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Introducere

Datoritd prezentei unor suplimente alimentare pe piata farmaceuticd romaneasca si
internationala pe baza de canabinoizi (CB), a crescut interesul fatd de utilizarea acestora.
Utilizarea medicala a canabinoizilor si in special a fitocanabinoizilor, a fost una dintre temele
cele mai atractive ale cercetarii medico-farmaceutice din ultimii ani, pe zi ce trece acesti
compusi castigand din ce Tn ce mai mult teren.

Principalul compus activ din plantd este A-9-tetrahidrocanabinolul (A-9-THC),
responsabil in mare parte de efectele psihoactive care au facut celebrd canepa indiana.
Canabidiolul (CBD), este un alt compus important obtinut din Cannabis sativa L., cu un
potential terapeutic ridicat, care ar putea aduce o noua sperantd pacientilor cronici ce sufera de
dureri, inflamatii, epilepsie, tulburari de somn, scleroza multipld, anorexie, schizofrenie sau
cancer. CBD a fost izolat pentru prima data in 1940, iar structura si stereochimia acestuia au
fost elucidate in 1963. CBD este disponibil intr-un numar tot mai mare de forme
farmaceutice, dar cel mai cunoscut este uleiul de CBD, care in doar cativa ani, a devenit
extrem de popular la nivel mondial [1].

CBD poate fi gasit In multe produse farmaceutice si formulari cosmetice comercializate
pe Internet sau in diferite magazine. Pentru unele produse, nu existd o certitudine privind
puritatea uleiului de CBD, astfel incat uleiurile comerciale sunt de fapt un amestec de CB si nu
contin CBD pur. Ele sunt amestecate in uleiuri comestibile obisnuite, cum ar fi ulei de floarea
soarelui, ulei de masline sau ulei de seminte de canepa pentru a obtine asa-numitul ulei cu CBD.

Tema tezei de doctorat abordeaza subiectul analizei continutului in CB a unor
suplimente alimentare comercializate online, dar si determinarea eficacitatii acestora pe modele
de farmacologie experimentala. Aceastd idee a plecat de la faptul ca un sondaj din 2017 a
raportat ca analiza a 84 de produse cu continut de CB, achizitionate online a aratat ca din toate
produsele examinate, numai 26 au fost etichetate corespunzator referitor la concentratia in CBD
in conformitate cu normele Food and Drug Administration. Mai mult decat atat, s-au raportat
cazuri de intoxicatie pediatrica cu THC, la pacientii care au ingerat produse pe baza de CBD,
semnaland astfel necesitatea adoptarii unei legislatii si a unui statut juridic clar cu privire la
comercializarea acestor produse.

Intrucat aceste produse nu sunt controlate suficient, iar consumatorii nu poseda mijloace
pentru analiza compozitiei chimice, acestia pot cumpara accidental diverse forme farmaceutice
cu continut de CB cu proprietéti nedorite, care vor duce la aparitia unor efecte adverse (tinand

cont de paleta larga de actiuni farmacologice ale acestor substante active).



Plecand de la aceste considerente, obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

1. Evaluarea calitatii produselor care contin CB, prin dezvoltarea mai multor metode:
TLC, cromatografia de lichide de ultra inalta performanta (UHPLC) cu detectare ultraviolet
(UV) si metoda cromatografiei lichide de inalta performanta-spectrometrie de masa (LC-
MS/MS).

Deoarece planta de Cannabis este predispusa la boli, daunatori, ciuperci si infectii
bacteriene, s-a dezvoltat o procedura analitica care poate detecta pesticidele din probe (aceasta
datorita faptului ca in special in tarile si statele in care este legalizat consumul, cultivatorii sunt
mai tentati sa utilizeze stimulatori de crestere si pesticide pentru a creste randamentul de
cultivare).

2. Evaluarea eficacitatii produselor studiate in experimente non-clinice prin corelarea
dozelor eficace citate 1n literaturd pentru un anumit efect farmacologic si continutul declarat in
CBD pentru fiecare produs investigat. S-au utilizat doua modele farmacologice: inducerea
convulsiilor tonico-clonice prin aplicarea electrozilor auriculari la soarece si inducerea durerii
neuropate prin administrarea de paclitaxel la sobolan.

3. Obtinerea unor forme farmaceutice cu continut de CB, destinate utilizarii topice, in
patologii cronice cu componentd inflamatorie. Acest obiectiv s-a concretizat prin realizarea unei
metode de combinare a uleiului de CBD cu biopolimerul chitosan (CS).

4. Testarea eficacitatii emulsiei CBD-CS pentru reducerea inflamatiei prin administrarea
topica la sobolani cu inflamatie indusa cu ajutorul adjuvantului Freund.

Teza se incheie cu concluzii generale si prezentarea contributiilor originale, a

perspectivelor de dezvoltare ulterioara, lista de lucrari si a referintelor bibliografice.

I. Partea generala

1. Sistemul endocanabinoid

ECS este un sistem neuromodulator care joaca roluri cheie in mentinerea si modularea
proceselor fiziologice in care sunt implicate sistemul nervos central (SNC), activitatea
endocrind, sistemul reproductiv, sistemul cardiovascular si mentinerea homeostaziei
organismului, acestia actionand ca o punte chimica intre corp si minte [2].

ECS este un constituent biologic important pentru supravietuirea organismului si include
receptorii CB, endocanabinoizii (eCBs) (liganzii lor lipidici), enzimele metabolice si alte

proteine care regleaza nivelurile tesuturilor de eCBs conform fig. 1.1.
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Fig. 1.1. Sistemul endocanabinoid, adaptat dupa de Melo Reis si colab., 2021, creat cu
BioRender.com [3]

Initial s-a afirmat despre CB, faptul ca produc efecte fiziologice prin interactiuni
nespecifice cu membrana celulara. La sfarsitul anilor 80 ai secolului trecut, cercetdrile realizate
pe modele animale au condus la descoperirea receptorilor CB, receptorul CB, descoperit in anul
1988 de catre William Devane si Allyn Howlet [4] si receptorul CB, descoperit in anul 1993 de
catre Sean Munro si colab. [5].

Receptorii CB cuplati la proteina G, apartin familiei A de receptori, cu 7 domenii
transmembranare, specific catre grupul Gi/o (Gi 1, 2, 3; GO 1, ») [6]. Acestia sunt responsabili
pentru majoritatea efectelor fiziologice ale ECS, fiind localizati atat la nivelul SNC cat si in
periferie. Asemanarea receptorilor CB, si CB; este de 68% intre domeniile transmembranare si,
44% per total, fiind similari in raport de 97-99% la om si soareci [7]. Receptorii CB sunt activati
de trei grupuri de liganzi: eCBs, fitocanabinoizii (THC, CBD) si canabinoizii sintetici
(WIN55,212-2, 2-metil -2'-F-anandamida (Met-F-AEA), JWH-015, HU-210, HU-331). CBi se
leaga reversibil si stereoselectiv de receptorii CB.

Ambii receptori CB, si CB,, sunt membri ai familiei GPCR si sunt cuplati la toxina
pertussis. Cea mai mentionata cale este cuplarea cu proteina Gi/o, o (PTX) -sensibila care poate

inhiba adenilat ciclaza (AC) si formarea adenozin monofosfatului ciclic (AMPc), insa poate



intensifica formarea de AMPc la cuplarea cu proteina Gs, atunci cand este simultan activat in
neuronii, fenomen cunoscut drept heterodimerizare [8].

Dezechilibrele in ECS au ca rezultat afectarea diferitelor procese fiziologice endogene,
aparitia fenomenelor neuroinflamatorii, sau efecte imunomodulare, motiv pentru care ECS este
implicat in diferite patologii neurodegenerative precum boala Alzheimer (AD), boala Parkinson
(PD), boala Huntington (HD) si scleroza multipla (SM) [9], [10], [11], dureri cronice si
inflamatorii [12], afectiuni oncologice [13], [14], greata, varsaturi [15], obezitate [16], epilepsie
[17], glaucom, astm [18], tulburari de dispozitie [19], [20].

Corpul uman are eCBs, in special AEA si 2-AG, care pot activa fie CB,, fie CB.. Pe langa
CB; si CB,, 2-AG si AEA pot lega si alte proteine transmembranare, inclusiv receptorul cuplat
cu proteina G55 (GPR55), receptori nucleari (PPAR v) si receptorul tranzitoriu potential de tip
vaniloid de tip 1 (TRPV1). TRPV1 este un receptor neselectiv de canal cationic, fiind tinta
naturald a capsaicinei, distribuit in terminatiile periferice si centrale ale neuronilor senzori
neuroni. TRPV1 a fost sugerat ca o tinta potentiala pentru dezvoltarea de agenti antinociceptivi,

antiinflamatori si agenti antiepileptici [21], [22].
2. Utilizarea canabinoizilor in terapia farmacologica

Planta Cannabis sativa L., este o specie dioica apartindand familiei Cannabaceae,
originara din Asia Centrald, cu o istorie indelungata. Primele date cu privire la utilizarea acestei
plante, dateaza din 2500 1.Hr. [23].

