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PROGETTO: caratterizzazione di preparati galenici a base di
cannabis ad uso terapeutico




Cannabis sativa L.

Cosa contiene?

600 composti chimici differenti

P N

Oltre 70 Flavonoidi
Cannabinoidi naturali ~ ©!tre 100

o fitocannabinoidi Terpen

Ma anche...alcani, composti azotati, amminoacidi e proteine, glico-proteine, enzimi, zuccheri, alcoli,
chetoni, acidi semplici e acidi grassi, esteri e lattoni, steroidi, fenoli, vitamine e pigmenti




Terpeni

Idrocarburi insaturi negli olii essenziali

plante o resine

ISOPRENE (unita costituente)

Classi
A
| !
Monoterpeni Sesquiterpeni Diterpeni Terpeni ossigenati
2 unita isopreniche 3 unita isopreniche 4 unita isopreniche 1 o pil unita isopreniche, con

Monoterpeni Sesquiterpeni atomi O,

Limonene B-Cariofillene

a-pinene a-Bergamotene

Canfene a-Umulene

0-3-Carene B-Selinene

B-Mircene Santalene




Terpeni

Azione di DIFESA
da predatori o
ATTRAZIONE per
impollinazione

Tricoma (unita .
] Risposta a stress
anatomica vegetale) abiotici (stress idrico,

% altitudine)

Quantita e qualita sintetizzate dipendono dalla varieta coltivata e dalle
tecniche di coltivazione (parametri costanti per produzione flos a
destinazione farmaceutica)




Terpeni e Pathways biosintesi



Terpeni — Ruolo

Odore forte e pungente -> contro attacco insetti, funghi e animali erbivori

Elementi costitutivi di partenza di molecole complesse e fondamentali per I'organismo (ormoni,
vitamine, pigmenti, resine, ecc.)

PROPRIETA TERAPEUTICHE- studi preliminari

> Effetto gastro-protettivo e anti-inflammatorio B-Cariofillene (sapore piccante, es. Pepe nero)
» Anti-cancerogeno, anti-batterico, anti-depressivo Limonene (odore agrumi, es. Limone)
» Proprieta sedative e anti-ansiolitiche Linalolo (odore lavanda floreale, es. Lavanda)

» Anti-microbico, analgesico, antiossidante, anti-depressivo e muscolo-rilassante B-Mircene (aroma di chiodi di
garofano, es. Luppolo)

» Aumento concentrazione e energia mentale Pinene (odore di erba, es. Aghi di pino, rosmarino e basilico)



Guava, origano,

cinnamomo, chiodi di
garofano, pepe nero,

Caryophyllen

e oxide melissa eucalypto
o-pinene Conifere
=
B-pinene Conifere

=2l

Analgesico
Antitumorale
Enhancer di principi
attivi
Antinfiammatorio e
antiossidante
Battericida e fungicida

Antitumorale
Antiossidante e
antinfiammatorio
Analgesico
Ansiolitico
Ipnotico
Broncodilatatore

Antidepressivo
Sedativo
Antivirale
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Citronella, alloro, ylang
ylang, timo,
prezzemolo, basilico,
cardamomo, luppolo

Antagonista del
recettore CB2
Antitumorale

Enhancer di principi
attivi

Neuroprotettore
Antiossidante

antinfiammatorio
Cura dipendenze (alcol)
e disturbi alimentari
Antimicrobico

Antagonista del
recettore CB1

Analgesico
Antinfiammatorio
Neuroprotettore
Protettore della pelle
Antitumorale
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Lavanda
Linalolo
CH, CH,
- 5CHy Antitumorale
b OH Antidepressivo
Sedativo
Analgesico
Antiossidante a
Antinfiammatorio
Antimicrobico
Citrus, ajwain,
. Bupleurum
Limonene gibraltarium, sedano, Ansiolitico
CH, ebolo, Coniza Antidepressivo
canadiensis, coriandolo Immunostimolante
boliviano, luppolo Antitumorale
Analgesico
Antiossidante
antinfiammatorio
H,C CH. Anticonvulsivante

o
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tea tree, maleleuca,
pino, arancio amaro,

Terpineolo lilla eucalypto,
lavanda

CH,

HO
HiC CHs

a-Terpinene Tea tree, litsea celanica

Antitumorale
Anticonvulsivante e
Antispasmodico
Sedativo
Neuroprotettore e
gastroprotettore
Broncodilatatore
Antinfiammatorio
Antimicrobico

Antiossidante
Antimicrobico
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Eucalyptus phellandra,

a- water fennel, Schinus
Phellandrene terebinthifolius Immunostimolante
Antinfiammatorio
Antidepressivo
H3C CH3 antimicrobico
CHs;
luppolo
Myrcenolo
Sedativo

HO.
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Terpeni e Cannabinoidi

Recettori dei cannabinoidi:

CB1 (Sistema Nervoso Centrale) Effetto “e ntourage”

CB2 (Sistema Immunitario) Attivita farmacologica
dei terpeni e sinergia
con cannabinoidi

Terpeni agiscono attivamente sui recettori/enzimi cerebrali
e sul loro modo di funzionare

I

Modificano permeabilita delle cellule modulando transito
THC da sangue a cellule neuronali (Russo et al, 2005)

— —
—

p—

Full spectrum !!! ;

