras dentro dos
tricomas glandulares sdo estruturas exclusivamente especializadas que sintetizam grandes
quantidades de metabolitos secundarios como os fitocanabindides, as principais
substancias psicoativas € medicinais da canabis e responsaveis pela defesa e interagao
com herbivoros e pragas e os terpenos, que produzem o cheiro tipico e Unico desta planta
(Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; Micalizzi et al., 2021). As outras partes da planta,
como as sementes, as raizes e o pdlen, também produzem fitocanabindides, mas em baixa
quantidade e o Unico fruto pequeno, liso, cinza-acastanhado claro ¢ produzido pela flor e

propagado gracas a predagdo das aves (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019).
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Figura 2: Flor da planta Cannabis sativa L.

1.2. Composicao da Planta da Canabis

Como mencionado anteriormente, a Cannabis sativa L. ¢ uma planta conhecida em todo
o mundo, devido a sua histdria, bioatividade e também impacto social (Brighenti et al.,
2021). Esta espécie € caracterizada pela versatilidade dos produtos derivados, sendo
usada no ambito industrial, medicinal, alimentar, cosmético e téxtil no fabrico de cordas,
papel, tecidos, fibras e oleos nutricionais (Kayser et al., 2009; Callado et al., 2018;

Brighenti et al., 2021). Embora a canabis seja considerada uma planta medicinal
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altamente promissora ¢ com uma longa histdria de uso humano devido a sua suposta gama
de propriedades terapéuticas ¢ mais frequentemente usada como droga ilicita, sendo uma
das substancias de abuso mais consumidas em todo o mundo, com mais de 20 milhdes de
usuarios nos Estados Unidos (EUA) e 78.5 milhdes na Europa (Fischedick et al. 2009;
Levene et al., 2019; OEDT, 2019; Qamar et al., 2021). A planta da canabis ¢
quimicamente complexa, o seu fitocomplexo ¢ composto por mais de 500 substancias que
pertencem a diversas classes fitoquimicas, incluindo terpenos, flavondides, estilbenodides,
acidos gordos e canabinoides (Calvi et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Estes compostos
estdo associados a propriedades terapéuticas, sdo produzidos nos tricomas glandulares e
a minima variacdo na sua concentracdo pode resultar em efeitos terapéuticos distintos

(Kumar et al., 2021; Adamek et al., 2022).

1.3. Canabindides e Sistema Endocanabindide
Os canabinoides sdo substancias organicas encontradas na planta da canabis que atuam
em recetores especificos no cérebro e no corpo humano e apresentam propriedades
farmacoldgicas semelhantes as produzidas pela planta Cannabis sativa L. (Nahar et al.,
2020; Wurglics & Ude, 2020). Estes compostos terpenofenolicos foram definidos por
Gaoni e Mechoulam, em 1967, “como o grupo de compostos C»; tipicos da espécie
Cannabis sativa L., incluindo os seus acidos carboxilicos, analogos e produtos de
transformagao" (Leghissa et al., 2018; Callado et al., 2018). Os canabindides também
podem ser encontrados no corpo humano (endocanabindides), mas aqueles consumidos
para uso medicinal podem ter origem na planta da candbis (canabinodides derivados de
plantas, também conhecidos como fitocanabindides) ou serem sintetizados em laboratorio
(canabindides sintéticos) (Wurglics & Ude, 2020). Os canabindides naturais ou
fitocanabindides sdo armazenados principalmente numa resina viscosa produzida
predominantemente nos tricomas glandulares de C. sativa, e podem ser estruturalmente
agrupados em pelo menos nove classes estruturais principais (figura 3) (Nahar et al.,
2020):

1) canabicromenos (CBC),

2) canabicicldis (CBL),

3) canabidiois (CBD),

4) canabigerois (CBG),

5) canabin6is (CBN),
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6) tetrahidrocanabinéis (THC),
7) canabielsoinas (CBE),
8) isotetrahidrocanabindis,

9) canabicitranos.

Canabicromeno (CBC) Canabiciclol (CBL)

Canabidiol (CBD)

CH;

A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC)
Canabinol (CBN)

Canabielsoina (CBE)

Figura 3: Principais classes estruturais dos fitocanabindides.

As moléculas de maior interesse farmacologico do ponto de vista dos seus efeitos e os
dois principais canabindides biossintetizados por C. sativa sao o THC e o CBD. Assim
os efeitos medicinais da planta da canabis dependem da concentragao relativa destes dois
compostos e a sua determinacdo nos medicamentos a serem administrados aos pacientes
¢ um pré-requisito fundamental para garantir um produto consistente que forneca as
propriedades adequadas e a qualidade necessaria para os tratamentos (Nahar et al., 2020;
Baratta et al., 2021; Adamek et al., 2022).

Embora o CBD e o THC tenham bastante relevancia medicinal, estas moléculas ndo sdo
biossintetizadas na planta, que em vez disso produz, as suas formas carboxiladas, o acido

canabidiolico (CBDA) e o acido tetrahidrocanabindlico (THCA) (Citti et al., 2016; Citti
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et al., 2018; Fletcher et al., 2022). Embora estes compostos possuam varias propriedades
farmacoldgicas, eles ndo apresentam atividade psicotropica simplesmente porque nao sao
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (Citti et al., 2016). Uma reag@o quimica
desencadeada pelo calor leva a descarboxilacdo destes compostos para obter as espécies
bioativas e descarboxiladas (ou neutras) correspondentes ao CBD e¢ THC (Citti et al.,
2018). Os produtos de degradacao conhecidos incluem a canabielsoina (CBE) da pirdlise
do CBD, o canabiciclol (CBL) formado por fotélise durante o armazenamento ¢ o CBN,
da aromatizacdo oxidativa do THC, e pode ser usado como uma caracterizagao do
procedimento, armazenamento € administragdo de canabis como parametro de controlo
de qualidade e apresenta potentes propriedades sedativas (Citti et al., 2018; Elkins et al.,
2019; Borges et al., 2020).

No inicio da década de 1990, surgiu um aumento do interesse dos pacientes no uso da
canabis que foi acompanhado por um interesse cientifico renovado pelas substancias
encontradas na planta da candbis, nomeadamente os canabindides (Wurglics & Ude,
2020). Isto ocorreu apo6s a descoberta, no inicio da década de 1990, de um sistema
canabinoide no cérebro e no corpo humano e dos dois principais recetores
endocanabinoides, o recetor canabinoide tipo 1 (CB) e o recetor canabinoide tipo 2 (CB2)
(Fischedick et al., 2010; Bonini et al., 2018; Wurglics & Ude, 2020). Os recetores CB;
sao amplamente expressos no hipocampo, ganglios basais, amigdalas, areas corticais e
cerebelo, todas as regides que estdo envolvidas no humor, fungdes cognitivas, controlo
motor e areas periféricas como no intestino, figado, tecido adiposo e células imunes. Por
outro lado, a expressdo cerebral dos recetores CB> em condigdes fisiologicas ¢ muito
menor em comparacao com os recetores CBj, no entanto, durante a inflamagao, os niveis
de recetores CB, aumentam drasticamente na microglia e noutras células glias (Bonini et
al., 2018).

O THC ¢ o principal ingrediente psicoativo que atua principalmente como agonista
parcial em ambos os recetores canabinodides, sendo o CB; um modulador dos efeitos
psicoativos e analgésicos ¢ o CB, um modulador de efeitos imunologicos e anti-
inflamatérios (Bonini et al.,, 2018; Levene et al., 2019; Protti et al., 2019). Este
canabindide apresenta caracteristicas farmacoldgicas e ¢ utilizado para analgesia,
estimulacdo do apetite, relaxamento muscular e como antiemético, porém os seus efeitos
psicoativos podem causar intoxicacdo, ansiedade, paranoia, alteracdes percetuais e

défices cognitivos (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; Capra et al., 2020). Por outro
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lado, o CBD ¢ um canabinoide nao psicoativo e apesar da semelhanga estrutural quimica
com o THC, o CBD tem um baixo agonismo para os recetores canabinodides e nao
apresenta os efeitos psicotrdpicos e toxicos distintos do THC (Bonini et al., 2018; Braich
et al.,, 2019; McGregor et al., 2020). Para além disto, ainda apresenta alta atividade
antioxidante e anti-inflamatoria, além das suas propriedades neuroprotetoras,
antimicrobianas, ansioliticas e anticonvulsivantes, sendo relevante no tratamento de
varias patologias, que constam na deliberagdo N°11/CD/2019, a lista de indicagdes
terapéuticas (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; 1.P., 2019; Protti et al., 2019). Esta
lista inclui a esclerose multipla, niduseas e vomitos (resultantes da quimioterapia,
radioterapia e terapia combinada de HIV e medicagdo para hepatite C), estimulacio do
apetite em pacientes oncoldgicos ou com SIDA, dor cronica, sindrome de Gilles de la
Tourette, epilepsia e glaucoma (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; L.P., 2019; Protti
et al., 2019). Em particular, as preparagdes com maior conteudo de CBD sao indicadas
para a epilepsia, inflamacao, psicose ou disturbios mentais, doenga inflamatoria intestinal,
enxaquecas, depressdo e ansiedade, enquanto as preparagdes com maior contetido de
THC para a dor, espasticidade muscular, glaucoma, insénia, caquexia, nduseas devido a
quimioterapia e ansiedade (Palermiti et al., 2021). Por fim, para o canabinol (CBN) foi

observada uma baixa afinidade pelos recetores CB1 e CB> (Bonini et al., 2018).

2. Legislacao

Apesar de paises como a India e a China mencionarem o uso de canabis e dos seus
componentes ativos, os canabindides, na medicina tradicional e nas praticas sociais ha
milhares de anos e de a planta ter sido amplamente utilizada como terapia médica nos
EUA no século XIX e de ter sido incorporada pela primeira vez na Farmacopeia dos
Estados Unidos em 1850, foi fortemente proibida no século XX devido aos seus notaveis
efeitos psicoativos (Bonini et al., 2018; Aguillon et al., 2021; Weisman & Rodriguez,
2021).

Em 1932 foi retirada da Farmacopeia Britanica e as primeiras restrigdes federais a canabis
nos EUA ocorreram em 1937 com a aprovagdo da taxa de imposto sobre a marijuana,
“The Marihuana Tax Act”, onde a producdo, a posse, o seu uso ou venda foi fortemente
regulamentado (Bonini et al., 2018; Weisman & Rodriguez, 2021). Assim, a planta da

canabis foi retirada da Farmacopeia dos Estados Unidos em 1942 e as penalidades legais
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pela sua posse aumentaram em 1951 e 1956 com a promulgacdo das Leis de Boggs e
Narcoticos, respetivamente (Weisman & Rodriguez, 2021).

Em 1961, a inclusdo da canabis em acordos internacionais entre varios paises, a Single
Convention on Narcotic Drugs (alterada em 1972), restringiram o uso da canabis e dos
seus constituintes sob a perspetiva de que seriam um problema de saude publica pelo seu
alto risco de potencial de abuso e da falta de seguranga aceite, encerrando assim, o seu
uso medicinal nos paises que assinaram o tratado e onde Portugal ¢ um pais signatario
(Amending, Single, On, & Drugs, 1961; Nations, 2008; Wurglics & Ude, 2020; Aguillén
et al., 2021). De acordo com este tratado, a canabis ¢ definida como a flor ou o fruto da
planta da canabis (excluindo as sementes e as folhas quando ndo estdo presentes com a
flor ou o fruto), da qual ndo se tenha extraido a resina (Nations, 2008). Esta lei
internacional ainda define a planta da candbis como “qualquer planta do género
Cannabis”, para abranger as espécies Cannabis indica e Cannabis sativa e qualquer
variedade descoberta no futuro e classifica a canabis, a sua resina e os seus derivados
(extratos e tinturas) ao status de Tabela I ou Tabela IV, o que impds limitagdes a pesquisa
ao restringir a aquisicao da planta (Nations, 2008; European Monitoring Centre for Drugs
and Drug Addiction (EMCDDA), 2018; Kumar et al., 2021; Weisman & Rodriguez,
2021). Na Tabela I, as substancias tém propriedades aditivas, apresentam um sério risco
de abuso e o controlo ¢ muito rigido, por outro lado, a Tabela IV ¢ a categoria mais
restritiva, sendo proibida a produc¢do, o fabrico, a exportagdo e a importacao, o comércio,
ou o uso, exceto em quantidades que possam ser necessarias para pesquisas médicas e
cientificas e as substancias sdo consideradas as mais perigosas, sdo particularmente
nocivas e de valor médico ou terapéutico extremamente limitado (Kumar et al., 2021;
Weisman & Rodriguez, 2021; EMCDDA, 2022). No entanto, em 1971, a Convention on
Psychotropic Substances, listou o THC na tabela I, o que significa, que a substancia
apresenta um alto risco de abuso, ¢ uma ameaga particularmente grave para a saude
publica, tem muito pouco ou nenhum valor terapéutico e o seu uso € proibido, exceto para
fins cientificos ou medicinais muito restritos, apenas sob estrita supervisao dos governos
ou 6rgdos aprovados (Khan, 1979; Kumar et al., 2021; EMCDDA, 2022). No entanto, em
Dezembro de 2020, a Comissdo das Nagdes Unidas (CNU) reclassificou a canabis e a sua
resina para reconhecer o seu valor medicinal (Weisman & Rodriguez, 2021).