Cele doua componente neuroactive majore din plantele de Cannabis sunt: principalul
compus psihoactiv, THC-ul si compusul non-psihoactiv, CBD [24].

In prezent, CBD este utilizat ca ingredient activ in doua preparate aprobate de autorititile
de reglementare: Epidiolex® - solutie oralad (contine doar CBD) si Sativex® - spray oromucosal
(contine atat CBD, cat si THC) [25], [26], [27]. Statutul legal al canabisului este diferit de la o
tard la alta, deoarece exista téri in care se afla THC si CBD sunt clasificate in aceeasi clasa de
substante interzise in timp ce in alte tari produsele cu CBD sunt legale [28].

Dovezile cu privire la diferitele aplicatii terapeutice ale CBD au fost trecute in revistd de
Pisanti si colab. (2017) si se regasesc in tabelul 2.1.

Devin interesante interactiunile fitocanabinoizi-terpenoide care ar putea produce
sinergism in ceea ce priveste tratamentul durerii, inflamatiei, depresiei, anxietatii, dependentei,
epilepsiei, cancerului, infectiilor fungice si bacteriene. Sinergismul fitocanabinoid-terpenoida,

creste probabilitatea unor dezvoltari de noi produse terapeutice [29].



Tabel 2.1. Prezentare generala a afectiunilor pentru care CBD poate avea beneficii

terapeutice preluate de la Pisanti si colab (2017), [30]

Afectiunea

Efecte

Boala Alzheimer

Antinflamatorii, antioxidante, antiapoptotice ale raspunsurilor
neuroinflamatorii si neurodegenerative in modele in Vvitro si in vivo

Boala Parkinson

Atenuarea insuficientei dopaminergice in vivo; neuroprotectie;
imbundtatirea ratingului psihiatric si reducerea agitatiei si a
comportamentului agresiv la pacienti.

Scleroza multipla

Antinflamatorii si imunomodulatoare, Semne imbunatatite la soareci

Boala Huntington

Neuroprotectoare si antioxidante la soareci; nu exista diferente
clinice semnificative la subiecti umani

Leziuni ischemice

Efecte neuroprotectoare pe termen scurt; inhibarea citotoxicitatii,
stresului oxidativ si inflamatiei in vitro si la modelele de rozatoare.

Efect analgezic la pacientii cu durere neuropata rezistenta la alte

Durere tratamente.
Atenuarea modificarilor comportamentale si gliale in modelele de
Psihoza schizofrenie pe animale; proprietati anti-psihotice asupra
simptomelor induse de ketamina
Reducerea tensiunii musculare, neliniste, oboseald, probleme de
Anxietate concentrare, imbunadtatirea interactiunilor de anxietate si stres sociale
la modelele de pe rozatoare; anxietate sociala redusa la pacienti.
Depresie Efect antidepresiv in depresie la rozatoare.
Actiuni antiproliferative si anti-invazive intr-0 gama larga de tipuri
Cancer de cancer; inducerea mortii celulelor canceroase mediata de
autofagie; efecte chemopreventive
Greatd Suprimarea gretii

Boli inflamatorii

Proprietati antiinflamatorii in mai multe modele in vitro si in vivo;
inhibarea citokinelor si cdilor inflamatorii

Artrita reumatoida

Inhibarea TNF-a intr-un model animal

Infectii

Antibacterian impotriva Staphylococcus aureus rezistent la
meticilina

Boala inflamatorie

intestinala si boala
Crohn

Inhibarea recrutarii macrofagelor si a secretiei de TNF-a in vivo;
reducerea indicelui de activitate a bolii la pacientii cu boala Crohn.

Boli Reducerea dimensiunii infarctului prin proprietati anti-oxidante si
cardiovasculare antiinflamatorii in vitro si in vivo
Complicatiile C . . ) .
omplicat Atenuarea fibrozei si disfunctie miocardice
diabetului > ;

Pana acum, au fost dezvoltate doar cateva formulari medicamentoase diferite. Sativex®
—amestecul THC si CBD (1:1), primul medicament eliberat pe retetd pe bazd de canabis ca
tratament al sclerozei multiple (SM) si combaterea spasticitatii [31].

In prezent sunt comercializati doi agonisti CB sintetici, Marinol® (Dronabinol, sintetic

A9-THC) si Cesamet® (Nabilone, analog sintetic al A9— THC). Dronabinolul este utilizat ca



stimulent al apetitului la pacienti cu sindrom SIDA si pentru greata si varsaturile asociate
tratamentelor oncologice.

Rimonabant® a fost primul antagonist selectiv al receptorilor CB, dezvoltat ca un agent
anti-obezitate care suprima pofta de mancare. Nu a fost aprobat niciodata in SUA, a fost retras
oficial de catre Agentia Europeand pentru Medicamente (EMA) in 2009 din cauza efectelor
secundare, care au inclus simptome neurologice si psihiatrice, inclusiv anxietate, depresie,
anxietate, convulsii, greata si comportament suicidar [32].

Pe piatd exista un singur medicament pe bazd de CBD purificat, si anume Epidiolex®.
Cu toate acestea, datoritd farmacocineticii nesatisfacatoare a administrarii CBD-ului pe cale

gastroenterica, este necesara dezvoltarea alternativelor.
3. Statutul juridic al canabidiolului

La nivel mondial, utilizarea preparatelor derivate din planta de Cannabis in domeniul
medical au o istorie indelungata. In secolul XX, consumul a devenit limitat pana in 30 martie
1961, cand planta de Cannabis si CBi au fost clasificati in Conventia unica a ONU, drept
substante fard uz medical. In ultimii ani, insi interesul pacientilor cu privire la utilizarea CB-
lor a crescut [33].

La mijlocul anilor 1990 in mai multe state americane au fost adoptate referendumuri prin
care s-a legalizat consumul de canabis pentru pacienti cu SM si afectiuni oncologice in stadiu
terminal.

La inceputul secolului XXI, Israelul (2001), Tarile de Jos (2003), Elvetia (2011), Cehia
(2013), Australia (2016) si Germania (2017) au autorizat utilizarea in scopuri medicale a
canabisului in conditii speciale. In decembrie 2017, Organizatia Mondiald a Sanatditii (OMS)
a recomandat ca cel putin CBD sd nu mai fie consideratd o substantd controlatd la nivel
international.

In Europa, ultima versiune a legislatiei privind canabisul a demonstrat ci utilizarea
medicamentelor pe bazi de canabis este foarte reglementati. In niciuna dintre tirile UE nu a
fost autorizat fumatul de canabis in scopuri medicale. Pana in prezent, Sativex® si Epidiolex®
sunt medicamentele pe baza de canabis care contin CBD si care pot fi prescrise pacientilor [34].

Lanivel global, in peste 40 de tari au fost aprobate programe medicale pe baza de canabis.
Legalitatea CBD-ului nu este o notiune clara la nivel mondial. Masura Canadei de a legaliza
canabisul in octombrie 2018 evidentiaza in continuare necesitatea unei solutii rapide cu privire

la statutul juridic al CB-lor [35], care este diferit de la o tara la alta, deoarece exista tari in care



THC-ul si CBD-ul sunt clasificate in aceeasi clasa de substante interzise, in timp ce 1n alte tari

produsele care contin CBD sunt legale [36].

I1. Contributii personale

4. Ipoteza de lucru si obiective generale

Scopul acestei lucrari a fost acela de a dezvolta metode noi de analize fizico-chimice
pornind de la cele deja existente in literatura de specialitate pentru a obtine in final metode de
cuantificare rapide si eficiente a CB-lor.

Conform informatiilor obtinute din datele furnizate de literatura de specialitate,
prezentate in capitolele 1-3 ale acestei teze, CB prezinta numeroase potentiale efecte
farmacologice si utilizari terapeutice. Cercetarile din aceasta lucrare au constat in caracterizarea
fizico-chimica si farmacologica a unor compusi farmaceutici cu continut in CB si crearea unor
combinatii intre CS si ulei CBD. Prin combinatia dintre CS, un biopolimer, regenerabil cu
aplicatii biomedicale si CBD, se pot obtine emulsii cu stabilitate bund si farmacocinetica
adecvata, ce pot constitui o baza pentru crearea de noi forme farmacologic active. Membranele
obtinute pot reprezenta o aplicatie farmaceuticd, iar acestea pot intra in terapeutica, dupa
efectuarea unor noi serii de teste si studii preclinice si apoi clinice.

