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1. INTRODUCAO:

A Cannabis (Cannabis sativa L.) é uma planta rica em metabdlitos que sdo produzidos para sua
autodefesa contra agressores externos (Hiebert-Giesbrecht; Torres-Calzada; Wishart, 2023). Dentre a
ampla variedade de componentes quimicos, 0s mais importantes sdo o A°-tetrahidrocanabinol (THC), em
maior abundancia na planta; o canabidiol (CBD), segundo constituinte em maior abundéncia (Alexander,

2016) e o cannabigerol (CBG), presente em menor quantidade (Jastrzab et al., 2022).

Atualmente a Cannabis tem sido utilizada para o tratamento de diversas condi¢cdes, como a
epilepsia, dores cronicas, nduseas, entre outros disturbios. Além disso, o THC e CBD apresentaram
atividade antioxidante, sugerindo uma atuacdo neuroprotetora (Hampson et al., 1998), bem como
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Streptococcus

pneumoniae (Blaskovich et al., 2021).

No Brasil, atualmente, estdo disponiveis apenas 6leos contendo canabinoides em concentracfes
variadas. E importante lembrar que o THC tem restricdes de comercializacdo (BRASIL, 2019). Os 6leos
contendo CBD sdo, preferencialmente para administragdo oral. No entanto, a adesdo do paciente ao
tratamento pode ser comprometida devido as propriedades organolépticas desagradaveis do produto
(Baratta et al., 2021).

O objetivo deste projeto de pesquisa é preparar emulsdes 6leo-em-agua (O/A) a base de CBD. Essa
abordagem é considerada uma alternativa promissora para oferecer aos pacientes alternativas terapéuticas
mais confortaveis, uma vez que a fase continua da formulacdo pode encobrir e mascarar o sabor e o odor

caracteristicos do 6leo.

2. METODOLOGIA:
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2.1.  Avaliacdo da atividade antioxidante por DPPH

O método foi adaptado de Pires et al., (2017), consistindo na avaliacdo da capacidade que a
substancia analisada tem em reduzir o radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil). Para tal, foram
preparadas seis concentracdes distintas da solu¢cdo metanolica do extrato de CBD, que foram misturadas
com solucdo metandlica de DPPH (0,34 ug/mL). A placa foi incubada em penumbra durante 30 minutos
e analisada por espectrofotometria a 517 nm. A leitura do branco consistiu na mistura da amostra em
metanol. A reacdo foi feita em triplicata e o resultado expresso em ICso, que expressa a quantidade
necessaria de extrato para reduzir em 50% o radical DPPH, e em porcentagem de atividade antioxidante,

calculado segundo a Equagéo 1:

(Abs Controle DPPH - Abs amostra) x 100

%AAO = Abs Controle DPPH (l)

2.2. Flavonoides totais

O método foi adaptado de Alves e Kubota (2013). Inicialmente, uma curva padrdo de quercetina
foi preparada nas concentragdes de 0, 5, 10, 20 e 40 pg/mL. Para 0 ensaio com a amostra, uma solucao
metandlica de CBD (5 mg/mL) foi diluida em cloreto de aluminio (AICI3). A reacdo foi feita em triplicata,
incubada durante 10 minutos e analisada por espectrofotometria a 425 nm. A quantidade de fendlicos

totais foi determinada por equivaléncia de quercetina (ug/mg).

2.3. Avaliacio da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato rico em CBD foi analisada através da CIM, utilizando as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATTC
33591). Para isso, os microrganismos foram cultivados 24 horas antes em meio Agar Triptona de Soja
(ATS) a 37°C, e o in6culo foi suspenso em Agar Muelle-Hinton Broth (MHB). Para a determinacdo da
CIM, foi feita diluicdo seriada da solugédo estoque dos extratos (1 mg/mL) em placa de 96 pocos contendo
MHB. O procedimento foi feito em triplicata. Foi feito o controle positivo e negativo, contendo apenas
meio de cultura e metanol como diluente. Tanto a placa de teste, quanto a de controle foram incubadas a
37 °C durante 24 horas e coradas com risazurina. Os testes com cada microrganismo foram feitos em

duplicata em experimentos independentes.

2.4. Preparo de emulsio O/A
O oleo foi preparado solubilizando o extrato de CBD em azeite de oliva na concentracdo de 24

mg/mL. Foram preparadas duas formulagdes de emulses O/A diferentes, denominadas de emulsdo A e
B, sendo adaptadas do método de Baratta e colaboradores (2022). Para ambas as formulac6es, foram

preparadas a fase aquosa e a fase oleosa separadamente, tendo sua composi¢éo descrita na Tabela 1. Ao
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final, ambas as fases foram vertidas uma na outra, homogeneizadas em ultra-turrax e submetidas ao teste
de pré-estabilidade, sendo centrifugadas a 3.000 RPM durante 30 minutos. As formulagdes foram
submetidas a anélises de viscosidade utilizando um viscosimetro rotacional, além de avaliagdes de pH e

aspecto fisico. Todos os parametros foram analisados em triplicata e realizados em temperatura ambiente.