Em Portugal (tabela 1), como a candbis ¢ uma substancia ilicita e controlada, o seu uso
para fins recreativos, encontra-se ao abrigo do Decreto-Lei n°15/93, de 22 de Janeiro, a

“Lei de Combate a Droga” e no mesmo decreto esta inserida na tabela I-C e est4 definida
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como folhas e sumidades floridas ou frutificadas da planta Cannabis sativa L. da qual nao
se tenha extraido a resina (Decreto-Lei n.° 15/93, 1993). O Decreto-Regulamentar
n°61/94, de 12 de Outubro, procede a regulamentacio do Decreto-Lei n°15/93
(Regulamentar, Na, & Regulamentar, 2021). Recentemente, o renovado interesse global
nas propriedades terapéuticas da canabis resultou numa mudanga de atitudes e politicas
legislativas em todo o mundo, o que levou o parlamento portugués, a aprovar a Lei n°
33/2018, de 18 de Julho, que estabelece o quadro legal para a utilizagdo de medicamentos,
preparagdes ¢ substdncias a base da planta da candbis, para fins medicinais,
nomeadamente a sua prescricdo ¢ a sua dispensa em farmacia, tendo o Decreto-Lei
n°8/2019, de 15 de Janeiro, procedido a sua regulamentacdo (Assembleia da Republica,
2018; Ministério da Saude, 2019; Weisman & Rodriguez, 2021). Para além desta
legislacdo, ainda estd em vigor, a Portaria n°44-A/2019, de 31 de Janeiro, que regula o
regime de precos das preparagdes e substancias a base da planta da canabis para fins
medicinais, a Portaria n°83/2021, de 15 de Abril que define os requisitos e procedimentos
relativos a concessdo de autorizagdes para o exercicio de atividades relacionadas com o
cultivo, o fabrico, o comércio por grosso, o transporte, a circulagdo, a importagdo e a
exportacdo de medicamentos, preparagdes e substancias a base da planta da canébis e por
fim, a deliberagdo n°11/CD/2019 que define a lista das indicagdes terapéuticas
apropriadas para as preparagdes e substancias a base da planta da canabis (Assembleia da
Reptblica, 2019; IL.P., 2019; Regulamentar, Regulamentar, Regulamentar, & Adjunto,
2021). Toda a legislacdo relativa a canabis medicinal, encontra-se na pagina da autoridade
nacional do medicamento e produtos de satde I.P. (INFARMED), na sec¢dao “Candbis

para fins medicinais” (INFARMED, 2022).

Tabela 1: Legislacdo portuguesa em vigor para o uso recreativo e medicinal da planta da canabis.

Uso Legislacio Descri¢ao

Decreto-Lei n°15/93 “Lei de Combate a Droga”

Recreativo  Decreto-Regulamentar n°61/94 ~ Regulamenta o Decreto-Lei n°15/93

Lei n°33/2018 Estabelece o quadro legal para a utilizacdo de medicamentos, preparagdes e
substancias a base da planta da canabis, para fins medicinais, nomeadamente

a sua prescri¢@o e a sua dispensa em farméacia
Decreto-Lei n°8/2019 Regulamenta a Lei n°33/2018

Portaria n°44-A/2019

Medicinal
Portaria n°83/2021

Deliberagdo n°11/CD/2019

Regula o regime de pregos das preparagdes e substancias a base da planta da
candabis para fins medicinais

Define os requisitos e procedimentos relativos a concessao de autorizagdes
para o exercicio de atividades relacionadas com o cultivo, o fabrico, o
comércio por grosso, o transporte, a circulagdo, a importagdo e a exportagéo
de medicamentos, preparacdes e substancias a base da planta da canabis
Define a lista das indicagdes terapéuticas consideradas apropriadas para as
preparacdes e substancias a base da planta da canabis
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3. Medicamentos, preparacoes e substiancias a base da planta da canabis

disponiveis no mercado

O “uso medicinal de canabis e de canabindides” pode-se referir a uma grande variedade
de preparagdes ¢ de produtos que podem conter diferentes ingredientes ativos e usar
diferentes vias de administragdo (Wurglics & Ude, 2020). Os produtos medicinais a base
de candbis (CBMP) sdo um termo coletivo para descrever uma prepara¢do ou outro
produto que contém canabis ou os seus derivados para uso medicinal em humanos
(Banerjee et al., 2022). Estes produtos estao definidos de uma forma generalizada no
artigo n°3 da Lei n°33/2018, mas no artigo n°2 do Decreto-Lei n°8/2019 esté estabelecido
que um medicamento a base da planta da candbis ¢ um medicamento que tenha
exclusivamente como substancias ativas (i) uma ou mais substancias derivadas da planta
da canabis; (ii) uma ou mais preparagdes a base da planta da canabis; ou (iii) uma ou mais
substancias derivadas da planta da canabis em associagcdo com uma ou mais preparagdes
a base da planta da candbis e que uma preparacdo a base da planta da canabis ¢ uma
preparacdo obtida submetendo as substincias derivadas da planta da candbis a
tratamentos como a extragao, a destilacdo, a expressao, o fracionamento, a purificacdo, a
concentragcdo ou a fermentacdo, tais como substancias derivadas da planta da canabis
pulverizadas ou em po, tinturas, extratos, Oleos essenciais, sucos espremidos ou
exsudados transformados (Ministério da Saude, 2019; Banerjee et al., 2022). Para além
destes dois produtos, também existem as substancias a base da planta da canabis que sao
plantas da canabis, ou partes destas, quer se encontrem inteiras, fragmentadas ou cortadas,
bem como exsudados ndo sujeitos a tratamento especifico, ou outras substancias definidas
através de parte da planta da candbis utilizada e da taxonomia botanica, incluindo a
espécie, a variedade e o autor (Ministério da Saude, 2019).

Os CBMP representam um largo espectro de produtos farmacéuticos com farmacologia
complexa e as formulagdes disponiveis variam de canabindides Unicos isolados a
produtos de espectro completo contendo uma variedade de canabindides, terpenos,
flavonodides e outros compostos com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
individuais (Erridge et al., 2021). As autoridades reguladoras de medicamentos em certos
paises ja concederam autorizagdes de comercializagdo, com base numa ampla base de
evidéncias em evolugdo, mas limitada, para uma ampla variedade de preparagdes
contendo derivados de plantas e canabinoides sintéticos para vdrias indicag¢des (Erku et

al., 2021).
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Em Setembro de 2019, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou o
Epidiolex®, uma solugdo oral de CBD altamente purificada a 100 mg/mL derivada de
plantas indicada para o tratamento de convulsdes associadas a sindrome de Lennox-
Gaustat ou sindrome de Dravet em pacientes com 2 anos de idade ou mais e o Sativex®
(nabiximoles), uma solugdo para pulverizagdo bucal, que contém aproximadamente
quantidades iguais de THC e CBD (1:1) de dois extratos de candbis e foi aprovado para
o tratamento da espasticidade muscular resultante da esclerose multipla (EMA, 2010;
Ema, 2013, INFARMED, 2018; INFARMED, 2019; McGregor et al., 2020; Wurglics &
Ude, 2020; Erridge et al., 2021; Palermiti et al., 2021). A aprovagcdo da EMA fornece a
autorizacdo de comercializagdo para todos os 28 paises da UE, incluindo Portugal, o que
levou o INFARMED a aprovar estes produtos medicinais, mais a Tilray Flor seca THC
18, uma substancia de origem vegetal para inalagdo por vaporizacdo que consiste em
flores secas do género feminino da planta Cannabis sativa L. e contém uma variedade de
substancias ativas como o THC e o CBD (tabela 2) (INFARMED, 2018; INFARMED,
2021). Para além destes medicamentos, preparagdes e substancias a base da planta de
canabis, existem outros produtos medicinais constituidos por canabindides que foram
autorizados para comercializagdo noutros paises como o Marinol® e o Syndros®
(dronabinol) que sdo cépsulas orais ou uma solugdo oral que contém THC sintético e €
indicado para a anorexia associada a perda de peso em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e nduseas e vomitos associados a quimioterapia do
cancro e o Cesamet® e o Canemes® (nabilona) que sdo cépsulas orais que contém um
canabinoide sintético semelhante ao THC e a principal indicagdo para o seu uso sao
nauseas e vomitos associados a quimioterapia (Wurglics & Ude, 2020). A Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o Epidiolex®, o Cesamet®, o Syndros® e o Marinol®
(FDA, 2022).

Tabela 2: Medicamentos, preparacdes e substancias a base da planta da canabis aprovados em Portugal.

Autoridade Produto Via de administracio Substancia(s) Ativa(s) Dosagem
Reguladora Medicinal (mg/mL)
INFARMED Epidiolex® Solugéo oral CBD 100 mg/mL
Sativex® Solugdo para pulverizagdo THC e CBD 27 mg/mL THC
bucal 25 mg/mL CBD
Tilray Flor Substancia de origem vegetal THC e CBD 18% THC
seca THC 18  para inalagdo por vaporizagao <1% CBD

CBD — Canabidiol; INFARMED - Autoridade nacional do medicamento e produtos de saude, I.P.; THC - A°-

Tetrahidrocanabinol.
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4. Revisao da Literatura

A legalizagao da canabis e a expansao do uso de produtos de canabis levou a uma
necessidade urgente de métodos analiticos validados para a quantifica¢do de canabinoides
em flores e produtos acabados de Cannabis sativa L. (Borges et al., 2020; Mudge &
Brown, 2020). Desde a descoberta dos principais canabindides e a medida que os paises
comecaram a legalizar a marijuana medicinal e recreativa, aumentou a necessidade da sua
analise, o que exigiu que os laboratorios analiticos se adaptassem rapidamente,
recorressem as publicagdes existentes para obter orientagdo sobre o desenvolvimento de
métodos e desenvolvessem metodologias capazes de realizar o controlo de qualidade
nestas amostras (Steimling & Kabhler, 2018; Borges et al., 2020). Varios métodos
analiticos foram introduzidos para a detegdo, identificagdo, quantificagdo e analise de
varios canabinoides naturais, predominantemente da planta C. sativa e as abordagens
analiticas consistem na melhor op¢ao para este tipo de analise devido a sua alta
sensibilidade e especificidade (Borges et al., 2020; Nahar et al., 2020).

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia laboratorial que possa ser aplicada na
analise de rotina de um laboratério de controlo de qualidade, foi realizada uma revisao
dos métodos analiticos para o doseamento dos canabindides THC e CBD presentes na
planta Cannabis sativa L, tabela 3. Nesta tabela s6 foram considerados estudos que
descrevam a analise dos analitos alvo em produtos medicinais a base da planta da candbis,
inclusive a planta produzida através de produtores internacionais licenciados,
independentemente do método de preparagdo de amostra e do equipamento analitico

utilizado.
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Tabela 3: Métodos analiticos descritos para a andlise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

Introducdo

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Choi, Hazekamp, Isolamento e identificagdo dos principais Materiais da planta de Cannabis sativa L.(flores secas) A°-THC, THCA, A3-THC, 'H-NMR
et al., 2004) canabinodides CBG, CBN, CBD ¢ CBDA BC-NMR

FT-NMR
(Choi, Kim, et al., Analise metabolomica de 12 cultivares de 12 cultivares e extratos de Cannabis sativa (flores secas e folhas) THCA, THC, CBN e CBDA 'H-NMR
2004) canabis
(Hazekamp et al., Analise quantitativa de canabinodides puros ¢ Material da planta de Cannabis sativa (4 cultivares diferentes) CBN, THCA, THC,CBDA e 'H-NMR
2004) de canabindides presentes no material da  (flores secas) CBD GC-FID
planta de Cannabis sativa
(Stolker et al, Quantificacdo e confirmacdo de canabindides Lupulo e canabis CBD, CBDA, CBN, THC ¢ HPLC-MS
2004) em produtos de canabis THCA Extragio
LPE
(Ilias et al.,2005) Extracdo e andlise de canabindides 3 séries de amostras de marijuana de 3 regides diferentes da Suiga CBD, THC ¢ CBN GC-MS
diretamente da planta da canébis Extracio
HS-SPME
(Hazekamp et al., Estudar a composi¢do canabindide do cha em Canabis de alta qualidade disponivel nas farmacias holandesas THC e THCA HPLC
2007) condi¢des padronizadas e quantitativas (1 flor fémea seca)
(Politi et al.,2008) Comparagdo de extratos e tinturas de candbis  Extratos e tinturas de canabis (material seco de canabis) THC e THCA "H-NMR
(diferencas quanto a sua composicéo geral) 3C-NMR
(Fischedick et al., Quantificagdo de A°>-THC e anélise qualitativa 2 variedades diferentes: 1 variedade de A°>-THC total relativamente alta CBD, A°-THC, AS-THC, HPLC-DAD
2009) dos outros principais canabindides neutros da e uma variedade de A°-THC total relativamente baixa CBN, THCV, CBG ¢ CBC HPTLC
candbis (flores fémeas secas)
(Kayser et al, Investigacdo do estabelecimento de diferengas 2 chemotipos de C. sativa L. (flores secas) A°-THC, A’-THC, CBG, HPLC-DAD
2009) entre quimiotipos CBD, CBC, CBN, CBNA, 'H-NMR
THCA, CBGA e CBDA
(Fischedick et al., Impressao digital metabolica para o estudo da 11 variedades da planta da canéabis (buds) CBDV, THCV, CBD, CBC, GC-FID
2010) composi¢do quimica e da variabilidade de CBGM, A:-THC, A’-THC, GC-MS

terpenos e canabinoides

Estudo da variagdo no perfil quimico da
canabis

2 plantas canabis fémea (flor seca e sementes)