Obiectivele generale propuse pentru realizarea tezei sunt:

1. Dezvoltarea unor metode de cuantificare a principalilor CB din uleiurile cu continut
declarat de CBD.

2. Utilizarea tehnicii LC-MS/MS pentru testarea pesticidelor in produse care contin CB.

3. Dezvoltarea unei metode aplicind o tehnica cromatografica de lichide de ultra inalta
performanta (UHPLC) - cu detector cu sir de fotodiode (PDA), metoda rapida pentru
identificare si cuantificarea CB-lor din uleiurile de canepa.

4. Evaluarea efectului anticonvulsivant a trei uleiuri de canepad cu concentratii diferite de
CBD.

5. Evaluarea efectului antihiperalgic in durerea neuropatd pentru trei uleiuri vegetale cu
concentratii diferite de CBD.

6. Obtinerea de membrane prin combinatii ale uleiului CBD cu biopolimerul CS, pe principiul
,,green-technology’’.

7. Evaluarea eficacitatii emulsiei CBD-CS intr-un model animal pe sobolani cu inflamatie

cronica indusa cu ajutorul adjuvantului Freund complet.



5. Metode de cuantificare a principalilor canabinoizi din uleiurile cu

continut de canabidiol

5.1. Analiza canabinoizilor prin cromatografia pe strat subtire

Studiul de fata a avut ca obiectiv o metoda pentru detectarea CB-lor folosind TLC, scopul
final fiind analiza preliminara a uleiurilor cu continut de CBD comercializate pe Internet.

Materiale si Metode

S-a utilizat ca instrument de analiza a CB-lor, kit-ul Alpha Cat. Aplicand acest protocol,
principalele ingrediente active ale uleiurilor CBD au putut fi vizualizate pe baza unei reactii de
culoare specifica. S-au utilizat pentru analiza, trei uleiuri, comercializate pe Internet,
inregistrate ca: Proba 174, Proba 175, Proba 181.

Rezultate si discutii

S-a folosit rigla grafica a CB-lor pentru a masura diametrul punctelor colorate in galben,
rosu, portocaliu, corespunzatoare pentru CBD si THC pentru a se cuantifica nivelul acestora
din cele 3 probe de ulei. S-a multiplicat fiecare citire a rezultatelor cu 2, conform instructiunilor.

Tehnica TLC prezintd avantajul analizelor paralele, desi are limitari In rezolutie si
sensibilitate, insd costurile sunt reduse iar probele se pregatesc usor. TLC este foarte utild in
laborator pentru screeningul rapid al puritatii continutului si este folosita pentru amprentarea
rapida a probelor, dar nu este indicata pentru aplicatiile care necesita o sensibilitate ridicata.

5.2. Analiza calitativa si cantitativa a uleiurilor de canepa folosind UHPLC -PDA

In acest subcapitol s-a verificat performanta analitici a CBD-ului din 3 uleiuri comerciale
de canepa aplicand o tehnica UHPLC cu detectare PDA.

Materiale si metode

S-a utilizat un sistem UHPLC Flexar, Perkin EImer MA, SUA, o coloana C18 Brownlee
Analytical (50 mm x 2,1 mm i.d 1,9 um) folosind elutie in gradient cu acid formic 0,1% in
apa ca fazd mobila A si acid formic 0,1% in acetonitril ca faza mobild B. Debitul a fost de
0,4 mL/min, iar volumul de injectare a fost de 5 pL. Lungimea de unda de detectie a fost
stabilita la 210 nm. Controlul instrumentelor, achizitia si procesarea datelor a fost realizata
folosind programul SCIEX Analyst 2.0. [37], [38].

S-a folosit standard de CBD, 1,0 mg/mL, denumit si inregistrat ca Proba 176. Am folosit
3 variante de uleiuri comercializate pe Internet, inregistrate conform subcapitolului 5.1.2.2.

Rezultate si discutii S-au obtinut astfel urmatoarele cromatogramele din fig. 5.2.1., iar

in tabelul 5.2.1. se regaseste cuantificarea exacta a probelor.
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Fig. 5.2.1. Cromatograma pentru CBD a) standardul 20 ppm; b) 174D100; ¢) 175D100; d)
181 D4500
Analiza probelor, care au inclus opt esantioane individuale, patru esantioane compozite,

un standard de calibrare CBD cu dilutii diferite de 10 ppm si 20 ppm, s-au efectuat rapid.



Tabel 5.2.1. Cuantificarea CBD pentru probele de ulei de CBD

Nume Cantitatea | Unitate | Media | Media | Rezolutie | Suprafata

proba medie masura | (Foley- | factor | medie medie
Dorsey)

Standard | 0, 0000 ug/mL | 11,217 | 1,407 | 2,27 2203748,7

CBD 20

ppm

CBD 174 | 35, 2245 ug/mL | 7,385 1,083 | 1,25 2803382,6

D100

CBD 175 | 48, 3351 ugmL | N/A 0,000 | 1,09 3319760,2

D100

CBD 181 | 27, 3011 ug/mL | 6,110 0,995 | 0,00 2491310,3

D4500

Pentru validarea metodei vor fi necesare determinari ulterioare.

5.3. Separarea cromatografici a canabinoizilor folosind UHPLC LC/MS

Studiul a avut ca obiectiv dezvoltarea unei tehnici de analiza calitativa si cantitativa a
CBD si a CBG din cele trei uleiuri comerciale de canepa cu ajutorul unui aparat UHPLC cu
detector MS.

Materiale si metode

A fost utilizat un sistem PerkinElmer® Flexar UHPLC cuplat cu un detector MS
PerkinElmer® model 5500 QTRAP, utilizand o coloana PerkinElmer Brownlee Analitic DB
AQ C18 (100x2,1 mm, I.D 1,9 um) sau echivalent, elutie in gradient, debit: 400 pL/min,
temperatura coloanei: 40 °C, volum de injectare: SuL.

Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute pentru probele analizate sunt prezentate in tabelul 5.3.1.

Tabel 5.3.1. Rezultatele probelor 174, 175 si 181

ID Probi 174 175 181
D100 * 1mil | D300 * 1 mil | D4500 * 1 mil
CBG - - -
CBD 31,94 75 27 45
CBG (mg/mL) N/A N/A N/A
CBD (mg/mL) 3,2 23 1235

N/A: nu se aplica
S-a validat limita de detectie la nivelul 3,12 ng/mL. In privinta CBG-ului, acesta nu a fost
detectat, cel mai probabil din cauza dilutiei mari a probelor si a raportului mare CBD/CBG. De

aceea aceste probe vor trebui reinjectate la dilutii mai mici pentru masurarea CBG-ului. Analiza



celor trei esantioane de ulei cu CBD a aratat diferente intre concentratiile declarate si rezultatele

studiului preliminar.

6. Utilizarea LC-MS/MS pentru testarea pesticidelor in produse care contin

canabinoizi

In majoritatea tarilor nu este reglementati utilizarea pesticidelor in culturile de plante din
familia Cannabacee. In tarile in care consumul de Cannabis este legalizat, indiferent daca este
vorba de uz medicinal sau recreativ, nu exista linii directoare cu privire la utilizarea pesticidelor
[39]. In acest capitol am dezvoltat o tehnica pentru analiza pesticidelor folosind cromatografia
lichida de inalta performanta in tandem cu spectrometria de masa (LC-MS/MS).

Materiale si metode

Pentru identificarea timpilor cromatografici de retentie si tranzitiilor specifice s-au utilizat
trei materiale de referinta certitificate (MRC).Pentru analiza au fost utilizate 4 tipuri de uleiuri
cu continut de CBD, achizitionate de pe Internet, 3 variante de uleiuri comercializate conform
subcapitolului 5.1.2.2. si Specimen 137 [40].

Separarea cromatograficd a fost obtinuta cu un sistem UHPLC Flexar, PerkinElmer MA,
SUA. A fost utilizatd o coloana Kinetex Biphenyl 2,6 pm, 4,6 X150 mm. Detectia prin
spectrometrie de masa a fost realizata cu un instrument de tip QTRAP model 5500, SCIEX MA,
SUA. Controlul instrumentelor, achizitia si procesarea datelor a fost realizata folosind
programul SCIEX Analyst 2.0. [40].

Rezultate si discutii

Cromatogramele LC-MS ale uleiurilor de CBD cu spectrele pesticidelor selectate sunt

prezentate in fig. 6.1.
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Fig. 6.1. Cromatogramele LC-MS ale uleiurilor CBD cu spectrele pesticidelor selectate
solutia CC3



Ca rezultat al metodei dezvoltate, s-au obtinut masuratori precise pentru 34 din MRC,

care au permis o identificare a pesticidelor tinta, conform tabel 6.1.