Tabela 1: Composi¢do das emulsdes A e B.

Emulsdo A Emulsédo B
Composicéo Quar(;u)dade Composicéo Quar(gl)dade
Poloxamer P407 4 Poloxamer P407 1
Lecitina de soja 2 Lecitina de soja 3
Fase Benzoato de sédio 0,09 Benzoato de sédio 0,06
aquosa
Glicerina 2 Glicerina 2
Agua ultra Agua ultra
purificada q.5.p. 30 purificada q.5.p. 20
Oleo de CBD 2 Oleo de CBD 2
Fase Tocoferol 0,01 Tocoferol 0,01
oleosa )
Alcool cetearilico 1,4

Fonte: Autoria propria.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO:
3.1.  Atividade antioxidante usando DPPH

Os resultados da porcentagem de atividade antioxidante estdo apresentados na Tabela 2, onde é

possivel notar que a atividade antioxidante foi proporcional a concentracdo do extrato de CBD.

Tabela 2: Atividade antioxidante em cada concentracdo da amostra.

Concentracdo (mg/mL) %AA0
0,5 19,35
1,5 32,45
4,5 44,76
7,5 73,01
10,5 79,83
13,5 86,11

Fonte: Autoria propria.

O potencial antioxidante também foi avaliado através da 1Cso. Neste caso, os valores foram
submetidos analisados em programa estatistico (GraphPad Prism 5), em que a atividade antioxidante foi
correlacionada com o logaritmo das concentragdes de extrato bruto (Chen; Bertin; Froldi; 2013). Com
isso, foi obtido uma ICso de 5,672 mg/mL. Esses resultados estdo de acordo com dados presentes na
literatura, tendo a sua atividade antioxidante justificada pela presenca de grupos fenolicos no extrato

capazes de reduzir o radical DPPH, resultando em uma menor ICso (Hacke et al., 2019).
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3.2. Teor de flavonoides totais
Através da curva padrdo de quercetina, foi obtida a equacdo da reta Y = 0,0605x + 0,0127 com um

coeficiente de correcdo (R?) de 0,9983. Com isso, obteve-se um valor de 11 + 0,1 ug equivalentes a
quercetina por mg de flavonoides em uma concentracdo da amostra de 0,5 mg/mL. O contetido de
flavonoides no extrato de CBD ja era esperado, uma vez que diferentes compostos dessa classe ja foram

identificados na Cannabis sativa L., sendo relatados previamente na literatura (Baron, 2018).
3.3. Atividade antimicrobiana

O extrato de CBD apresentou resposta eficiente contra cepas Gram-positiva de S. aureus e S.
aureus resistente a meticilina (SARM), tendo CIM de 2 pg/mL. As placas de SARM apresentaram
crescimento em alguns pocos devido a uma possivel contaminacdo durante o procedimento. Estudos
anteriores demonstraram que essa atividade contra cepas Gram-positivas estd associada a presenca de
grupos fenolicos como o resorcinol na estrutura do canabinoide testado (Martinenghi et al., 2020). Em
relacdo as placas controle, todas apresentaram bom crescimento dos microrganismos, ndo demonstrando
prejuizos na presenca de diluente e metanol. J& no controle negativo, apenas uma das placas apresentou

crescimento em pocos aleatérios, sendo resultado provavel de uma contaminagdo durante o procedimento.

3.4.Teste de pré-estabilidade e caracteristicas fisicas das emulsdes

N&o houve separacdo de fases em ambas as emulsdes apds a centrifugacdo, mantendo aspecto
homogéneo quando armazenado em temperatura ambiente. A anélise com viscosimetro resultou em
viscosidade média de 11,3 + 1,75 cP para a emulsdo B. J& a emulsdo A atingiu o limite maximo da
viscosidade do aparelho. Essa alta viscosidade contribui para a estabilidade observada apos a
centrifugacdo. Em relacdo ao pH, a emulsdo A apresentou um valor médio de 6,84 + 0,03, enquanto a
emulsdo B apresentou um valor médio de 6,59 + 0,02.

Quanto ao aspecto fisico (Figura 1), ambas as
emulsdes apresentaram homogeneidade das fases, sem
indicios de separacdo. A emulsdo B apresentou coloragdo
amarelada mais intensa em comparagéo a emulsao A, devido
a maior quantidade de lecitina de soja utilizada na
formulagdo. Ambas apresentaram um leve odor de azeite de

oliva.

Figura 1: Emulsdes A e B.
Fonte: Autoria propria.
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4, CONCLUSOES:

Os testes preliminares da estabilidade indicam que as emulsées a base de CBD tém bom potencial
em manter as suas caracteristicas ao longo do tempo, sem apresentar sinais de separacao de fases. Além
disso, as propriedades antioxidantes e antimicrobianas observadas ressaltam a diversidade de aplicagoes
do CBD, abrindo novas oportunidades para o desenvolvimento de formulag6es inovadoras.
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