CBG e CBN
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Tabela 3 (CONT): Métodos analiticos descritos para a analise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Happyana et al., Determinar a distribui¢do e densidade dos Variedade medicinal Bediol® THCA, CBDA, CBGA, SEM
2013) tricomas (Tricomas de varios tipos de Cannabis sativa L.). THC, CBD, CBG, CBC ¢ LMD
CBN HPLC-MS
Analise do perfil de canabindides "H-NMR
(Romano &  Comparar métodos de preparacdo com baseno  Planta da canabis (flores fémeas secas) THCA, THC, CBN, CBGA, GC-FID
Hazekamp, 2013)  conteudo de canabinodides, terpenos e CBG, CBCA e CBC HPLC-DAD
componentes de solventes residuais Extratos concentrados de canabis (6leos de canabis) 'H-NMR
(Gul et al., 2015) Detegdo e quantificagdo dos 11 principais Biomassa e extratos de 3 variedades diferentes de canabis CBDA, CBGA, CBG, CBD, HPLC-DAD
canabinodides (amostras secas de candbis) THCV, CBN, A’-THC, A3-
THC, CBL, CBC e THCA
(Hungetal.,2015) Separacdo de canabinodides Amostra de um concentrado de marijuana medicinal com alto teor de  THC, CBD, CBN, THCA ¢ HPLC-UV
THC (bubble hash) CBDA HPLC-DAD
(Peschel & Politi, Distinguir quimiotipos e identificar extratos de 4 tipos de C. sativa L. seca THC, CBD, CBG, THCA, 'H-NMR
2015) polaridade diferente (flores fémeas, folhas, caules superiores a 2 mm de diametro e sementes) CBDA, CBGA e CBN HPLC-DAD
(Citti et al., 2016)  Determinacdo qualitativa e quantitativa dos Extratos de canabis medicinal (CME) CBDA, CBD, CBN, THC ¢ HPLC-DAD
principais canabinoides THCA HPLC-MS
GC-MS
Avaliar a identidade e a pureza dos analitos
Avaliar a influéncia do solvente na taxa de
degradagdo dos canabindides
Avaliar a variagdo da composicdo dos terpenos
(Mudge et al, Quantificagdo de oito canabindides 9 amostras secas de marijuana medicinal (flores secas) e 1 6leo de A°-THC, THCA, A’-THC, HPLC-DAD
2017) Cannabis CBD, CBDA, CBG, CBN,
CBC e THCV
(Pacifici et al, Avaliagdo da concentragdo e da estabilidade Preparagdes padronizadas de cha de canabis e 6leo de candbis THC, THCA, CBD, CBDA, UPLC-
2017) dos canabinoides (flores secas) CBN, CBG e CBC MS/MS
(Patel et al., 2017) Medigdo, monitorizagdo da poténcia ¢ da Material da planta da canabis (flores, buds e caules) e 1 produto CBDA, CBGA, CBD, CBG, HPLC-DAD

estabilidade dos canabindides

embalado acabado

THCA, CBN, A-THC e AS-
THC
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Tabela 3 (CONT): Métodos analiticos descritos para a analise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Calvietal.,,2018) Perfil e impressdo digital de compostos 2 variedades medicinais (Bedrocan® e Bediol®) de Cannabis sativa L. THC, CBD, THCA, CBDA, GC-MS
volateis (inflorescéncias) CBN, CBG e CBGA
HPLC-MS
Avaliar a viabilidade da espectrometria de Oleos macerados
massa de alta resolugdo Extragio
HS-SPME
Estabelecer um novo procedimento para a
preparacdo de 6leos macerados de candbis
(Carcieri et al, Avaliar a variabilidade das concentragdes de 201 preparagdes galénicas de 6leo THC, CBD, THCA, CBDA e UPLC-
2018) canabinodides CBN MS/MS
Avaliar a  variabilidade interlote ¢
interlaboratorial no rendimento da extragdo e
na composicdo da preparacdo
(Ciolino et al, Analise qualitativa de canabindides 5 variedades da planta da canabis ricas em THCA (buds secos) CBD, CBDA, A%THC, GC-MS
2018a) THCA, CBN, A3-THC, CBG,
60 produtos comerciais (suplementos orais, alimentos, doces, bebidas, CBGA, CBDV, THCV e
vapores/eliquidos e topicos) CBC
2 6leos de canhamo, 2 6leos de haxixe
Cépsulas genéricas de dronabinol (dosagem 2.5 mg e 5.0 mg)
(Ciolino et al, Determinacao dos canabindides da canabisem 5 variedades da planta da candbis ricas em THCA (buds secos) CBD, CBDA, A%THC, HPLC-DAD

2018b)

produtos de consumo comerciais e substancias
tradicionais relacionadas a planta

60 produtos comerciais (suplementos orais, alimentos, doces, bebidas,
vapores/eliquidos e topicos)

2 6leos de canhamo, 2 6leos de haxixe

Cépsulas genéricas de dronabinol (dosagem 2.5 mg e 5.0 mg)

THCA, CBN, A%-THC, CBG,
CBGA, CBDV, THCV e
CBC
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Tabela 3 (CONT): Métodos analiticos descritos para a analise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Citti et al., 2018) Destacar as principais diferengas na 24 extratos de canabis medicinal (CME) (inflorescéncias) CBDA, THCA, CBD, THCe HPLC-DAD
composi¢do quimica dos extratos de Bediol® CBN HPLC-MS
HPLC-
MS/MS
(Callado et al, Quantificacdo dos principais canabindides 189 amostras secas de variedades medicinais e de canhamo industrial de  CBDV, THCV, CBD, CBC, GC-FID
2018) Cannabis sativa L. (folhas e inflorescéncias fémeas) AS-THC, A°-THC, CBG e NIR
CBN FT-NIR
(Baratta et al., 2019) Preparagdo ¢ otimizagdo de formulagdes Formulagdes galénicas a base de canabis (146 decocgdes e 93 dleos) THC, THCA, CBD,CBDA e UPLC-MS
galénicas a base de canabis (flores do tipo Cannabis FM2) CBN
(Bettiol et al., 2019)  Estudar a variabilidade em termos da 219 preparagdes magistrais de 6leo CBD, CBN, THC ¢ THCA HPLC-DAD
concentracdo dos canabinodides
(Coogan, 2019) Estudo da gama de perfis de canabindides Variedades de candbis (flores) CBGA, CBG, CBDA, CBD, HPLC
disponiveis no programa de Marijuana THCA, A°-THC, AS-THC e
Medicinal de Nova Jérsia CBN
(Deidda et al., 2019)  Monitorizar as concentragdes de A>-THC e 459 extratos de azeite de canabis CBD e THC HPLC-DAD
CBD
(Elkins et al., 2019)  Qualificag¢do e quantificacao dos Biomassa (inflorescéncias secas) e resina de canabis medicinal CBDA, CBD, CBN, THC, UHPLC-
canabinoides CBC, THCA, CBE ¢ CBL MS-DAD
UHPLC-
DAD
Extracao
SFE
(Protti et al., 2019) Identificar e quantificar canabindides em 2 tipos de produtos recreativos: 2 produtos a base de plantas THC, THCA, CBD, CBDA e HPLC-
produtos de candbis (inflorescéncias fémeas secas e 2 amostras de haxixe) CBN DAD-
MS/MS
Monitorizar o contetido de compostos ndo 1 variedade de canabis medicinal
psicoativos Extragao
7 amostras de canhamo (inflorescéncias fémeas secas) UAE
2 extratos liquidos obtidos de candbis do tipo-fibra
(Borges et al., 2020)  Anélise de CBD, CBN e THC 4 ¢leos de Cannabis sativa CBD, CBN e THC GC-FID
(Cas et al., 2020) Determinar o conteudo de canabindides 8201 o6leos de canabis CBDA, CBD, THCA, THCe GC-MS

CBN
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Tabela 3 (CONT): Métodos analiticos descritos para a andlise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Povedano et al., Analise metabolémica ndo direcionada de Extratos de 17 cultivares de Cannabis sativa L. (folhas e inflorescéncias) CBG, CBC, CBD, A’-THC, GC-MS
2020) extratos de canabis polares e ndo polares AS-THC, CBL, CBE, CBN, HPLC-

CBDN, CBT, CBDV, MS/MS
THCV, CBGV, CBDVA,
CBDA, CBGA e THCA

(Montone et al., Identificagdo abrangente de fitocanabindides Extratos de canabis medicinal italiana FM-2 (inflorescéncias) CBG, A°-THC, CBD, CBC, HPLC-MS
2020) CBN, A%-THC, CBL, CBDN,

CBE, CBT, CBR, CBCT,

CBTT, CBF, DCBF, CBM,

CBCN, CBGA, THCA,

CBDA, CBCA, CBNA,

CBEA, CBTA, CBRA,

CBFA, DCBFA, THCOA,

THCV, THCVA e CBDV

(Mudge & Brown, Quantificacdo de 10 canabindides Cannabis sativa (marijuana) (flores secas e amostras de 6leo) CBDA, CBD, CBN, THCA, HPLC-UV
2020) THC, THCV, CBG, CBC,
CBDVA e CBGA
(Rochfort et al., Desenvolver um método de extragdo para a Material seco de canabis medicinal (buds) THC e CBD UHPLC
2020) canabis medicinal Extragio
CO,-SFE
(Ternelli et al., Caracterizagio quimica de diferentes dleos de  Oleos de canabis medicinal (inflorescéncias) CBDA, CBGA, THCA, HPLC-
2020) canabis medicinal CBN, CBG, CBD ¢ THC MS/MS
GC-MS
GC-FID
Extracio
HS-SPME
(Yang et al.,2020) Estudar a composi¢do quimica e a atividade 59 amostras de canabis medicinal CBD, THC, CBDA ¢ THCA UPLC-MS
dos recetores CB1/CB2 (45 amostras de flores secas, 2 resinas ¢ 12 amostras de 6leo) Extragao
SFE
MAE
(Ahmed et al, Caracterizagdo quimica da canabis de valor 6 variedades de canabis (flores secas) CBL, CBD, CBC, THC, GC-MS
2021) medicinal CBG e CBN

Identificacdo e quantificacdo de canabindides  Extratos de candbis (secos)
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Tabela 3 (CONT): Métodos analiticos descritos para a analise de canabindides em produtos medicinais a base da planta da canabis (Cannabis sativa L.).