Tabel 6.1. Parametrii MRM utilizati pentru achizitia ecuatiei de tranzitie si regresie

pentru fiecare dintre cele 34 de pesticide

ID Tranzitie | Q1 Q3 Timp  |Ecuatia de regresie Coeficientul de
(min) corelatie
Acefat 184,1 143,0 | 2,89 y =7,932720 x - 1,81 r=0,9968
Acetamiprid 223,2 126,1 | 4,42 y =2,083852 x — 3,68 r =0,9968
Aldicarb 116,0 89,1 4,23 y =2,52313 x - 0,749 r=0,9962
Azoxistrobin 404,1 372,1 | 7,13 y =2,785535 x — 0,67 r=0,9948
Bifenazat 301,1 170,1 | 6,03 y =3,725641 x — 0,07 r = 0,9956
Boscalid 343,3 307,0 | 5,71 y =699 x + 45,8 r=0,9938
Carbaril 202,1 145,0 | 4,65 y =3,996637 x — 1,05 r =0,9958
Carbofuran 222,2 123,1 | 4,66 y =7,44522 x + 293 r=20,9925
Clorpirifos 350,0 198,0 | 9,00 y =1,329148 x- 0,017 r=0,9971
Clofentezina 303,0 138,0 | 8,15 y =3,4839778 x — 0,0807 | r=0,9954
Diazinona 305,0 169,0 | 6,44 y =1,812474 x — 0,0237 r = 0,9956
Diclorvos 221,0 109,0 | 4,26 y =2,119429x — 0,485 r=0,9907
Dimetomorf 388,2 301,1 | 6,93 y =1,0673458x + 750 r=0,9931
Etoxazol 360,1 141,0 | 8,93 y =2,008411 x — 0,615 r =0,9949
Fenhexamid 302,0 97,0 5,40 y =1,00693 x — 0,0231 r=0,9927
Fenoxicarb 302,2 88,1 6,39 y =3,9773735 x - 0,141 r=0,9944
Fenpiroximat | 422,0 366,1 | 10,88 y = 3,1892363x — 0,98 r=0,9953
Fipronil 437,0 367,9 | 4,84 y =1,1881774 x —0,0254 | r =0,9909
Flonicamid 230,1 203,1 | 3,32 y =4,8634719x — 0,0661 | r=0,9934
Fludioxonil 266,0 229,0 | 4,85 y =402 x - 0,00613 r=0,9933
Hexitiazox 353,0 228,0 | 10,0 y =7,2196881 x — 0,202 r =0,9952
Imazalil 297,1 159,2 | 5,52 y =3,0107207 x — 0,0253 | r=0,9954
Imidacloprid 256,2 209,0 | 4,20 y =6,852821x + 4,09825 | r=0,9965
Malation 331,0 127,0 | 6,12 y =1,520464 x — 0,024 r=0,9963
Metalaxil 280,2 220,2 | 5,62 y =8,4179348 x — 0,162 r=0,9943
Metiocarb 226,1 169,2 | 5,43 y =4,5714622 x — 0,0815 | r=0,9948
Metomil 163,1 88,1 3,65 y =2,664425 x — 0,31 r=0,9942
Paclobutrazol | 294,0 70,0 4,98 y =5,2763132 x — 0,157 r =0,9950
Propoxur 210,1 111,0 | 4,43 y =4,4810788 x — 1,14 r=0,9947
Spinosin A 732,6 142,1 | 8,0 y =4,1183437 x — 0,091 r=0,9914
Spinosin D 746,6 142,1 | 8,65 y =1,429841 x — 0,0136 r=0,9977
Spirotetramat | 374,2 330,2 | 6,43 y =2,1850381 x — 0,0331 | r =0,9963
Spiroxamina 298,4 1442 | 4,98 y =4,632466 x — 1,88 r=0,9925
Tiametoxam 292,0 211,0 | 3,88 y =9,920947 x + 716 r=0,9929

Metoda LC-MS/MS dezvoltata poate fi utilizata pentru analiza a 34 de compusi din lista

pesticidelor, pornind de la o concentratie de 0,075 ng/mL. Exprimat in unitatea de masurare a




specimenului, domeniul acoperit este de 52,5 - 10500 ng/g. In niciuna dintre cele 4 probe de
uleiuri cu continut de CBD testate, nu au fost detectate pesticide. Pentru verificarea acuratetei
calibrarii au fost preparate 2 solutii utilizate ca etaloane de control. Un etalon de control a avut
concentratia limitei maxime admise pentru pesticide de 100 ng/g, iar al doilea a fost preparat la

25% din limita superioara a curbei de calibrare.

7. Dezvoltarea unei metode foarte rapide pentru identificare si

cuantificarea a canabinoizilor din uleiul de canepa

Acest capitol descrie dezvoltarea metodei si validarea, separarea si detectarea
principalilor CB in uleiul de canepa prin cromatografie lichida ultra-performanta in faza inversa
folosind detectorul de matrice fotodioda (RP-UHPLC-PDA) [41].

Materiale si metoda

CB prezenti in probele analizate au fost extrasi in metanol, apoi au fost injectate in
sistemul UHPLC, unde CB au fost separati in urma traversarii unei coloane cromatografice
umplutd cu faza stationara inversa de tip C18. Dupa elutia din coloana, compusii au fost
analizati utilizand detectorul PDA prin achizitia semnalului corespunzdtor compusului tinta la
lungimea de unda de 228 nm [41].

CBi analizati cu metoda dezvoltata sunt: Canabidivarina (CBDV), CBDA, Acidul
Canabigerolic (CBGA), CBG, CBD, CBN, A9-THC, A8-THC, CBC, Acid-A
Tetrahidrocanabinolic (THCA-A) [41].

Ca material de referinta s-a folosit amestec standard de 10 fitocanabinoizi in acetonitril
furnizat la o concentratie de 250 pg/mL obtinut de la Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).

S-a utilizat un sistem PerkinElmer Flexar FX-15 UHPLC, echipat cu un detector PDA,
pompa cuaternard, cuptor pe coloana si autosampler. Separarea cromatograficd a fost efectuata
cu ajutorul unei coloane PerkinElmer Brownlee® C18, 2,7 um, coloana 3,0 x 150 mm
(PerkinElmer, Shelton, CT, SUA).

Rezultate si discutii

Metoda dezvoltata a fost validata prin evaluarea specificitatii, liniaritatii, LOD, LOQ,
acuratetii si preciziei si a fost aplicatd in analiza uleiurilor de canepa. Aceasta se concentreaza
pe cuantificarea CB-lor majori prezenti in uleiuri, dar poate fi aplicata si pentru a verifica THC
si alti CB la niveluri >0,075% pentru a evalua conformitatea cu statutul juridic propriu al

fiecarei tari.



S-a obtinut o buna separare intre compusii matricei si analitii tintd cu o rezolutie adecvata
care permite integrarea si cuantificarea corespunzatoare a fiecarui varf de interes, asa cum se
arata in fig. 7.1. Timpii de retentie utilizati pentru identificarea compusilor din esantioane sunt
afisati in tabelul 7.1.

Tabel 7.1. Timpii de retentie (Rt) ai CB-lor identificati in amestecul standard

Analit |CBDV | CBDA |CBGA [CBG|CBD|CBN| A9-THC | A8-THC |CBC| THCA
Rt(min)| 187 | 236 | 246 |[259]271|353| 4,05 4,15 [454] 4,65

Metoda dezvoltata in acest studiu a fost aplicatd analizei calitative-cantitative a

principalilor CB din probele analizate S1-S9.
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Fig. 7.1. Cromatograma a 10 CB amestec standard (16,7 pg/mL)
Dupa cum se vede in tabelul 7.2., indicele de puritate prevazut pentru fiecare esantion
aratd cd metoda dezvoltata este capabild sd separe analitii tintd din matricea esantionului.
Valorile ridicate pentru CBC din esantionul 2 si CBN din esantionul 4 indicd o mare
probabilitate ca interferentele specifice matricei sa fie prezente la acele perioade de retentie
specifice.

Tabel 7.2. Indicii de puritate ai fiecarui varf din solutiile de proba (de 300 de ori)

Analit S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
CBDV 1,29 1,02 N/A 162 | 1,26 | N/A 42 1182 ] 196
CBDA 1,09 1,45 N/A 1,36 | 148 | 168 | 133 | 157 | N/A
CBGA 2,07 N/A N/A N/A | 1,46 | 152 | 167 | NA | N/A
CBG 1,23 1,05 N/A N/A | 1,09 | N/A | 141 | NNA | N/A
CBD 1,29 1,06 1,12 221 | 113 | 109 | 129 | 133 | 1,07
CBN N/A 1,68 1,42 337 | N/A | N/A | 119 | NJA | N/A

A9-THC 1,29 2,06 1,19 N/A | 154 | 1,15 | 1,40 | NJA | N/A

A8-THC N/A N/A N/A 1,27 | N/A | N/A | N/A | NJA | N/A

CBC 1,14 7,23 2,15 1,39 | 1,05 | 1,05 | N/A | NA | N/A

THCA 1,42 1,19 N/A N/A | 1,15 | 121 | N/A | NJA | N/A

N/A: nu se aplica




Pentru a evalua cat de apropiate sunt valorile masurate de concentratiile reale, precizia la
16,7 pg/mL a fost calculata ca procent de recuperare. Rezultatele indicate in tabelul 7.3.
demonstreaza o buna precizie a metodei propuse la concentratia evaluata.

Tabel 7.3. Rezultate pentru precizie

Concentratia teoreticilConcentratia obtinutad  Acuratete

Analit (ng/mL) (pg/mL) (mediex%DSR)

16,69
THCA 16,69 16,75 100,12 + 0,20
16,69
16,88
CBDV 16,71 16,97 101,38 + 0,26
16,94
16,92
CBDA 16,70 16,92 101,38 + 0,02
16,93
16,92
CBGA 16,71 16,92 101,29 + 0,05
16,91
16,82
CBG 16,67 16,82 101,01 +0,12
16,85
16,83
CBD 16,71 16,86 100,89 + 0,15
16,88
17,13
CBN 16,79 17,17 102,12 £ 0,15
17,13
17,01
A9-THC 16,65 16,96 102,00+ 0,17
16,97
16,87
A8-THC] 16,69 16,94 101,78 + 0,80
17,13
16,88
CBC 16,67 16,82 101,05 +0,18
16,83

Precizia in punctul cel mai de jos al curbei de calibrare (2,5 pg/mL) a fost evaluata pe
baza concentratiei raportate de RSD%. Metoda s-a dovedit a fi reproductibild, cu o valoare RSD
de 1,54% pentru CBDV; 0,45% pentru CBDA,; 0,72% pentru CBGA; 1,88% pentru CBG,;
1,63% pentru CBD%; 1,14% pentru CBN; 3,77% pentru A9-THC; 4,25% pentru A8-THC,;



3,38% pentru CBC s1 2,79% pentru THCA. Aceste rezultate indica faptul ca metoda este precisa
la concentratia evaluata.

Curbele de etalonare au fost liniare in intervalul de concentratie de 2,5-50 pg/mL (0,75-
15 mg/g de la dilutia de 3000 de ori sau de 7,5-150 mg/g pentru dilutia de 300 de ori, in unitati
de proba) pentru fiecare compus analizat. Curba de calibrare a prezentat o regresie liniara buna
si s-a obtinut o valoare mai mare de 0,999 pentru R? (coeficient de determinare) pentru toti CB.
Au fost efectuate cate 3 injectii pentru fiecare dintre cele 6 puncte de pe curba, de aici se poate
extrage R? si ecuatia dreptei (tabel 7.4).

Tabel 7.4. Rezultate pentru liniaritate, ecuatie de regresie si R? pentru fiecare analit

Analit Ecuatia de regresie R?

CBDV y=22,747x + 11,129 0,9999
CBDA y = 37,845x + 26,076 0,9997
CBGA y = 39,081x + 26,087 0,9996
CBG y =21,367x + 11,536 0,9999
CBD y =21,100x + 10,921 0,9998
CBN y = 47,883x + 51,955 0,9990
A9-THC y = 18,904x + 14,026 0,9997
A8-THC y =17,184x + 10,464 0,9998
CBC y =44,184x — 6791,7 0,9998
THCA y =34,511x — 7682,5 0,9997

LOD si LOQ au fost estimate pe urma datelor obtinute pentru liniaritate. S-a constatat ca
principali CB de interes pot fi detectati la o concentratie de 0,22 mg/g pentru A9-THC (0,022%)
si 0,19 mg/g pentru CBD (0,019%) si pot fi usor cuantificati la 0,68 mg/g pentru A9-THC
(0,068%) si 0,58 mg/g (0,058%) pentru CBD. Metoda propusd ofera suficientd sensibilitate
pentru A9-THC, de aproximativ 10 ori mai mica decat limita legald impusa in unele tari (0,2%).
Limitele pentru alti CB care pot fi analizate cu aceastd metoda sunt afisate in tabelul 7.5.

Tabel 7.5. Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ), determinata de

curbele de etalonare in unitati standard (pug/mL) si unitati de proba (mg/g)

Analit LOD (ng/mL)| LOQ (ng/mL) LOD (mg/g) LOQ (mg/g)
CBDV 0,70 2,12 0,21 0,64
CBDA 1,69 513 0,51 1,54
CBGA 1,78 5,39 0,53 1,62
CBG 0,67 2,03 0,20 0,61
CBD 0,63 1,92 0,19 0,58
CBN 3,31 10,04 0,99 3,01
A9-THC 0,75 2,27 0,22 0,68
A8-THC 0,82 2,50 0,25 0,75
CBC 1,30 3,93 0,39 1,18
THCA 1,84 5,59 0,55 1,68




Principalele componente CBD si CBDA au fost gasite 1n toate probele, cu exceptia a doua
pentru CBDA intr-un interval de concentratie de 1,42 pana la 166,32 mg/g pentru CBD si 1,62
pana la 18,80 mg/g pentru CBDA. Alti CB prezenti in uleiuri au fost CBDV (2,52 pana la 14,70
mg/g), CBGA, a fost detectat in doua probe (1,19 pana la 2,64 mg/g) si ca urme in celelalte
doua probe, CBG, a fost cuantificat intr-o singura proba (2,13 mg/g) si detectat in alte trei, CBN
(4,75 mg/g), a fost gasit intr-o proba si identificat in alte trei, A9-THC (1,06 pana la 1,35 mg/g),
A8-THC, a fost detectat numai intr-o singura proba in cantitate prea mica pentru a fi cuantificata
s1 CBC, a fost prezent 1n sase probe la o concentratie mai mica, sugerand necesitatea de a reduce

pliul de dilutie pentru a fi cuantificat si THCA (1,80-2,75 mg/g).

8. Evaluarea efectului anticonvulsivant a trei uleiuri de cAnepa cu

concentratii diferite de canabidiol

Cercetarea efectuata 1n acest capitol a avut urmatoarele obiective:

e VValidarea unei metode pentru inducerea convulsiilor la soareci albi din susa NMRI, prin
aplicarea unui stimul convulsivant la nivel auricular. Validarea a avut rolul de a stabili
caracteristicile optime ale socului electric administrat.

eImplementarea modelului experimental validat pentru determinarea efectului
anticonvulsivant la soareci albi din susa NMRI pentru tratamentul acut cu 3 uleiuri vegetale din
Cannabis sativa avand concentratii diferite in CB.

Materiale si metode

Toate procedurile experimentale au fost efectuate respectand normele de bioetica in
cercetarea pe animale de experienta in scop stiintific, conform Legii 43/2014 privind protectia
animalelor utilizate n scopuri stiintifice si Directivei 2010/63/UE a Parlamentului European si
a Consiliului din 22 septembrie 2010, referitoare la protectia animalelor folosite in scopuri
experimentale sau in alte scopuri stiintifice. Protocolul experimental a fost aprobat de Comisia
de Bioetica a Facultatii de Farmacie, Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila” din
Bucuresti, Roméania.

Experimentul s-a desfasurat in 2 etape. In prima etapi a fost evaluat pragul convulsivant
la diferite intensitati ale stimulului electric aplicat la nivel auricular, in vederea validarii
modelului experimental. A doua etapa a presupus evaluarea raspunsului animalelor de laborator
la tratamentul acut cu diferite uleiuri de canepa, administrate inaintea aplicarii stimulului

convulsivant.



Rezultate si discutii

In acest experiment a fost demonstrat efectul anticonvulsivant al produselor testate, la
doze calculate prin utilizarea concentratiei reale, determinata in cercetarile anterioare. Efectul
anticonvulsivant a fost semnificativ pentru uleiurile de canepa de 2,5% CBD, respectiv 8%
CBD, efectul fiind aproape similar cu cel produs de fenobarbital. Cele doua uleiuri au prevenit
aparitia letalitatii, iar frecventa aparitiei convulsiilor a fost mai redusa fata de cea observata la
lotul martor.

Validarea metodei pentru inducerea convulsiilor la soarece

Atat valorile maselor corporale ale animalelor de experientd, cat si numarul de convulsii
inregistrat pentru fiecare lot au prezentat o distributie normala.

Rezultatele experimentale au evidentiat faptul cd mentinand la valori constante durata
socului (3 s), durata trenului de impulsuri (0,5 s), frecventa (100 pulsuri/s) si variind numai
intensitatea curentului electric 15 — 18 mA, nu se modifica numarul de convulsii tonico-clonice
semnificativ statistic. Tinand cont de aceste rezultate, in testele ulterioare a fost aleasa
intensitatea de 15 mA pentru a determina influenta uleiurilor vegetale de canepa in tratament
acut asupra convulsiilor induse prin aplicarea stimulului electric.