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s)
(Baratta et al., Estudo daqualidade e da estabilidade Capsulas orais e dleos (inflorescéncias e flores secas) CBD, THC, CBDA, THCAe UPLC-MS
2021) CBN
(Brighenti et al., Comparar a eficiéncia das técnicas analiticas Variedades dos tipos fibra, recreativa ¢ medicinal de canabis CBDA, CBD, CBGA, CBG, HPLC-DAD
2021) (inflorescéncias fémeas) THCA, THC e CBN BC-NMR
(Palermiti et al., Descrever um protocolo de manuseamento e Preparagdes galénicas (6leos) THC, CBD, THCA e CBDA  UPLC-
2021) harmonizago de processos para a atividade de MS/MS

titulaggo HPLC-
MS/MS
(Qamar et al, Quantificacdo dos 11 principais canabindides Material da planta da canabis (flores secas de canabis medicinal) CBDV, THCV, CBD, CBG, UHPLC-
2021) e dos seus acidos CBDA, CBGA, CBN, A~ DAD
THC, A-THC, CBC e THCA  Extracdo
CO,-SFE
(Viviers et al, Analisar uma por¢ao dos produtos a base de 840 amostras: alimentos, extratos, infusdes, liquidos, material da planta THC e CBD GC-MS
2021) candabis disponiveis no mercado sul-africano ¢ e sélidos HPLC-DAD

fornecer uma visdo geral detalhada dos seus
perfis de THC e CBD

CBC - Canabicromeno; CBD — Canabidiol; CBDA — Acido canabidiolico; CBDN — Canabidinol; CBDV — Canabidivarina; CBDVA — Acido canabidivarinico; CBCA — Acido canabicroménico;
CBCN - Canabicromanona; CBNA — Acido canabinélico; CBCT — Canabicitrano; CBE — Canabielsoina; CBEA — Acido canabielsoinico; CBF — Canabifurano; CBFA — Acido canabifuranico;
CBG - Canabigerol; CBGA — Acido canabigerélico, CBGM — Eter monometilico de canabigerol; CBGV — Canabigerovarina; CBL — Canabiciclol; CBM — Canabimovona; CBN — Canabinol;
CO: - SFE - Extragdo com COz supercritico; CBR — Canabiripsol; CBRA — Acido canabiripsol; CBT — Canabitriol; CBTA — Acido canabitriolico; CBTT — Canabitetrol; CME — Extratos de
canabis medicinal; '3C-NMR — Ressonancia magnética nuclear do atomo de carbono; DCBF — Dihidrocanabifurano; DCBFA — Acido dihidrocanabifuranico; FT-NIR — Espectroscopia de
infravermelho proximo com transformada de Fourier; FT-NMR — Ressonancia magnética nuclear com transformada de Fourier; GC-FID — Cromatografia gasosa acoplada ao detetor de ionizagdo
de chama; GC-MS — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa; 'H-NMR— Ressonincia Magnética Nuclear do atomo de hidrogénio; HPLC — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia; HPLC-DAD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detetor de rede de diodos; HPLC-DAD-MS/MS — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detetor de
rede de diodos e a espectrometria de massa em tandem; HPLC-MS — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa; HPLC-MS/MS — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em tandem; HPLC-UYV — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detetor de ultravioleta, HPTLC — Cromatografia em camada fina de
alta eficiéncia; HS-SPME — Microextragdo por fase solida no modo headspace; LMD — Microdissecag@o a laser; LPE — Extra¢ao em fase liquida; MAE — Extracao assistida por micro-ondas;
NIR - Espectroscopia de infravermelho proximo; SEM — Microscopia eletronica de varrimento; SFE — Extragdo com fluido supercritico; AS-THC - A%-Tetrahidrocanabinol; A’>~THC ou THC -
A%-Tetrahidrocanabinol; THCA - Acido Tetrahidrocanabinélico, THCOA — Ester de acetato de THC; THCV — A°-Tetrahidrocanabivarina; THCVA — Acido tetrahidrocanabivarinico; UAE —
Extracao assistida por ultrassom; UHPLC — Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia; UHPLC-DAD — Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada ao detetor de rede de diodos;
UHPLC-MS-DAD — Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada ao detetor de rede de diodos e a espectrometria de massa; UPLC-MS — Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa; UPLC-MS/MS — Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em tandem.
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A escolha da(s) abordagem(ens) analitica (s) empregue(s) representa hoje uma tarefa
fundamental para monitorizar a composicdo do material da planta da candbis e garantir a
qualidade, a eficacia e a seguranca dos seus produtos derivados, assim os parametros de
extragdo bem como os de pré-tratamento da planta e a andlise de canabinoides
desempenham um papel crucial para garantir um produto final rico em compostos
bioativos (Calvi et al., 2018; Nahar et al., 2020; Brighenti et al., 2021; Micalizzi et al.,
2021). Como mencionado anteriormente, as técnicas de extragao desempenham um papel
importante na analise de uma molécula alvo, assim um protocolo de extracao deve
fornecer nao apenas altos valores de recuperagdo, mas ao mesmo tempo deve ser simples,
seletivo e reprodutivel e com base na complexidade da matriz, a preparacao da amostra
deve reduzir o maior numero possivel de interferéncias para garantir resultados analiticos
exatos (Micalizzi et al., 2021).

Na planta da canabis, os canabinoides estdo presentes nas flores e nas folhas, € 0 método
de extracdo mais empregue ¢ a extracao solido-liquido (SLE), que envolve o uso de um
solvente apropriado com grande afinidade por canabino6ides, embora também possam ser
encontrados outros métodos na literatura como a microextracdo em fase solida (SPME) e
a extragdo com fluido supercritico (SFE) (Citti et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). Os
canabinodides sdo compostos ndo polares com baixa solubilidade em agua e podem ser
extraidos usando uma variedade de solventes, desde solventes polares, como metanol
(MeOH), etanol (EtOH) ou acetato de etilo (EtOAc), até solventes apolares, como n-
hexano (Citti et al., 2018; Rochfort et al., 2020; Micalizzi et al., 2021). Contudo, devido
a sua alta afinidade pela estrutura molecular dos canabinoides, o etanol permite uma
extracdo seletiva de 4acidos ou canabindides neutros, no entanto, gragas ao carater
lipofilico, também o n-hexano ¢ empregue para o controlo de qualidade dos canabinoides
(Micalizzi et al., 2021). Ao lidar com a canabis medicinal, os solventes organicos toxicos

devem ser evitados (Citti et al., 2018).

A sele¢do da técnica analitica mais adequada geralmente ¢ um compromisso entre a
velocidade, a seletividade e a sensibilidade (Politi et al., 2008). Varios métodos foram
publicados para a andlise de canabindides na canabis, incluindo a cromatografia em
camada fina (TLC), a cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC), a
cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Gul et
al., 2015). A maioria dos laboratorios e dos artigos publicados para a quantificacdo dos

canabinoides no material da planta da canabis descreve o uso da cromatografia liquida de
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alta eficiéncia acoplada a um detetor de rede de diodos (HPLC-DAD) e/ou a
espectrometria de massa (HPLC-MS), embora outras técnicas também possam ser
aplicadas, como a cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ionizagdo de chama
(GC-FID) ou & espectrometria de massa (GC/MS) e a ressonancia magnética nuclear
(NMR) (Ciolino et al., 2018b; Borges et al., 2020; Ahmed et al., 2021; Brighenti et al.,
2021).

As técnicas baseadas em GC tém uma longa histéria e dominaram inicialmente a arena
de andlise da candbis, no entanto, este equipamento analitico ¢ uma técnica lenta e
dispendiosa e ndo permite a andlise direta da amostra extraida, pois envolve o
aquecimento da amostra a alta temperatura (cerca de 280°C) antes da separacdo
cromatografica para transformar a amostra liquida na sua fase gasosa (Ciolino et al.,
2018a; Callado et al., 2018; Steimling & Kahler, 2018; Nahar et al., 2020). Este
aquecimento leva inevitavelmente a descarboxilagdo dos acidos canabinoides para obter
os correspondentes canabinoides neutros, pelo que ¢ necessario uma derivatizagdo antes
da injecdo para preservar a sua estrutura antes da andlise e proteger os seus grupos
funcionais (4cido carboxilo) (Citti et al., 2018; Leghissa et al., 2018; Steimling & Kabhler,
2018). Portanto, esta metodologia ndo pode ser empregue para avaliar a composicao real
dos canabinodides presentes nas preparacdes a base de candbis sem uma etapa preliminar
de derivatizagdo, pois o resultado final a emitir ¢ a soma da concentracdo das formas
acidas com as formas neutras respetivas (Citti et al., 2016; Citti et al., 2018). A
derivatizacdo requer preparacdo extra da amostra, mas melhora a separagdo
cromatografica devido ao aumento da volatilidade dos produtos (Leghissa et al., 2018).
Embora as técnicas de cromatografia gasosa, ainda se encontrem em uso e pertencem a
lista dos métodos recomendados pela United Nations Office on Drugs and Crime
(UNODC) para a analise de candbis e dos seus produtos, os laboratorios geralmente
preferem o uso da cromatografia liquida (LC) devido as etapas adicionais de preparagao
de amostras associadas a derivatizagdo, especialmente desde a introdugdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC) ou cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) (Leghissa
et al., 2018; Elkins et al., 2019; Nahar et al., 2020).
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As técnicas baseadas em cromatografia liquida (LC), nomeadamente a cromatografia
liquida hifenada, incorporando o HPLC, o UPLC ou o UHPLC, geralmente acoplados a
um detetor ultravioleta (UV), a uma rede de diodos UV (DAD) ou a espectrometria de
massa (MS), tornaram-se ferramentas analiticas populares nas ultimas décadas e sdo os
métodos de eleicdo para a determinagcdo de canabindides naturais na maioria dos
laboratérios (Nahar et al., 2020). O UPLC ¢ uma técnica cromatografica liquida avangada
que oferece um tempo de analise significativamente curto, muito melhor eficiéncia de
separacao ¢ resolucdo de misturas de analitos, permite a detecdo de analitos numa
concentragdo muito baixa devido a sua melhor relagdo sinal-ruido e requer um volume de
injecdo muito menor sem perda de sensibilidade, bem como utiliza uma pequena
quantidade de solvente(s) como fase mdvel, no entanto, o HPLC ainda continua a ser o
método de escolha devido a maior acessibilidade dos laboratorios a este sistema em
comparagdo ao UPLC e também devido a maior pressio em comparagdo ao HPLC

convencional, o que leva a diminui¢do do tempo de vida das colunas (Nahar et al., 2020).

O HPLC ¢ considerado um método simples e indiscutivelmente é a técnica de separagao
cromatografica mais popular, moderna, poderosa e versatil que tem sido usada
rotineiramente para separar, identificar e quantificar componentes de misturas complexas,
por exemplo, extratos de produtos naturais, fracdes ou produtos acabados (Nahar et al.,
2020; Qamar et al., 2021). O HPLC ¢ frequentemente usado para a andlise de
canabinoides em canabis ou produtos derivados na sua forma nativa, sendo um método
mais adequado do que o GC porque ndo requer pré-tratamentos de amostra demorados,
ndo envolve stress térmico, permite a quantificagdo simultdnea dos compostos acidos e
neutros de cada canabindide na mesma corrida cromatografica, sem o uso de protocolos
de derivatizacao particulares ou procedimentos de aquecimento (Gul et al., 2015; Patel et
al., 2017; Micalizzi et al., 2021; Qamar et al., 2021). Com o HPLC podem ser empregues
diferentes tipos de detetores, como o de ultravioleta (UV), a rede de diodos (DAD), o de
fluorescéncia (FLD) e a espectrometria de massa (MS), embora o UV e o DAD sio os
mais frequentemente usados com andlise por LC com base no baixo custo inicial,
facilidade de uso e robustez (Citti et al., 2018; Nahar et al., 2020; Micalizzi et al., 2021).
A deteg¢do UV ¢ uma abordagem muito direta, o instrumento € mais simples e menos caro,
em relacdo aos sistemas MS, e ¢ a mais utilizada para a andlise de canabindides em
materiais de plantas, onde a quantidade dos principais canabinéides ¢ relativamente alta,

no entanto, tem menos sensibilidade, seletividade e especificidade em comparagdao com
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o MS (Citti et al., 2018; Leghissa et al., 2018; Deidda et al., 2019). Embora o detetor de
UV seja o mais empregue, apresenta algumas desvantagens relacionadas a pouca
sensibilidade e especificidade, porém, a baixa especificidade pode ser superada pelo uso
de um detetor DAD, uma vez que os acidos canabinodides apresentam um espectro de
absorc¢ao diferente dos canabinoides neutros (Citti et al., 2018). Enquanto, o comprimento
de onda (A) usado para detetar os canabindides na forma neutra ¢ de cerca de 220 nm, as
formas acidas apresentam uma absor¢do maxima entre 270 e 310 nm (Citti et al., 2018;
Micalizzi et al., 2021). O custo comparativamente baixo do detetor e a manutengao
combinados com a maior reprodutibilidade, tornam o DAD o instrumento de escolha para

analises de rotina (Elkins et al., 2019).

Outros detetores, como por exemplo, o detetor evaporativo de dispersdo de luz (ELSD),
o detetor de infravermelho (IR), o detetor eletroquimico (ELD) e o detetor de
fluorescéncia (FLD) também se encontram em uso, embora poucos estudos descrevam o
uso de HPLC-FLD, uma vez que os espectros de fluorescéncia dos canabinodides sdo
fortemente afetados pelo pH da fase movel e os acidos canabindides perdem
completamente as suas propriedades de fluorescéncia em condi¢des acidas (Citti et al.,
2018; Nahar et al., 2020).