Evaluarea efectului anticonvulsivant al uleiurilor de cinepa in tratament acut la
soarece

Valorile greutatilor au prezentat o distributie normald si nu au existat diferente
semnificative statistic intre mediile celor 5 loturi (ANOVA, p = 0,9842).

In tabelul 8.1. este redati semnificatia statistica privind durata convulsiilor aparute dupa
tratamentul acut cu apa distilatd, fenobarbital si 3 concentratii diferite de uleiuri de cénepa.
Testul ANOVA a aratat o diferentd semnificativa intre loturi (p < 0,0001, fig. 8.1.).
Administrarea uleiurilor contindnd doze de 25,77 mg/kg si 47 mg/kg au produs scaderea duratei
convulsiilor cu 85, respectiv 87%, efectele prezentand semnificatie statistica (p = 0,0049; p =
0,0014). Soarecii din lotul martor, tratati cu apa distilata, au avut o frecventd de aparitie a
convulsiilor de 100% (fig. 8.2.). Soarecii tratati cu substanta de referinta, fenobarbital, au avut
o frecventa a convulsiilor de doar 20%. De asemenea, soarecii tratati cu 15 mg/kg CBD au avut
o frecventa de aparitie a convulsiilor de 100%, similar lotului martor, iar loturile tratate cu 25,77
mg/kg si 47 kg/mg CBD au prezentat o frecventa a convulsiilor de 40, respectiv 30%. Testul
Chi patrat a demonstrat o diferentd semnificativa statistic intre fenobarbital si lotul martor
privind incidenta aparitiei convulsiilor (p = 0,0003). Reducerea frecventei aparitiei convulsiilor
pentru soarecii tratati cu 25,77 mg/kg si 47 mg/kg CBD a fost, de asemenea, semnificativa

statistic (p = 0,0034; p = 0,001).



Efectul letal al convulsiilor administrate prin electrosoc a fost intalnit la 30% dintre
animalele din lotul martor (fig. 8.3.). Nu a fost observata letalitatea in randul soarecilor tratati
cu fenobarbital, 25,77 mg/kg CBD si 47 mg/kg CBD, insd testul Chi patrat nu a aratat o
semnificatie statistica (p = 0,0603). Pe de alta parte, lotul tratat cu 15 mg/kg CBD a prezentat o
letalitate de 10%.

Tabel 8.1. Semnificatia statistica a rezultatelor privind durata medie a convulsiilor pe lot

experimental, frecventa aparitiei convulsiilor si letalitatea, comparativ cu lotul martor

. . CBD1 CBD2 CBD3
Comparatie vs. martor (p) Fenobarbital (15mglkg)  (25.77 malka) (47 mg/ka)
post test Bonferroni 0,0005 > 0,05 0,0049 0,0014
Chi patrat (convulsii %) 0,0003 - 0,0034 0,001
Chi patrat (letalitate %) - 0,2636 0,0603 0,0603
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Fig. 8.1. Variatia duratei convulsiilor tonico-clonice induse prin electrosoc in functie de

tratament (medie + SEM) ** p < 0,01, *** p < 0,001, unde *p < 0,05.
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Fig. 8.2. Frecventa aparitiei convulsiilor tonico-clonice induse prin electrosoc in functie de

tratament
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Fig. 8.3. Frecventa letalitatii convulsiilor tonico-clonice induse prin electrosoc in functie de
tratament

O intensitate a curentului electric de 15 mA a produs un efect convulsivant similar cu
intensitati mai mari. Astfel, efectul anticonvulsivant al unor uleiuri de canepa a fost evaluat
inducand convulsii tonico-clonice prin administrarea unui stimul electric cu intensitatea de 15
mA. A fost observat un efect anticonvulsivant semnificativ pentru uleiurile de canepa de 2,5%
CBD, respectiv 8% CBD, efectul fiind aproape similar cu cel produs de fenobarbital.

De asemenea, pentru uleiurile de 2,5% si 8% nu a fost observat un efect letal, iar frecventa

aparitiei convulsiilor a fost mai redusd decat cea observata la lotul martor.

9. Evaluarea efectului antihiperalgic a trei uleiuri de cinepa cu concentratii

diferite de canabidiol intr-un model de durere neuropati la sobolan

Obiectivul experimentului a constat In inducerea durerii neuropate la sobolani, utilizand
doze mici de paclitaxel intraperitoneal si evaluarea efectului antihiperalgic in durerea neuropata
pentru 3 uleiuri vegetale de canepa din comert, administrate in cantitate mica. Evaluarea
eficacitatii acestora s-a facut prin utilizarea ca substanta de referinta a gabapentinului.

Materiale si metode

Au fost alcatuite 6 loturi experimentale (6 animale/lot) si au fost administrate urmatoarele
substante timp de 4 zile consecutive [42]:

e lot 1 (martor, M): ser fiziologic 0,1 mL/100 g i.p. si apa distilata 0,1 mL/100 g p.o.;

e lot2 (PTX): paclitaxel 2 mg/kg i.p. si apa distilata 0,1 mL/100 g p.o.;

o lot 3 (referintd, PTX+GPN): paclitaxel 2 mg/kg i.p. si gabapentin 60 mg/kg p.o.;

e Jlot4 (PTX+CBD1): paclitaxel 2 mg/kg i.p. si ulei de canepa 1,35% (0,75 mg/kg CBD)
p.o0.;



e lot 5 (PTX+CBD?2): paclitaxel 2 mg/kg i.p. si ulei de canepa 2,5% (1,29 mg/kg CBD)
p.0.;
e lot 6 (PTX+CBD3): paclitaxel 2 mg/kg i.p. si ulei de canepa 8% (2,35 mg/kg CBD) p.o.;
Tratamentul cu doze mici de paclitaxel a avut rolul de a induce neuropatia dureroasa la
sobolani. Dupa cele 4 zile, tratamentul cu paclitaxel a fost Intrerupt, iar apa distilata, gabapentin
si uleiurile de canepa au fost administrate in continuare timp de 14 zile in vederea evaluarii
efectului  antihiperalgic al substantelor administrate, comparativ cu martorul.
Hipersensibilitatea mecanica si la stimul rece au fost evaluate Tnainte de inceperea tratamentului
(testare initiald pentru evaluarea omogenitatii dintre loturile experimentale, ziua 0), in a patra
zi de tratament cu paclitaxel (Ia o ora dupa administrare, ziua 4), la o saptamana dupa
intreruperea tratamentului cu paclitaxel (ziua 11), respectiv la doua saptamani (ziua 18).
Rezultate si discutii
Animalele de experienta au fost cantarite o data la 3 zile, nu au fost observate diferente
semnificative statistic intre loturile experimentale.
Hipersensibilitatea tactila
Alodinia mecanica a fost determinata la sobolani in conditii fiziologice si la 4, 11,
respectiv 18 zile de tratament. Nu s-au observat diferente semnificative statistic intre grupuri in

cadrul testarii initiale, inainte de administrarea substantelor (fig. 9.1., ANOVA, p > 0,05).
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Fig. 9.1. Variatia pragului de raspuns 50% in functie de lot (medie £ SEM), determinat
utilizand filamentele von Frey, la momentul initial
Dupa administrarea celor 4 doze consecutive de paclitaxel, sobolanii au prezentat un prag
de raspuns 50% mediu cu 26% mai redus, comparativ cu lotul martor, insa diferenta nu a fost
semnificativa statistic (fig. 9.2., ANOVA, p > 0,05). De asemenea, tratamentul simultan cu

gabapentin a produs o crestere a acestui prag de raspuns cu 40% fata de lotul tratat cu paclitaxel



si apa distilatd (ANOVA, p > 0,05). Doar doza de 2,35 mg/kg CBD a produs o crestere a
pragului de raspuns comparativ cu lotul tratat cu paclitaxel si apa, cu 23%, rezultatul fiind insa

nesemnificativ statistic (ANOVA, p > 0,05).
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Fig. 9.2. Variatia pragului de raspuns 50% in functie de lot (medie = SEM), determinat
utilizand filamentele von Frey, in ziua 4 (dupd 4 doze de paclitaxel)
Hipersensibilitatea la stimul rece
Hipersensibilitatea la stimulul rece a fost evaluata utilizand testul de evaporare a acetonei
la sobolani in conditii bazale si la 4, 11, respectiv 18 zile de tratament. Modelul experimental
presupune aplicarea unei picaturi de acetond la baza ldbutelor posterioare cu o seringa,
evaporarea acesteia producand o stimulare termica rece, dureroasa [43].
Analiza statistica nu a relevat diferente semnificative intre loturi in cadrul testarii initiale,

inainte de inducerea neuropatiei (fig. 9.3., ANOVA, p > 0,05), grupurile experimentale fiind
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Fig. 9.3. Variatia scorului total al reactiei la durere in functie de lot (medie = SEM),

determinat utilizand testul evaporarii acetonei, la momentul initial



Dupa cele 4 zile de tratament cu paclitaxel, sobolanii au avut un scor total al reactiei la

.....

nu a fost semnificativa statistic (fig. 9.4., ANOVA, p > 0,05). Asocierea de gabapentin a redus
hipersensibilitatea cu 63% fata de lotul tratat cu paclitaxel si apa distilatd, dar rezultatul nu a

fost semnificativ statistic (ANOVA, p > 0,05).
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Fig. 9.4. Variatia scorului total al reactiei la durere in functie de lot (medie + SEM),

determinat utilizand testul evaporarii acetonei, in ziua 4 (dupd 4 doze de paclitaxel)

La o sdptamana de la sistarea tratamentului cu paclitaxel, hipersensibilitatea termica la
stimul rece a fost relativ mai mare, sobolanii prezentand un scor total al reactiei la durere cu
150% mai mare fatd de lotul martor, insa variatia nu a fost semnificativa statistic (fig. 9.5.
ANOVA, p > 0,05). Administrarea concomitenta de gabapentin a condus la scaderea
sensibilitatea la stimul rece cu 20, 30, respectiv 40%, comparativ cu lotul tratat cu paclitaxel si

apa (ANOVA, p > 0,05).
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Fig. 9.5. Variatia scorului total al reactiei la durere in functie de lot (medie £ SEM),
determinat utilizand testul evaporarii acetonei, in ziua 11 (7 zile dupa ultima doza de

paclitaxel)



Rezultatele cercetarii au evidentiat urmatoarele aspecte:
> tratamentul concomitent cu 60 mg/kg gabapentin a prevenit dezvoltarea neuropatiei,
efectele antihiperalgice si antialodinice fiind semnificative statistic dupa 18 zile de tratament;
> dozele de 0,75 si 1,29 mg/kg CBD au avut efecte similare privind hipersensibilitatea
tactila, iar efectul antialodinic nu a fost semnificativ statistic in acest caz;
> doza de 2,35 mg/kg CBD a redus semnificativ statistic alodinia mecanica dupa 18 zile
de tratament;
> in ceea ce priveste hipersensibilitatea la stimulul rece, efectul uleiului de canepa a fost
doza-dependent, iar variatia in functie de doza a fost insa relativ mica;
> toate cele 3 doze de CBD au redus semnificativ statistic hipersensibilitatea termica la

finalul tratamentului.

10. Obtinerea de membrane prin combinatii ale uleiului cu canabidiol si

biopolimerul chitosan

Scopul acestui studiu preliminar a fost incorporarea uleiului cu CBD ca si componentd
activa in filmele pe baza de CS, iar membranele obtinute sa fie analizate pentru a identifica o
aplicatie farmaceutica.

Materiale si metoda

S-au obtinut in premiera absoluta membrane de chitosan standard solubilizat in acid acetic
si acid lactic cu ulei de CBD, concentratie 1350 mg/100mL, CS standard, Sigma Aldrich,
Germania, (CAS 9012-76-4), N-metil pirolidona (NMP) si solutie tampon de fosfat salin (PBS).

Analizele acestora au fost efectuate prin prisma caracteristicilor morfologice, evaluari
macroscopice si microscopice, precum si a gradului de hidratare. Membranele au fost, de
asemenea, analizate din punct de vedere al opacitatii / transparentei (%).

Rezultate si discutii

Motivul alegerii biopolimerului CS in cadrul acestui studiu doctoral s-a datorat faptului
ca este necostisitor si usor de procurat din surse naturale regenerabile (chitina din creveti,
languste, crabi sau homari).

Acumularea uleiului intre peretii membranelor de CS se datoreazd interactiunilor de
naturi chimici, posibile intre matricea biopolimerului si componentele uleiului cu CBD. In
imagini suprafata si sectiunea transversald a membranei de CS este compacta si regulata, fara

pori mari, caracteristici pentru un compus compact cu lanturi polimerice ordonate (fig. 10.1.)



Fig. 10.1-Aspectul macroscopic al membranelor (A, C, E, G) si detaliile structurale

microscopice si emisiile de fluorescentd, (B, D, F, G) marire x100.

Dispozitia matricei de CS este uniforma si imaginile demonstreaza ca a inglobat in
interior uleiul CBD.

La expunerea membranelor la solutia tampon PBS s-a observat cd membranele isi
schimba capacitatea de a ingloba solutii saline. La unele dintre membranele testate, cresterea
treptata a volumului a dus la destabilizarea structurii matricei

Studiul realizat a permis obtinerea unor combinatii prin aditia de ulei CBD in solutii de
CS, fiind realizate 3 tipuri de filme membranare (CBD:CS), CS1% in acid acetic 1% cu ulei
CBD, CS1% 1n acid lactic 1% cu ulei CBD :NMP (1:1) si CS1% in acid lactic 1% cu ulei CBD,
analizate si comparate cu o membrana de referinta de CS1%, in acid acetic 1%. Aceste rezultate

ofera date preliminare care vor fi utilizate pentru aplicatii biomedicale.

11. Evaluarea efectului unei emulsii cu continut de canabidiol intr-un

model animal de inflamatie cronica

Obiectivul studiului a constat In evaluarea efectelor analgezic si antiinflamator al unei
emulsii cu continut Tn CBD dupd administrare locald, intr-un model de inflamatie cronica la
sobolani, indusa de administrarea adjuvantului Freund intraplantar.

Materiale si metode

Experimentul a fost realizat pe 32 sobolani masculi cu varste cuprinse intre 12 si 15
sdptamani, susa Wistar, proveniti de la biobaza Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol

Davila” din Bucuresti. Animalele au fost cazate 1n custi de plexiglas, cu acces liber la hrana si



apa. Temperatura si umiditatea relativa au fost mentinute constante pe parcursul experimentului
(21-24 °C, 45-50%), fiind inregistrate cu ajutorul unui higrotermometru. Sobolanii au avut o
masa corporald medie de 410 + 33,14 g.

Animalele de laborator au fost impartite in 4 loturi experimentale egale (n=8) si au fost

supuse urmatoarelor proceduri [44]:
1. Efectuarea testelor (sensibilitatea la stimul nociceptiv termic, determinarea volumelor labelor
posterioare) in saptimana 0, inainte de tratament.
2. Inducerea inflamatiei cronice prin administrarea intraplantara in laba posterioard dreapta a
agentului inflamator (adjuvant Freund complet):
e Lot1 (martor, M) — 0,1 mL ser fiziologic;
e Lot 2 (adjuvant Freund complet-AFC) — 0,1 mL adjuvant Freund complet;
e Lot 3 (referinta, AFC si hidrocortizon-HCZ; AFC+HCZ) — 0,1 mL adjuvant Freund
complet;
e Lot4 (AFC si emulsice CBD, AFC+CBD) — 0,1 mL adjuvant Freund complet.
3. Repetarea testelor la o saptdmana de la inducerea inflamatiei.
4. Initierea tratamentului local, la nivelul labei posterioare drepte, o data pe zi:
e Lot 1 (martor, M) — masare fara tratament;
e Lot 2 (adjuvant Freund complet-AFC) — masare fara tratament;
e Lot 3 (AFC si hidrocortizon-HCZ, AFC+HCZ) — 2 mL unguent hidrocortizon 10 mg/g,
masare;
e Lot 4 (AFC si emulsie CBD, AFC+CBD) — 2 mL emulsie CS-PBS si CBD in raport
volumetric (v/v)=1: 4, masare.
5. Repetarea testelor la o saptdmand dupa initierea tratamentului (2 saptdmani de la inducerea
inflamatiet).

Rezultate si discutii

Sensibilitatea dureroasa la stimul termic a fost determinata la sobolani inainte de
inducerea inflamatiei si la 1, respectiv 2 saptamani de la administrare agentului inflamator.

La o sdptdmana de la inducerea inflamatiei se observa variatii procentuale semnificative
ale volumelor membrelor posterioare drepte pentru toate cele 3 loturi la care s-a administrat
agentul inflamator (fig. 11.1.). Astfel, volumele labelor posterioare au crescut fatd de lotul
martor cu 1112% pentru lotul AFC (ANOVA, p < 0,0001), 1016% pentru lotul AFC+HCZ
(ANOVA, p <0,001), respectiv 1417% pentru lotul AFC+CBD (ANOVA, p < 0,0001).