Por fim, a crescente necessidade de metodologias mais rapidas e ecoldgicas encorajou a
testar outros métodos analiticos alternativos a andlise convencional de HPLC e GC para
a determinagdo de canabinoides, o que inclui a ressonancia magnética nuclear (NMR)
(Peschel & Politi, 2015; Citti et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Esta técnica € rapida e
seletiva e as suas principais vantagens estdo relacionadas a quantidade reduzida de
solvente necessario para a analise e aquisi¢do simultdnea dos dados quali-quantitativos
dos analitos-alvo e a falta de sensibilidade as impurezas presentes no material de plantas,
como a clorofila e os lipidos, no entanto, ndo ¢ comumente empregue devido aos altos
cultos instrumentais e a necessidade de pessoal altamente especializado (Politi et al.,

2008; Citti et al., 2018; Brighenti et al., 2021).
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5. Propositos e objetivos da dissertacio

O objetivo do presente trabalho ¢ desenvolver formulagdes a base de candbis na forma
farmacéutica liquida (6leos) para administracdo oral, para posteriormente se registar os
produtos através de uma Autorizagdo de Colocacdo no Mercado (ACM), concebida com
base na avaliagdo da qualidade. Todos os produtos medicinais a base de canabis
disponiveis no mercado portugués contém THC e/ou CBD, a excec¢ao do Epidiolex®,
assim o que distingue, as formulagdes que foram desenvolvidas sdo a sua composi¢do e
as suas formas farmacéuticas liquidas, sendo o primeiro produto a ser introduzido no
mercado nacional com os dois ativos e na forma de solugdo oral. Os produtos finais ndo
foram testados em nenhum modelo animal, pois os pedidos de ACM sdo procedimentos
simplificados ndo exigindo a realizagdo de ensaios clinicos, ndo obstante existem
pressupostos na legislacdo que salvaguardam a seguranga e eficacia dos produtos, como
¢ o caso da definicdo das possiveis vias de administracdo e a listagem das indica¢des

terapéuticas aplicaveis.

Para além do desenvolvimento galénico de formulagdes, os outros dois objetivos deste
projeto de dissertagdo sao:
e Realizar o estudo da estabilidade das formula¢des desenvolvidas;
e Desenvolver e validar um método por HPLC-DAD que possa ser aplicado nas
analises de rotina do Laboratorio de Estudos Farmacéuticos (LEF) para o
doseamento dos canabindides A’>-THC e CBD em amostras de 6leo a base de

canabis.

35



Development of a cannabis-based formulation.
Desenvolvimento de uma formulagdo a base de candbis.

MATERIAIS E METODOS

1. Revisao da Literatura

A revisdo da literatura foi realizada através de uma pesquisa detalhada e da andlise de
artigos cientificos presentes em bases de dados, nomeadamente a biblioteca do
conhecimento online (B-on), base de dados de referéncia portuguesa, o PubMed, o
Science Direct, o Mendeley, o Google Académico, o Scielo, o Springer ¢ o Elsevier. Para
esta pesquisa utilizou-se as seguintes palavras-chave: “analysis cannabinoids medicinal”,
“analysis cannabinoids medical” e “medical cannabis”. Apds a andlise do titulo/resumo
s6 foram incluidos artigos originais e de revisdo em inglés sobre a planta Cannabis sativa
L. no ambito medicinal. Para além destas bases de dados, também foi possivel recolher
informagdo relevante para a elaboragdo deste projeto de dissertagdo na pagina do
INFARMED, no diério da Republica Eletréonico (DRE), no EUR-LEX, na UNODC, na
FDA, na European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), na

EMA e no International Conference on Harmonization (ICH).

2. Reagentes, materiais e amostras

A autoridade reguladora nacional, o INFARMED, licencia o uso de um medicamento,
preparagdo ou substancia com base nos requisitos europeus, assim as formulac¢des foram
desenvolvidas de acordo com:

e As Boas praticas agricolas e de colheita - Guideline on Good Agricultural and
Collection Practice (GACP) publicada pela EMA;

e As Boas praticas de fabrico de substancias ativas destinadas a medicamentos para
uso humano, aprovadas pelo Regulamento Delegado (UE) n°1252/2014 da
Comissao, de 28 de Maio de 2014, que complementa a Diretiva 2001/83/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho, no que se refere aos principios e diretrizes de
boas praticas de fabrico de substancias ativas destinadas a medicamentos para uso
humano;

e As Boas Praticas de Fabrico de Medicamentos (GMP), previstas no Decreto-Lei
n°176/2006, de 30 de Agosto, que na sua redacao atual, estabelece o regime
juridico dos medicamentos de uso humano, com as devidas adaptacdes;

e As Boas praticas de distribuicao de substancias ativas e de medicamentos, fixadas

no ambito da Unido Europeia;
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e A guideline ICH QS referente ao desenvolvimento farmacéutico;

o A guideline ICH Q1A (R2) que determina quais os testes de estabilidade a realizar
em novas substancias e nos produtos farmacéuticos;

e E segundo a guideline ICH Q6A que estabelece as especificacdes quanto aos

procedimentos de teste e aos critérios de aceitagdo para novos medicamentos.

Como os produtos desenvolvidos vao ser introduzidos no mercado através de uma ACM
estdo sujeitos a um termo de confidencialidade. Assim, os fornecedores do laboratorio,
os reagentes, as solucdes-padrdo, as solugdes usadas no método e as condicdes
instrumentais do equipamento analitico sdo confidenciais, bem como a metodologia
aplicada no desenvolvimento galénico de formulagdes, para o estudo da estabilidade dos
lotes laboratoriais e para o desenvolvimento e valida¢gao do método por HPLC-DAD para
o doseamento dos compostos THC e CBD. Assim, os métodos apresentados sdo uma
metodologia geral do que foi desenvolvido ao longo deste projeto. Todos os reagentes
usados para o desenvolvimento do método por HPLC sdo de grau analitico (HPLC grade).
O software usado na andlise e no processamento dos dados também esta incluido neste

acordo de confidencialidade.

2.1. Acondicionamento dos extratos

A empresa que subcontratou o LEF para a elaboracdo das formulagdes a base de candbis,
enviou dois extratos, THC e CBD. Os extratos provenientes da Colombia chegaram ao
laboratorio na forma de resina com elevada concentra¢ao de matéria ativa e com tendéncia
para formagao de cristais, pelo que foi necessario um processo de aquecimento e agitagao
até se obterem amostras mais homogéneas. Posteriormente, ambos foram colocados e

armazenados no laboratdrio a temperatura ambiente (25°C) e com acesso restrito.

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacio das formulacoes galénicas a base de canabis

Antes de se proceder ao desenvolvimento das formulagdes, os dois extratos THC e CBD
foram analisados no departamento de controlo de qualidade na éarea de introducdo de
novos produtos. Neste departamento realizaram-se diversos ensaios, tais como a analise

de aflatoxinas, ocratoxinas, solventes residuais, bem como a identificagcao e o doseamento
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dos canabindides THC e CBD, tendo como objetivos assegurar a qualidade dos dois
extratos e garantir que estes estdo em conformidade com as especifica¢des do fornecedor.
Contudo, a metodologia e os resultados destes ensaios nao sao apresentados porque nao
pertencem aos propositos e objetivos desta tese de dissertacao.

Ap0s verificar que os contaminantes microbioldgicos, os solventes residuais e que a
concentragdo dos canabindides se encontravam dentro dos parametros dos certificados de
analise enviados pelo fabricante, realizou-se uma pesquisa sobre quais os excipientes
liquidos mais utilizados na formagdao dos medicamentos a base de canabindides,
nomeadamente em formulagdes liquidas (6leos). Com base nas suas caracteristicas fisico-
quimicas selecionaram-se trés excipientes diferentes. Posteriormente, as formulacdes
foram desenvolvidas de acordo com o grau de pureza dos dois extratos, e tendo em
consideracdo que existe a presenca de THC e CBD no extrato de CBD e THC,
respetivamente, as concentracdes finais e as respetivas massas foram calculadas conforme

a percentagem de THC e CBD pretendida.

Tendo em conta que foi assinado um termo de confidencialidade aquando do inicio da
parte laboratorial do presente projeto, as quatro concentracdes a que foram preparadas as
formulagdes e os trés excipientes usados ndo podem ser mencionados, sendo as
concentragdes € os excipientes a partir de agora denominados 1, 2, 3, 4 e A, B, C,
respetivamente. Para as formulagdes com os dois compostos ativos, pesou-se cada extrato
para o mesmo baldo de 10 mL e perfez-se o volume com o excipiente A (2A, 3A, 4A).
Este processo foi realizado para o excipiente B (2B, 3B, 4B) e C (2C, 3C, 4C). Para as
formulagdes a base de CBD, pesou-se o extrato em triplicado para baldes de 10 mL
diferentes e perfez-se o volume dos baldes com o excipiente A, B e C (1A, 1B, 1C). Esta
etapa teve como finalidade avaliar a solubilidade dos extratos nos excipientes usados,
sendo um excipiente ou um veiculo, um solubilizador que aumenta a biodisponibilidade
dos ingredientes farmaceuticamente ativos (API), neste caso, os canabinoides, fornecendo
forma e volume a preparacao, para possibilitar a toma tinica dos ativos. Posteriormente,
as formulagdes desenvolvidas foram submetidas a uma cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detetor de rede de diodos (HPLC-DAD).
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2.2.2. Acondicionamento das formulacoes

As doze formulagdes anteriormente desenvolvidas e os trés excipientes foram colocados
e armazenados no laboratdrio a temperatura ambiente (25°C) e com acesso restrito. Os
excipientes, com base nas indicagdes do fornecedor, nao necessitam de condigdes

especificas de armazenamento.

2.2.3. Estudos preliminares

Antes de se desenvolver formulagdes galénicas em larga escala e otimizar a metodologia
de extragdo e analise, ¢ necessario realizar estudos preliminares. Estes estudos envolvem
a analise de diferentes parametros, um dos quais, a seletividade. Para avaliar este
parametro foram selecionadas quatro formula¢des que foram desenvolvidas em dois
veiculos diferentes (B e C): duas apenas com CBD (1B e 1C) e as restantes com a mesma
proporcao dos API, THC e CBD (2B e 2C). O veiculo A foi excluido na etapa 2.2.1.
devido a formag¢ao de um precipitado, o que ¢ indicativo de que os varios componentes
da formulagdo s3o incompativeis com este veiculo. Relativamente a estas quatro
formulagdes, pesou-se cada uma para baldes volumétricos de 25 mL diferentes, tendo as
suas massas sido ajustadas, para uma determinada concentracdo final de THC/CBD,

concentragdo teste, com base na concentracao dos canabindides nas formulagdes liquidas.

Ap0s a pesagem, perfez-se cada baldo com um determinado solvente de extragao e filtrou-
se as solu¢des com filtros de seringa estéreis. Este procedimento foi realizado para os
quatro placebos, que sdo os dois veiculos que foram usados no fabrico das formulagdes
(B e C) e os dois restantes sdo os mesmos excipientes aos quais se juntou duas gotas de
uma esséncia. Posteriormente, as oito solu¢des foram agitadas manualmente. A injegao
dos placebos e da esséncia tém como finalidade avaliar o seu comportamento nas
formula¢des desenvolvidas e se estes interferem no doseamento dos analitos alvo. Além
disto, a solu¢cdo aromadtica permite disfarcar as caracteristicas organoléticas da planta da
canabis presente nos 6leos. Para determinar os tempos de reten¢do (TR) dos canabinoides
em estudo e consequentemente proceder a sua identifica¢do, preparou-se uma solucao-
padrao (P1), a partir das solugdes-stock de THC, CBD e CBN a uma concentragdo de
1000 pg/mL, para uma concentracao de 200 ug/mL, 200 pg/mL e 2 pg/mL, para um
volume final de 1 mL e perfez-se com o solvente do padrdo. Posteriormente, as quatro
amostras, os quatro placebos, a solugdo-padrdo, o solvente da amostra e o solvente do

padrao foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de onda. Cada
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solvente e cada solugdo padrdo foi injetada duas vezes no sistema e relativamente aos
solventes t€ém como objetivo discriminar eventuais picos que possam aparecer nos

cromatogramas das amostras e da solucao padrao.

2.2.4. Estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais

Antes de se desenvolverem formulagdes em grande escala para se prosseguir com o
estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais, realizou-se outro estudo preliminar para
verificar se a concentracdo dos fitocanabindides, THC e CBD, corresponde as
concentragdes a que foram desenvolvidas as formulagdes. Nesta etapa, preparou-se uma
nova formula¢do, denominada formulagdo-teste, apenas num unico veiculo (4C) para um
baldo de 50 mL, conforme se encontra ilustrado na figura 4. Como se preparou uma maior
quantidade de o0leo, desta vez, pesaram-se os dois extratos para o mesmo gobelet de 100
mL e adicionou-se o excipiente C. Ap0s a diluicdo dos extratos, transferiu-se a solucao

para um baldo e perfez-se o volume com o mesmo excipiente.

Figura 4: Formulagdo-teste desenvolvida no excipiente C (4C).

Relativamente ao doseamento dos canabinoides, pesou-se a formulagdo 4C para um balao
volumétrico de 25 mL, tendo a sua massa sido ajustada, para uma determinada
concentracdo final de THC/CBD, concentracdo teste, com base na concentracdo dos
canabindides presentes no 0leo. Apds a pesagem, perfez-se o baldo com um determinado
solvente de extracdo e filtraram-se as solu¢des com filtros de seringa estéreis. Este
procedimento foi realizado em duplicado, toma 1 (T1) e toma 2 (T2). Como se pretende

determinar a concentragdo dos compostos THC e CBD, tragou-se uma curva de calibragdo
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para cada composto através de uma solugdo-padrdo, FS-CI, preparada a partir das
solucdes-stock de THC, CBD e CBN, a uma concentracdo de 1000 pg/mL, para uma
concentracao de 200 ug/mL, 200 pg/mL e 2 ug/mL, para um volume final de 1 mL e
perfez-se o volume com o solvente dos padroes.