2007 otk

150- skekoksk kg

Medie/lot Var. %

Fig. 11.1. Variatia volumului labelor posterioare drepte (medie = SEM) in functie de lot, la 1

sdptamana dupa inducerea inflamatiei, determinat prin metoda pletismometrica

La 2 saptamani dupa inducerea inflamatiei, variatia procentuald a volumelor labelor
sobolanilor la care s-a administrat doar AFC a fost cu 360% mai mare, comparativ cu lotul

martor, diferenta fiind semnificativa statistic (Kruskal-Wallis, p < 0,001) (fig. 11.2.).
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Fig. 11.2. Variatia volumului labelor posterioare drepte (medie = SEM) in functie de lot, la 2
sdptamani dupa inducerea inflamatiei, determinat prin metoda pletismometrica; ** p < 0,001,

*** < 0,001 vs. M, *p <0,05vs. AFC

Tratamentul local cu HCZ a condus la o variatie a volumelor cu 37% mai mica comparativ
cu lotul AFC, aceasta diferenta fiind semnificativa statistic (Kruskal-Wallis, p < 0,05), fiind
astfel evidentiat efectul antiinflamator. Desi tratamentul local cu emulsia de CBD a produs o
scadere a variatiei volumelor cu 21% fatd de lotul AFC, diferenta nu a fost semnificativa

statistic (Kruskal-Wallis, p > 0,05). De asemenea, lotul tratat cu CBD a avut variatii ale



volumelor labelor posterioare drepte semnificativ mai mari comparativ cu lotul martor
(Kruskal-Wallis, p < 0,05).

Efectul antiinflamator al emulsiei de CBD a fost investigat utilizind metoda
pletismometriei si a demonstrat ca tratamentul local cu HCZ a ameliorat semnificativ edemul
indus de adjuvant, iar tratamentul local cu emulsia de CBD-CS a produs o ameliorare modesta,
nesemnificativa statistic a edemului. De asemenea, efectul analgezic evaluat in testul hot-plate,
a hidrocortizonului si a emulsiei cu CBD-CS administrate topic, a fost nesemnificativ statistic.
S-a concluzionat ca ar fi necesara continuarea experimentului fie cu concentratii mai mari de
substanta activa, sau aplicarea topica repetata, de mai multe ori pe zi, fie administrarea sistemica

a emulsiei cu CBD-CS pentru aparitia unui efect semnificativ.
Concluzii si contributii personale

Plecand de la datele din literatura am analizat continutul in CB a uleiurilor achizitionate
pe Internet, utilizind diferite metode cromatografice, incepand cu TLC si continuand cu
verificarea performantelor analitice ale metodei UHPLC-PDA, dupa care am folosit tehnica
LC-MS/MS.

Cercetarile ulterioare au vizat determinarea continutului in pesticide a uleiurilor analizate.
S-a dezvoltat o metoda folosind tehnica LC-MS/MS pentru detectarea reziduurilor de pesticide
din uleturile cu continut de CBD, achizitionate online. Metoda LC-MS/MS dezvoltata poate fi
utilizatd pentru analiza a 34 de compusi din lista pesticidelor, pornind de la o concentratie de
0,075 ng/mL. Exprimat in unitatea de masurare a specimenului, domeniul acoperit este de 52,5
- 10500 ng/g. Avantajul acestui tip de preparare a probei si a metodei dezvoltate este simplitatea,
metoda este economica, nu are pierderi de analit.

Metoda rapida dezvoltata pentru determinarea a 10 CB a fost validata prin evaluarea
specificitdtii, liniaritatii, LOD, LOQ, acuratetei si preciziei si a fost aplicata cu succes in analiza
uleiurilor de canepa. Metoda descrisa s-a concentrat pe cuantificarea CB-lor majori prezenti in
uleiuri, dar poate fi aplicata si pentru a verifica THC-ul si alti CB la niveluri >0,075% pentru a
evalua conformitatea cu statutul juridic propriu fiecérei tari. Cele doud dilutii de 300 si 3000
permit ca o gama largd de probe necunoscute sa fie analizate in intervalul de concentratie al
metodei. In cazul in care metoda propusa este destinati a fi utilizata pentru controlul calitatii
produselor finite, dilutia probei poate fi, de asemenea, optimizata in scopul dorit.

S-a efectuat un screening farmacologic privind activitatea anticonvulsivanta si activitatea

in tratamentului durerii neuropate. Efectul anticonvulsivant al uleiurilor de canepa a fost evaluat



inducand convulsii tonico-clonice prin administrarea unui stimul electric cu intensitatea de 15
mA. A fost observat un efect anticonvulsivant semnificativ pentru uleiurile de canepa de 2,5%
CBD, respectiv 8% CBD, efectul fiind comparabil cu cel produs de fenobarbital. Rezultatele
experimentale au evidentiat faptul cd nu a aparut efect letal pentru uleiurile de 2,5% si 8%, iar
frecventa aparitiei convulsiilor a fost mai redusa decat cea observata la lotul martor. Desi uleiul
cu o concentratie de 8% CBD a produs cel mai bun efect, rezultatele obtinute in urma
administrarii uleiului cu o concentratie de 2,5% au fost similare.

Evaluarea activitatii CB-lor in durerea neuropata s-a realizat dupa ce prealabil am instituit
un tratament de 4 zile consecutiv cu paclitaxel la sobolan in doza de 2 mg/kg, care a produs o
neuropatie evidentiatd prin alodinie mecanicd si hipersensibilitate termicd la stimul rece.
Tratamentul concomitent cu 60 mg/kg gabapentin a prevenit dezvoltarea neuropatiei, efectele
antihiperalgice si antialodinice fiind semnificative statistic dupad 18 zile de tratament. Atat in
mai mari doze de ulei utilizat in cadrul experimentului.

Scopul obtinerii membranelor cu CS, un biopolimer cu aplicatii biomedicale, a fost acela
de a incorpora uleiul cu CBD ca si componenta activa in filmele pe baza de CS, iar apoi
membranele obtinute sd fie analizate pentru a identifica o aplicatie farmaceutica. Analizele
acestora au fost efectuate din punct de vedere al caracteristicilor morfologice (evaluari
macroscopice si microscopice precum si gradul de hidratare. Au fost analizate si din punct de
vedere al opacitatii/transparentei. Spectrele lor UV-Vis au completat studiul preliminar.
Membranele obtinute au potentialul de a deveni o tehnologie unica de livrare pentru a servi
piata farmaceutica pe scara larga.

Apreciez ca elementele care sustin contributiile inovatoare ale tezei de doctorat sunt
urmatoarele:

1. Dezvoltarea unei metode folosind tehnica LC-MS/MS pentru detectarea reziduurilor de
pesticide din uleiurile cu continut de CBD.

2. Dezvoltarea, validarea si explicarea pas cu pas a unei metode rapide si simple folosind
sistemul UHPLC-UV pentru identificarea si cuantificarea principalilor CB din uleiuri
vegetale, metoda ce poate fi folosita si pentru alte produse vegetale.

3. Evidentierea eficacitdtii uleiurilor cu continut variabil in CBD in neuropatia indusd de
citostatice la sobolan.

4. Realizarea unor membrane constituite din biopolimerul chitosan si uleiul de CBD.



5. Apreciez ca cercetarile ulterioare pot deschide larg perpective cu privire la folosirea
acestor membrane in industria farmaceuticd si cosmeticd, contribuind astfel la
optimizarea metodelor de tratament.

Consider ca elementele de originalitate ale tezei sunt urmatoarele:

1. Dezvoltarea unei tehnici analitice pentru depistarea pesticidelor, o provocare datorita
multor factori legati de complexitatea matricei si de detectarea simultand a
contaminantilor.

2. Dezvoltarea unor metode rapide care se concentreaza pe cuantificarea CB-lor majori
prezenti in uleiuri, dar care poate fi aplicata si pentru a verifica THC-ul si alti CB, pentru
a evalua conformitatea produsului etichetat, cu statutul juridic propriu fiecarei tari.

3. Validarea unei metode pentru inducerea convulsiilor la soareci albi din susa NMRI, prin
aplicarea unui stimul convulsivant la nivel auricular.

4. Implementarea modelului experimental validat pentru determinarea efectului
anticonvulsivant la soareci albi din susa NMRI pentru tratamentul acut cu 3 uleiuri
vegetale de canepa avand concentratii diferite in CB.

5. Evaluarea efectului antihiperalgic in durerea neuropatd indusa de citostatice (paclitaxel)
pentru 3 uleiuri vegetale de canepa din comert, administrate in cantitate mica.

6. Dezvoltarea membranelor din ulei cu CBD si CS, pe principiul ,,green-technology’’,

datorita faptului ca este lipsit de efecte secundare.

7. Evaluarea eficacitatii emulsiei CBD-CS pentru reducerea inflamatiei prin administrarea

topica la sobolani cu inflamatie indusd cu ajutorul adjuvantului Freund.
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