Segundo os métodos internos, para avaliar a adequabilidade do sistema (system
suitability), recomenda-se no minimo 6 niveis de concentragao para as retas de calibracao,
assim o FS-CI foi injetado no sistema 6 vezes. Posteriormente, o solvente da amostra, o
solvente do padrao, a solugdo padrao FS-CI e a FS-CI D-Check, bem como as duas tomas
da amostra foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de onda.
A solugao D-Check ¢ de contra-verificagdo da reta de calibragdo ¢ consiste em solugdes-
stock individuais dos canabinodides a 1000 pg/mL de THC, CBD e CBN e tém como
finalidade determinar a recuperagdo, ou seja, a quantidade de analito (em percentagem)
que ¢ extraido e passivel de ser analisado pelo sistema de medigdo. As condi¢des
instrumentais do equipamento analitico utilizadas no doseamento dos canabinodides sao

iguais as que foram usadas na etapa 2.2.3. que se refere aos estudos preliminares.

Relativamente ao estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais, antes de se preparar as
formulacdes, foi necessario aquecer novamente os extratos a uma determinada
temperatura segundo as indicagdes do fabricante para homogeneizagdo dos API.
Posteriormente, para as formulagdes com os dois compostos ativos, THC e CBD, pesou-
se cada extrato para gobelets de 100 mL diferentes e adicionou-se o excipiente B (1B, 2B,
3B, 4B). Apos a solubilizag¢do de cada extrato no veiculo, transferiram-se as solug¢des para
baldes de 100 mL e perfez-se o volume com o mesmo excipiente. Este processo foi
realizado para o excipiente C (1C, 2C, 3C, 4C). Para as formula¢des de CBD, pesou-se o
extrato para dois gobelets de 100 mL, adicionou-se o excipiente B e C e apds a sua
diluicao, transferiram-se as solugdes para baldes de 100 mL diferentes e perfez-se o
volume com o respetivo veiculo. Estas formulagdes foram preparadas a temperatura
ambiente (25°C). Para avaliar qual a influéncia da temperatura no processo de fabrico dos
produtos, mais propriamente, a solubilizacdo dos extratos nos dois veiculos e
consequentemente o doseamento dos canabindides no produto final, cada extrato foi
pesado em duplicado e a sua solubilizagao nos veiculos B (1B, 2B, 3B, 4B) e C (1C, 2C,
3C, 4C) foi realizada a 37°C. Esta temperatura foi controlada através de uma sonda e apds
a completa solubilizagdo da mistura, transferiu-se para um baldo de 100 mL e perfez-se o

volume com o mesmo veiculo.
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No final, cada formulagdo foi amostrada e dividida de modo a ser representativa de todo
o lote para quatro tubos de 15 mL. As formula¢des com as temperaturas de fabrico de
25°C e 37°C que representam o tempo zero (T0), data em que o produto ¢ colocado nas
condigdes de estabilidade e que ndo devera ultrapassar os 90 dias apos fabrico, foram

analisadas por HPLC-DAD quanto ao seu contetido de THC e CBD.

Os estudos de estabilidade em produtos farmacéuticos tém como finalidade fornecer
evidéncias sobre a qualidade de uma substancia ativa ou produto ao longo do tempo,
sendo este sujeito a diferentes fatores ambientais tais como a temperatura, a humidade e
a exposicao a luz. A realizagdo destes estudos visa o estabelecimento de prazos de
validade e a determinagdo das condigdes de armazenamento adequadas. Nesta primeira
fase, para avaliar as condi¢cdes de conservagdo, nomeadamente a influéncia da
temperatura na concentragdo dos ativos, armazenou-se cada formulagio (25°C e 37°C)
em trés camaras climaticas diferentes durante 28 dias (T28), a 5°C + 3°C, a25°C+2°Ce
a 40°C = 2°C, com base na guideline ICH Q1(A), que determina quais os testes de
estabilidade a realizar em novas substancias e nos produtos farmacéuticos. Estas
temperaturas representam as condigdes de ensaio nas zonas climaticas [ (Zona
“Moderada”) e II (Zona “Subtropical”), na qual se inclui Portugal. Como a regido
climatica na qual o produto serd comercializado condiciona as suas condi¢des de
armazenamento, ainda existe mais 2 zonas identificadas, para abranger os paises com

temperaturas mais quentes, a zona III (“Quente e seco”) e a zona IV (“Tropical”).

Apos os 28 dias de estabilidade, e tendo em conta a guideline ICH Q6A e as normas
internas do proprio laboratorio, deve-se incluir no protocolo de estabilidade, os testes que
permitem detetar possiveis alteracdes das caracteristicas do produto, que influenciam a
qualidade/eficacia do mesmo ao longo do tempo de armazenagem, sendo trés destes
testes, o aspeto, o doseamento dos principios ativos e o doseamento das substancias de
degradacdo (CBN). A metodologia e os resultados destes ensaios ndo vao ser
apresentados, pois as formulacdes foram colocadas nas cdmaras climaticas dia 6 de
Setembro, assim, s6 poderiam ser analisadas, dia 4 de Outubro, o que significa que os
dados ndo puderam ser processados em tempo util até a data de submissdo da tese de
dissertagdo. No final, o doseamento dos canabindides ird permitir escolher qual o melhor
excipiente e a temperatura de fabrico para o desenvolvimento das formulacdes através da

comparagao entre a concentracao dos ativos na TO e na T28. Como as formulacdes
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também foram armazenadas durante 28 dias, a 5°C, 25°C ¢ a 40°C, as eventuais diferencas
nas concentragdes de THC e CBD entre a TO e a T28 também ira possibilitar escolher

qual das trés temperaturas ¢ a indicada para a sua conservacgao.

2.2.5. Desenvolvimento do método

As formulagdes TO anteriormente preparadas a temperatura ambiente (25°C) e a 37°C em
dois excipientes diferentes (B e C) foram analisadas por HPLC-DAD quanto ao seu
contetdo de THC e CBD. Como tal, pesou-se cada formulagao diretamente para um balao
volumétrico de 25 mL, tendo a sua massa sido ajustada, para uma determinada
concentragdo final de THC/CBD, concentra¢do teste, com base na concentracdo dos
canabindides presentes nos 6leos. Apos a pesagem, perfez-se o volume do balao com um
determinado solvente de extragdo, agitou-se manualmente as solucgdes e filtrou-se com
filtros de seringa estéreis. Este procedimento foi realizado em duplicado, toma 1 (T1) e
toma 2 (T2). Para determinar a concentracdo dos analitos alvo, tragou-se uma curva de
calibragdo para cada composto, concentracao (1g/mL) versus area do pico (mV.s), através
uma solu¢do-padrao, FS-CI, preparada a partir das solu¢des-stock de THC, CBD e CBN,
a uma concentragao de 1000 pg/mL, para uma concentragao de 200 pg/mL, 200 pg/mL
e 2 pg/mL, para um volume final de 1 mL e perfez-se o volume com o solvente dos

padrdes.

Segundo os métodos internos, para avaliar a adequabilidade do sistema (system
suitability), recomenda-se no minimo 6 niveis de concentracdo para as retas de calibracao,
assim o FS-CI foi injetado no sistema 6 vezes. Posteriormente, o solvente da amostra, o
solvente do padrao, as solu¢des padrao FS-CI e a FS-CI D-Check, bem como as duas
tomas da amostra foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de
onda. De acordo com as normas internas do laboratdrio, a cada 6 inje¢des de amostra, €
necessario colocar novamente no sistema o solvente dos padrdes, a solu¢do-padrao FS-
CI (D-End) e o solvente da amostra. Como foram analisadas 16 formulagdes, ou seja, no
total 32 formulagdes contabilizando as duas tomas, foi necessario colocar mais cinco
vezes cada solvente e solucdo-padrao no equipamento. As condi¢des instrumentais do
equipamento analitico utilizadas no doseamento dos canabindides sdo iguais as que foram

usadas na etapa 2.2.3. ¢ 2.2.4.
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2.2.6. Sistema de limpeza do equipamento HPLC-DAD

A preparacao do sistema de HPLC, nomeadamente a lavagem da bomba e dos seus canais
e do injetor, foi realizada da seguinte forma: primeiramente retirou-se a coluna da analise
anterior e colocou-se a unido. Posteriormente, lavou-se e purgou-se todos os canais e a
agulha do equipamento com agua durante 5 min a um fluxo de 5.0 mL/min. Ao realizar
este processo, se o sistema apresentar uma pressao constante, coloca-se a fase movel num
dos canais e repete-se 0 mesmo procedimento para esta solugdo. O proximo passo é
colocar a coluna e para a acondicionar aumenta-se gradualmente o fluxo da fase movel

até chegar ao fluxo pretendido, monitorizando sempre a pressao do equipamento.

2.2.7. Validacao do método

Os dois extratos que foram usados como substincias ativas nas formulac¢des, foram
importados da Colombia e devido a um atraso bastante alargado nao foi possivel realizar
a ultima parte deste projeto de dissertagdo, a validacdo do método analitico, no prazo
inicialmente previsto. Antes da metodologia ser aplicada nas andlises de rotina do LEF,
¢ necessario validar alguns parametros, segundo as diretrizes europeias como a guideline
ICH Q2 e a EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2°* da EMA, tendo também
em consideragdo as normas internas do proprio laboratério. Os pardmetros de validagao
anteriormente mencionados incluem: a seletividade, a gama de trabalho, a linearidade, o
limite de dete¢do (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ), a exatiddo, a precisdao
(repetibilidade do sistema, repetibilidade da analise e precisao intermédia), o estudo da
filtracdo e a estabilidade das solucdes e do sistema. Posteriormente, o préximo passo € a

otimizagdo do processo de fabrico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Formulag6es galénicas a base de canabis

A avaliacdo da solubilidade ¢ um dos pardmetros de grande relevincia para o
desenvolvimento farmacéutico. No caso dos API destas formulacdes, como apresentam
uma solubilidade muito reduzida em agua e sao lipofilicos, a primeira etapa antes de se
proceder ao desenvolvimento galénico em larga escala ¢ testar a solubilidade do produto
em varios excipientes, sendo que estes t€ém de permitir a sua solubilizagdo e posterior
administracdo. Como tal, as formulacdes foram testadas em 3 veiculos diferentes. Os
resultados obtidos encontram-se na figura 5, 6 ¢ 7 e pode-se observar a formac¢ao de um
precipitado no excipiente A (figura 5) em todas as preparagdes, contudo, este fendmeno
ndo ocorreu no excipiente B (figura 6) nem no excipiente C (figura 7). O veiculo A, um
surfactante liquido ndo idnico dispersivel em agua, quando interage com duas moléculas
muito lipofilicas, nomeadamente os dois principais fitocanabinoides, o THC e o CBD,
leva a formagdo de um precipitado em meio aquoso, o que releva a incompatibilidade
entre o excipiente e os varios componentes da formulacdo, o que consequentemente

inviabiliza a sua utilizacdo nos produtos.

Figura 5: Formulagdes a base de canabis desenvolvidas no excipiente A. Da esquerda para a direita, o
primeiro baldo representa a formulagdo de CBD (1A) a uma determinada concentragdo e os trés restantes
sdo as formulagdes desenvolvidas a trés concentragdes diferentes de THC e CBD (2A, 3A, 4A).
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Figura 6: Formulagdes a base de candbis desenvolvidas no excipiente B. Da esquerda para a direita, o
primeiro baldo representa a formulagdo de CBD (1B) a uma determinada concentragdo e os trés restantes
sdo as formulagdes desenvolvidas a trés concentracdes diferentes de THC e CBD (2B, 3B, 4B).

Figura 7: Formulagdes a base de canabis desenvolvidas no excipiente C. Da esquerda para a direita, o
primeiro baldo representa a formulagdo de CBD (1C) a uma determinada concentragéo e os trés restantes
sdo as formulagdes desenvolvidas a trés concentragdes diferentes de THC ¢ CBD (2C, 3C, 4C).
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2. Estudos preliminares

Os dados foram analisados e processados a um comprimento de onda. Para facilitar a
compreensdo e discussdo dos resultados, o comprimento de onda que se analisou os
canabinoides THC e CBD ¢ a partir de agora mencionado como A;. Este estudo preliminar
tem como finalidade avaliar a seletividade ou especificidade do método analitico, ou seja,
se este tem a capacidade de avaliar e diferenciar inequivocamente o(s) analito(s) de
interesse de outros componentes endégenos que podem estar presentes na amostra, bem
como dos solventes usados no procedimento analitico. A partir da solugao-padrao P1, foi
possivel identificar os canabindides THC e CBD através dos seus tempos de retengdo
(TR) (min) (anexo I e tabela 4), estando os cromatogramas da solucdo-padrao P1 e das

amostras presentes nos anexos II e na figura 8, respetivamente.

Tabela 4: Tempo de retenc¢do (TR) (min) dos compostos THC ¢ CBD nas amostras 1B, 1C, 2B ¢ 2C.

Substincia TR (min)
THC 8.415
IB CBD 4.622
THC 8.419
1C CBD 4.778
THC 8.310
2B CBD 4.732
THC 8.329
2C CBD 4.730

CBD - Canabidiol; THC - A°-Tetrahidrocanabinol; TR — Tempo de retengio.

250.00

1B

200.00

-4.022
4.622

12.120

— T T — — T T T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes

Figura 8: Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B e 2C ao comprimento de onda A;.
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Figura 8 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B e 2C ao comprimento de onda A;.

A comparagdo entre os cromatogramas das amostras (figura 8), dos solventes (anexo III)
e dos placebos com e sem a esséncia (anexo V), permite concluir que o método analitico
identifica os canabindides THC e CBD de outros componentes presentes na matriz. Por
fim, no cromatograma dos placebos (anexo IV), € possivel observar a presenca dos ativos,
muito possivelmente, devido a um efeito de carry over. Este efeito € um problema comum
em HPLC, e ¢ detetado através da presenca inesperada de pequenos picos correspondentes
aos compostos de interesse. Estes picos surgem quando uma amostra em branco ¢ injetada
apés a injecdo de amostras com os analitos. Assim, na etapa 2.2.7., referente ao
desenvolvimento do método analitico, para evitar contaminagdes, deve-se injetar

primeiro os placebos no sistema.
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3. Desenvolvimento do método

Para determinar as concentragdes dos fitocanabinéides THC e CBD, tragou-se duas
curvas de calibragdo, concentragdo (ug/mL) vs area do pico (mV.s), para cada composto
(figura 9 e 10). Segundo as normas internas do LEF, a determinacao da linearidade através
da acuidade visual, do coeficiente de determinagdio (R?) e do grafico de residuos s6 se
aplica na validacdo do método, contudo as duas retas apresentam um R? de 1.00 (tabela
5). Apesar das guidelines da EMA nio referirem qual o valor minimo aceite para o R?, a
guideline de referéncia na area forense, Guidance for the validation of analytical methodology
and calibration of equipment used for testing of illicit drugs in seized materials and biological
specimens, da UNODC menciona que um alto coeficiente de determinacdo de 0.99 ¢
frequentemente usado como um critério para avaliar a linearidade. As areas (mV.s) e as
concentragdes (ng/mL) usadas para as retas de calibragdo para o THC e CBD encontram-

se nos anexos V e VI, respetivamente.
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Figura 9: Curva de calibracdo, concentracao (ng/mL) versus area do pico (mV.s), para o THC.
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Figura 10: Curva de calibragdo, concentragdo (pug/mL) versus area do pico (mV.s), para o CBD.

Tabela 5: Equacdo das retas de calibracio e respetivos coeficientes de determinagdo (R?).

Curva de calibracio Equacao R?
THC y=251x107X R2=1.00
CBD y=2.50x 107X R2=1.00

CBD - Canabidiol; R? — Coeficiente de determinagiio; THC - A°-Tetrahidrocanabinol.

Apesar de ndo se determinar a linearidade no desenvolvimento do método, o que vigora

no LEF ¢ a avaliacdo da adequabilidade do sistema (system suitability). O teste a

adequabilidade do sistema ¢ uma parte que integra muitos procedimentos analiticos,

sendo considerado uma qualificagdo do desempenho, onde se testa caracteristicas

relacionadas ao equipamento, ao sofiware (integragdo de cromatogramas) e ao método

analitico. O objetivo deste teste ¢ garantir a qualidade do método e se este ¢ adequado

para um determinado propdsito. Os parametros do teste de adequacao do sistema a serem

estabelecidos para um determinado método depende do tipo de procedimento que esta a

ser validado. Neste caso, e tendo em conta, os métodos de validacdo internos pretende-se

avaliar:

e A Eficiéncia da coluna (N), a capacidade de elui¢do com o minimo de dispersdo

do analito (equacio 1);

N=16x(")? (Equaciio 1)

N = Numero de pratos tedricos
TR = Tempo de reteng@o (min)

W = Largura do pico na linha de base
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e O Fator de simetria (T), simetria do pico em relagdo ao seu eixo (equacio 2);

_ Woos

27 (Equacgao 2)

T = Fator de simetria
W05 = Largura do pico a uma altura de 5%

f= Distéancia do pico da linha central ao inicio do pico

e O Desvio do padrao relativo (RSD, %) (equag¢do 3), usado para comparar a

dispersdo ou variagao em grupos de medidas;

RSD (%) =

Xmédia
(Equacao 3)
RSD = Desvio do padrao relativo (%)
S = Desvio do padrdo

Xmédia = Média dos valores

e E arecuperagdo (R), a quantidade (em percentagem) de analito que € extraido e

passivel de ser analisado pelo sistema de medicao (equacio 4).

R (%) — Cdeterminada X 100

nominal
(Equacao 4)
R = Recuperagao (%)
Cleterminada = Concentragdo do componente determinada a partir das 6 inje¢des de solugdo-padrdo (png/mL)

Chrominal = Concentracdo da solugdo de referéncia do componente (pg/mL)

Para além destes quatro parametros, na validacdo do método também se pretende calcular
o grau de separagdo entre picos adjacentes (resolucdo, Rs), nomeadamente entre o THC
e o seu isdbmero A®-THC, bem como a menor quantidade de analito numa amostra que
pode ser quantificada, ou seja, o limite de quantificacdo (LOQ) para as impurezas
presentes nas formulacdes, o THCA, o CBDA e o CBN. Os critérios de aceita¢do da
adequabilidade do sistema usadas no desenvolvimento do método e os valores obtidos
para o doseamento dos canabindides THC e CBD encontram-se sumarizados na tabela 6,

7e8.
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Tabela 6: Critérios de aceitacdo da adequabilidade do sistema (eficiéncia, fator de simetria, RSD e
recuperacdo) para o doseamento dos canabinéides THC e CBD.

Solucio Parametros Critérios de aceitacio
Reta de calibragdo Eficiéncia >2000
FS-CI (n > 6) Fator de simetria 0.8-1.5
Area do pico, RSD (%), n> 6 <2.0%
Solugdes de contra-verificagao Recuperagao 85.0-115.0%
FS-CI D-Check
FS-CI D-End

RSD — Desvio do padrio relativo.

Tabela 7: Resultados da adequabilidade do sistema para o doseamento de THC.

THC
Solucio TR Area Eficiéncia Fator de RSD Recuperacio
(min) (mV.s) simetria (%) (%)
8.045 5047064 28704 1.38 NA
FS-CI 8.066 5048095 28888 1.39 NA
8.100 5031681 29154 1.38 NA
8.126 5020580 29626 1.38 0.32 NA
8.134 5018376 28786 1.39 NA
8.172 5009379 28968 1.39 NA
FS-CI D-Check 8.184 5121334 NA NA NA 101.832
8.137 4918494 NA NA NA 97.799
8.138 4851434 NA NA NA 96.465
FS-CI D-End 8.173 4755733 NA NA NA 94.563
8.234 4670730 NA NA NA 92.872
8.170 4586694 NA NA NA 91.201

NA — Nio aplicavel; RSD — Desvio do padrio relativo; THC - A°-Tetrahidrocanabinol; TR — Tempo de retengdo.

Antes de se introduzir as formulagdes no equipamento, ¢ necessario avaliar se os critérios
de aceitacao da adequabilidade do sistema sao cumpridos. De acordo com as tabelas 6, 7
e 8, ¢ possivel observar que todos os pardmetros estdo conforme os métodos de validagdo
internos do laboratorio, a excecdo do fator de simetria para o CBD. Este fator ¢
influenciado pelo tipo de analise e pelas condi¢des analiticas do equipamento (fase mével
ou coluna), sendo crucial na validacdo do método perceber a causa do alargamento da

base dos picos.
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Tabela 8: Resultados da adequabilidade do sistema para o doseamento de CBD.

CBD
Solucio TR Area Eficiéncia Fator de RSD Recuperacio
(min) (mV.s) simetria (%) (%)
4.543 5047121 14348 1.64 NA
FS.CT 4.558 5051699 14509 1.65 NA
4.578 4998011 14603 1.64 NA
4.598 5023856 14691 1.62 0.55 NA
4.591 4981721 14410 1.65 NA
4.632 5011582 14569 1.64 NA
FS-CI D-Check 4.641 5084688 NA NA NA 101.309
4.610 4878644 NA NA NA 97.204
4.618 4810467 NA NA NA 95.845
FS-CI D-End 4.639 4746188 NA NA NA 94.564
4.678 4628904 NA NA NA 92.228
4.630 4542748 NA NA NA 90.511

CBD - Canabidiol; NA — Nao aplicavel; RSD — Desvio do padrio relativo; TR — Tempo de retengéo.

Em relagdo ao doseamento dos canabindides THC e CBD nas amostras, cada

concentracgdo foi calculada de acordo com as seguintes equagoes:

Wamostra
Camostra = Dl— x 100

Uamostra
(Equacao 5)
Camostra = Concentracéo da amostra (pg/mL)
Woamostra = Massa da amostra (mg)
Dilamostra = Fator de dilui¢do da amostra (mL)

0 Ccomponente
C(%)= ——x100
Camostra

(Equacao 6)
C = Concentragao da amostra (%)
Ceomponente = Concentra¢do do componente determinada a partir das 6 inje¢des de solugdo-padrdo (ng/mL)

Camostra = Concentracdo da amostra (pg/mL)

53



Development of a cannabis-based formulation.
Desenvolvimento de uma formulagdo a base de candbis.

De acordo com a farmacopeia europeia, o intervalo aceite para o doseamento dos
canabindides THC e CBD ¢ de 90.0 a 110.0% do contetdo nominal indicado no roétulo
(tabela 9). Os resultados obtidos para o THC (tabela 10) estdo dentro do intervalo aceite,
a excecao dos valores 112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que correspondem as
formulagdes 2B (25°C ¢ 37°C), 3B (37°C) ¢ 4B (25°C). No entanto, as concentragdes
obtidas para o CBD (tabela 10) variam de 116.323 a 134.377, o que indica que todos os
valores estdo fora de especificacdo. Assim, as formulagdes para este canabinoide nao
obedecem aos critérios de aceitacdo definidos. As especificagdes sdo padrdes criticos de
qualidade propostos e justificados pelo fabricante e aprovados pelas autoridades

reguladoras.

Tabela 9: Intervalo de aceitacdo (%) para o doseamento dos canabindides THC e CBD no produto final.

THC e CBD
Farmacopeia europeia 90.0 2 110.0%

CBD - Canabidiol; THC - A°-Tetrahidrocanabinol.

54



Resultados e Discussdo

Tabela 10: Tempo de retengdo (TR) (min), area do pico (mV.s) e concentragdo (%) do THC e CBD nas amostras.

Formulacio Toma API Temperatura de Tempo de retenciio Area do pico Concentracao Concentracao
Fabrico (°C) (TR) (min) (mV.s) (%) Média (%)
1 CBD 4.577 2959096 118.482 118.47
1B 2 CBD 25°C 4.582 3008775 118.457
1 CBD 4.622 3025725 118.195 118.185
1B 2 CBD 37°C 4.620 2960274 118.174
1 CBD 4.643 2966320 117.131 117.025
1C 2 CBD 25°C 4.618 2972603 116.918
1 CBD 4.599 2894156 115.882 116.323
1C 2 CBD 37°C 4.592 2974526 116.764
1 THC 8.199 3144734 111.880 THC =112.011
2B CBD 25°C 4.664 3440249 133.089
2 THC 8.201 3124659 112.141 CBD =133.417
CBD 4.663 3427110 133.744
1 THC 8.203 3258811 116.614 THC =116.39
2B CBD 37°C 4.659 3459031 134.596
2 THC 8.205 3157944 116.166 CBD =134.377
CBD 4.659 3353935 134.157
1 THC 8.175 2874403 104.586 THC = 104.502
2C CBD 25°C 4.627 3019367 119.461
2 THC 8.157 2847093 104.418 CBD =119.635
CBD 4.620 3004198 119.808
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Tabela 10 (CONT): Tempo de retencao (TR) (min), area do pico (mV.s) e concentrac¢do (%) do THC e CBD nas amostras.

Formulacao Toma API Temperatura de Tempo de retenciio Area do pico Concentracao Concentracao
Fabrico (°C) (TR) (min) (mV.s) (%) Média (%)

1 THC 8.136 2988088 106.719 THC = 106.883

2C CBD 37°C 4.607 3161014 122.761
2 THC 8.127 2950765 107.047 CBD =123.137

CBD 4.605 3130989 123.512
1 THC 8.226 2764383 109.386 THC = 109.046

3B CBD 25°C 4.673 2936244 116.982
2 THC 8.221 2760830 108.705 CBD =116.679

CBD 4.665 2935581 116.376
1 THC 8.215 2962798 112.966 THC =112.739

3B CBD 37°C 4.662 3241865 124.452
2 THC 8.204 2908449 112.512 CBD =123.75

CBD 4.652 3159168 123.047
1 THC 8.206 2683650 106.723 THC = 106.651

3C CBD 25°C 4.649 5869315 117.503
2 THC 8.180 2722880 106.578 CBD =117.49

CBD 4.632 5961837 117.476
1 THC 8.155 2714014 107.074 THC = 106.295

3C CBD 37°C 4.619 5988077 116.843
2 THC 8.150 2674534 105.516 CBD =117.067

CBD 4.619 5905601 117.291
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Tabela 10 (CONT): Tempo de retencao (TR) (min), area do pico (mV.s) e concentrac¢do (%) do THC e CBD nas amostras.

Formulacao Toma API Temperatura de Tempo de retenciio Area do pico Concentracao Concentracao
Fabrico (°C) (TR) (min) (mV.s) (%) Média (%)
1 THC 8.190 5885090 113.500 THC =112.72
4B CBD 25°C 4.645 6406510 124.401
2 THC 8.167 5714109 111.940 CBD = 123.661
CBD 4.616 6231996 122.920
1 THC 8.175 5569889 109.114 THC = 108.634
4B CBD 37°C 4.638 3012995 118.857
2 THC 8.158 5499133 108.154 CBD =117.654
CBD 4.627 2940337 116.450
1 THC 8.134 5299101 103.301 THC = 103.467
CBD 4.616 3119803 122.467
4C 2 THC 25°C 8.137 5337004 103.633 CBD =122.614
CBD 4.619 3139562 122.761
1 THC 8.245 5462084 104.935 THC = 106.535
CBD 37°C 4.683 6381142 123.430
4C 2 THC 8.223 5525346 108.135 CBD =124.176
CBD 4.670 6339706 124.922

API — Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD — Canabidiol; TR -Tempo de retengdo; THC - A’-Tetrahidrocanabinol.
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A concentracao dos API no veiculo B ¢ superior a concentragdo no veiculo C (tabela 11),
a excegdo da formulacdo 3C e 4C para o canabindéide CBD. O contetido de CBD apesar
de se encontrar fora de especificacdo no excipiente C, ¢ o que mais se aproxima do
intervalo de aceitagdo descrito na farmacopeia europeia, 90.0 a 110.0%. A diferenca na
concentragcdo dos API entre os dois veiculos varia entre 2.099 a 9.507 ¢ 0.811 a 13.782
para o THC e CBD, respetivamente. Comparando os dois veiculos e de acordo com os
resultados obtidos na tabela 11, ndo € possivel estimar qual dos dois devera ser usado no
desenvolvimento das formulagdes. A escolha do excipiente s6 podera ser realizada apos
o produto final sair do periodo de estabilidade e se proceder ao seu doseamento. Contudo,
a nivel cromatografico, os cromatogramas de todas as formulagdes desenvolvidas no

veiculo C apresentam menos diversidade de compostos (figura 11).

Relativamente a temperatura de fabrico (25°C e 37°C), o resultado expectavel ¢ que as
formulagdes desenvolvidas a 37°C apresentem um decréscimo na concentragdo dos
ativos, ja que o calor leva a degradacao dos compostos THC e CBD. Este comportamento
ndo se observou para as formulagdes 2B, 2C, 3B e 4C, pois a concentragdo dos API ¢
superior nas formulagdes que foram desenvolvidas a 37°C (tabela 12). A diferenga na
concentragdo dos API entre as temperaturas de fabrico varia entre 0.356 a 4.086 e 0.285
a 9.019 para o THC e CBD, respetivamente. Comparando as temperaturas e de acordo
com os resultados obtidos na tabela 12, ndo ¢ possivel estimar qual das duas € que deve
ser aplicada na formacgdo dos dleos. A temperatura indicada s6 podera ser confirmada
apos o produto final sair do periodo de estabilidade e se proceder ao seu doseamento. A
partir dos cromatogramas ndo se observa qualquer diferenca entre as temperaturas de

fabrico, porque a temperatura so influencia a concentracao dos ativos (figura 11).

Nos anexos estdo apresentados todos os cromatogramas relativos ao desenvolvimento do
método, incluindo os cromatogramas das solu¢des-padrao FS-CI utilizadas para tracar as
duas retas de calibragdo, bem como os cromatogramas das solu¢des de contra-verificagdo

FS-CI D-Check e FS-CI D-End (Anexo VII).
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Tabela 11: Diferenca na concentracdo (%) dos API entre veiculos (B e C).

Formulacio API Temperatura de Concentracio Diferenca na

Fabrico (°C) Meédia (%) concentracao

dos API (%)

1B CBD 118.47 1.445
1C CBD 25°C 117.025
1B CBD 118.185 1.862

1C CBD 37°C 116.323

2B THC 112.011 THC =7.509
CBD 25°C 133.417

2C THC 104.502 CBD =13.782
CBD 119.635

2B THC 116.39 THC =9.507
CBD 37°C 134.377

2C THC 106.883 CBD=11.24
CBD 123.137

3B THC 109.046 THC = 2.809
CBD 25°C 116.679

3C THC 106.651 CBD =0.811
CBD 117.49

3B THC 112.739 THC = 6.444
CBD 37°C 123.75

3C THC 106.295 CBD =6.683
CBD 117.067

4B THC 112.72 THC =9.253
CBD 25°C 123.661

4C THC 103.467 CBD =1.047
CBD 122.614

4B THC 108.634 THC = 2.099
CBD 37°C 117.654

4C THC 106.535 CBD =6.522
CBD 124.176

API — Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD — Canabidiol; THC - A°-Tetrahidrocanabinol.
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Desenvolvimento de uma formulagdo a base de candbis.

Tabela 12: Diferenca na concentracao (%) dos API entre temperaturas de fabrico (25°C e 37°C).

Formulacio API Temperatura de Concentracao Diferenca na
Fabrico (°C) Meédia (%) concentracao
dos API (%)
1B CBD 25°C 118.47 0.285
1B CBD 37°C 118.185
1C CBD 25°C 117.025 0.702
1C CBD 37°C 116.323
2B THC 25°C 112.011 THC =4.379
CBD 133.417
2B THC 37°C 116.39 CBD =0.96
CBD 134.377
2C THC 25°C 104.502 THC =2.381
CBD 119.635
2C THC 37°C 106.883 CBD =3.502
CBD 123.137
3B THC 25°C 109.046 THC =3.693
CBD 116.679
3B THC 37°C 112.739 CBD =7.071
CBD 123.75
3C THC 25°C 106.651 THC =0.356
CBD 117.49
3C THC 37°C 106.295 CBD =0.423
CBD 117.067
4B THC 25°C 112.72 THC =4.086
CBD 123.661
4B THC 37°C 108.634 CBD =9.019
CBD 117.654
4C THC 25°C 103.467 THC =3.068
CBD 122.614
4C THC 37°C 106.535 CBD =1.562
CBD 124.176

API — Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD — Canabidiol; THC - A°-Tetrahidrocanabinol.
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Figura 11: Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de onda A; A
informacgao abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico (25°C,

37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A; A informagdo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C)
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A; A informagédo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A;. A informacédo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de
onda A;. A informacédo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A; A informacdo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) ¢ a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A; A informagédo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B ¢ 4C ao comprimento de
onda A; A informagédo abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico
(25°C, 37°C).
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Conclusdo

CONCLUSAO

A vplanta Cannabis sativa L. ¢ quimicamente complexa e para monitorizar a sua
composi¢ao e garantir a qualidade, a eficacia e a seguranca dos seus produtos derivados,
a extracdo e analise dos canabinoides desempenha um papel crucial. Com o objetivo de
desenvolver formulagdes a base de canabis na forma farmacéutica liquida, avaliou-se a
qualidade do produto, para posterior registo através de ACM. Realizou-se também o
estudo da estabilidade das formulagdes desenvolvidas e procedeu-se ao desenvolvimento
e valida¢ao do método por HPLC-DAD para que possa ser aplicado nas analises de rotina
do LEF para o doseamento dos canabinoéides A’-THC e CBD em amostras de 6leo a base
de canabis. No desenvolvimento das formulagdes, avaliou-se a solubilidade da matéria-
prima e observou-se a formacao de um precipitado no veiculo A, revelando assim a
incompatibilidade entre o excipiente € os varios componentes da formulagao. Em relagao
ao método analitico, este demonstrou ser seletivo. Na avaliacdo da adequabilidade do
sistema, todos os parametros estdo conforme os métodos de validagdo internos, a excecao
do fator de simetria para o CBD. Os resultados obtidos para o THC estdo dentro do
intervalo aceite, a exce¢do dos valores 112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que
correspondem as formulagdes 2B (25°C e 37°C), 3B (37°C) e 4B (25°C). No entanto, as
concentragdes obtidas para o CBD variam de 116.323 a 134.377, o que indica que todos
os valores estdo fora de especificagdo. O contetdo de CBD apesar de se encontrar fora de
especificagdo no excipiente C, € o que mais se aproxima do intervalo de aceitacao descrito
na farmacopeia europeia. No doseamento das formulacdes TO, os resultados obtidos
indicam que ndo ¢ possivel estimar qual ¢ o melhor excipiente (B, C) nem a melhor
temperatura de fabrico (25°C, 37°C) que devem ser aplicados no processo de fabrico dos
6leos.

Por fim, devido a um atraso bastante alargado na entrega dos extratos ndo foi possivel
processar os dados em tempo 1til do doseamento das formulacdes T28 e realizar a ultima
parte deste projeto, a validagdo do método analitico. Face a estes resultados € que se ird
concluir qual o melhor processo de fabrico e demonstrar a confiabilidade do método para
a determinagdo da concentracdo dos analitos. Assim, a validagdo ¢ uma etapa essencial,
ja que estes compostos estdo associados a propriedades medicinais e psicoativas, € a
minima variagdo na sua concentracao pode resultar em efeitos terapéuticos distintos, o

que consequentemente afeta a qualidade do produto.
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Anexos

ANEXOS

Anexo I (Estudos preliminares): Tempo de retengdo (TR) (min) e tempo de retengdo médio (TR médio)
(min) dos compostos THC e CBD na solucio-padrao P1.

Substincia TR (min) TR médio (min)
THC 8.393 8.409 8.401
Pl CBD 4.781 4.789 4.785
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Anexo II (Estudos preliminares): Cromatogramas da solug¢ao-padrdo P1 ao comprimento de onda A;.
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Anexo III (Estudos preliminares): Cromatogramas dos solventes ao comprimento de onda A;.
A - Solvente do padrdo P1;. B — Solvente da amostra.



Development of a cannabis-based formulation.
Desenvolvimento de uma formulagdo a base de candbis.

mAl
o
o
o
o
LT

T T T
14.00 16.00 18.00 20.00

250.00
B

T T L s B e ey s B Y AL R e s
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Minutes

Anexo III (Estudos preliminares, CONT): Cromatogramas dos solventes ao comprimento de onda A;.
A— Solvente do padrdo P1; B — Solvente da amostra.
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Anexo IV (Estudos preliminares): Cromatogramas dos placebos ao comprimento de onda A;.
A — Veiculo B; B — Veiculo C; C — Veiculo B com a esséncia; D — Veiculo C com a esséncia.
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Anexo IV (Estudos preliminares, CONT): Cromatogramas dos placebos ao comprimento de onda A;.
A — Veiculo B; B — Veiculo C; C — Veiculo B com a esséncia; D — Veiculo C com a esséncia.

Anexo V (Desenvolvimento do método): Tempo de retengdo (TR) (min) e area do pico (mV.s) usadas
para a reta de calibracdo do THC.

THC
Solucao-padrao Tempo de retenciao (TR) Concentracao Area
(min) (ng/mL) (mV.s)
FS-CI 8.045 0.201 5047064
FS-CI 8.066 0.201 5048095
FS-CI 8.100 0.200 5031681
FS-CI 8.126 0.200 5020580
FS-CI 8.134 0.200 5018376
FS-CI 8.172 0.199 5009379

Anexo VI (Desenvolvimento do método): Tempo de retengdo (TR) (min) e area do pico (mV.s) usadas
para a reta de calibracdo do CBD.

CBD
Solucao-padrao Tempo de retencio (TR) Concentracio Area

(min) (ng/mkL) (mV.s)
FS-CI 4.543 0.201 5047121
FS-CI 4.558 0.201 5051699
FS-CI 4.578 0.200 4998011
FS-CI 4.598 0.200 5023856
FS-CI 4.591 0.200 4981721

FS-CI 4.632 0.199 5011582
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Anexo VII (Desenvolvimento do método): Cromatogramas das solu¢des-padrio ao comprimento de onda
A1 A - FS-CI; B — FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End.
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Anexo VII (Desenvolvimento do método, CONT): Cromatogramas das solu¢des-padrao ao comprimento
de onda A;. A - FS-CI; B — FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End.
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Anexo VII (Desenvolvimento do método, CONT): Cromatogramas das solugdes-padrao ao comprimento
de onda A;. A - FS-CI; B — FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End.