“High - A ° - tetrahydrocannabinol and high-myrcene chemovars dominate markets,

these may not be optimal for patients who require distinct chemical profiles to achieve
symptomatic relief” Lewis, Russo 2018 - Planta Medica




Caratteristiche olfattive di alcuni composti terpenici

a-Pinene
Canfene
Verbenene
[Pinene
BMircene
2-carene
a-Fellandrene
pFellandrene
4-carene
Limonene
[lonone
Eucaliptolo
Fencone

Trans-pinocarveolo

Tuiolo
Allocimene
Linaloolo
Fencolo
a-Farmesene
Eugenolo
a-Terpinene
B Terpineolo
yTerpinene
a-Fenchene
Canfora

Pungente, di pino
Di canfora
Speziato, di menta , canfora
Fragrante,fresco, di pino
Fragrante, fresco, di luppolo
Dolce , fruttato, pungente
Balsamico, dolce, fresco
Balsamico, dolce, fresco
Agrumi e bergamotto
Fruttato, di agrumi
Legnoso, balsamico, floreale, di rosa
Balsamico, fresco , di eucalipto
Fresco, canforace
Legnoso, balsamico, di finocchio
Legnoso, di resina
Speziato, erbaceo
Floreale, di agrumi, legnoso
Limone
Delicato,floreale, oleoso
Forte, speziato, di cannella
Legnoso, di agrumi
Floreale, fruttato, di lilla
Di agrumi, legnoso
Caldo, dolce
Aromatico. leanaso. medicing

- S. Panseri, L.M. Chiesa, N. Nanayakkarawasam M.C. Nanayakkara, M. Mattara, A. Gior(}. “Comparison Of Volatile Compounds Induced By Aphids And Mechanical Damage In Achillen Colling”.

Acta horticulturae, 955:1, pp. 275-280

- S. Panseri A. Giorgi,, C. Nanayakkarawasam Masachchige, L. M. Chiesa (2012). "HS-SFZ/E Analysis of the volatile compounds of Achilleacolling: Evaluation of the emissions fingerprint induced :d

by Myzus persicae infestation” Journal Of Plant Biology 55: 251-260.




Tipologie di assunzione

Galenica: macerati oleosi

-Romano, Hazekamp “Cannabis Oil: chemical evaluation of an
upcoming cannabis-based medicine”

-Citti, Cannazza : Medicinal cannabis: Principal cannabinoids
concentration and their stability evaluated by a high performance
liquid chromatography coupled to diode array and quadrupole time
of flight mass spectrometry method

-Calvi et al. Comprehensive quality evaluation of medical
Cannabis sativa L. inflorescence and macerated oils based on HS-
SPME coupled to GC-MS and LC-HRMS (Q-exactive orbitrap®)

- Casiraghi, et al. Extraction Method and Analysis of Cannabinoids
in Cannabis Olive Oil Preparations (SIFAP)

Vaporizzazione inflorescenze

175 - 210°C (Cannabinoidi)
>140 °C (Terpeni)






Inflorescenze ad utilizzo teraeeutico — diversi chemotiei

SCFM - Firenze (FM2, FM1)

Bedrocan Pedanios - Aurora (22/1, 1/12)




Terpeni : approccio analitico moderno

Microestrazione su fase solida accoppiata alla gas-cromatografia e spettrometria di massa

(HS-SPME-GC/MS)
Spazio di testa

/ Campionatore SPME

Spettrometro di massa
(MS)

Gas Cromatografo (GC)

HS-SPME-GC/MS Vial con campione
(100 mg Cannabis flos o 1g olio)

Tecnica non distruttiva del campione ---- rilevare le caratteristiche dei terpeni da
fitocomplessi (>100 composti flos; >30 composti oli)

- S. Panseri, L.M. Chiesa, N. Nanayakkarawasam M.C. Nanayakkara, M. Mattara, A. Giorgi (2011). “Comparison Of Volatile Compounds Induced By Aphids And MechanicahEralteagedtina”.

Acta horticulturae, 955:1, pp. 275-280

- S. Panseri A. Giorgi,, C. Nanayakkarawasam Masachchige, L. M. Chiesa (2012). "HS-SPME-GC/MS Analysis of the volatile compieinidieaafollina: Evaluation of the emissions fingerprint induced
by Myzus persicae infestation” Journal Of Plant Biology 55: 251-260.

- Calvi L., Pentimalli D, Panseri S., Giupponi L., Gelmini F., Beretta G., Vitali D., Bruno M., Zilio E., Pavlovic R., Giorgi A. (2018) Comprehensive quality evaluation of medical Cannabis sativa L.
inflorescence and macerated oils based on HS-SPME coupled to GC-MS and LC-HRMS (Q-Exactive Orbitrap®) approach. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 150 (2018) 208+-219



Classi di terpeni rappresentativi in Bedrocan, Bediol, Bedica e Bedrolite
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Contenuto di terpeni rappresentativi Bedrocan, Bediol, Bedica e Bedrolite

Mono-di-tri terpeni
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Contenuto di terpeni rappresentativi Bedrocan, Bediol, Bedica e Bedrolite
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Contenuto di terpeni rappresentativi Bedrocan, Bediol, Bedica e Bedrolite

Terpeni ossigenati
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Representative terpene profile of Bedrocan and Pedanios 22/1
(TIC-Headspace-SPME and GC/MS)
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Different concentrations and compounds absent / present in the two
chemotypes
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Dominants terpenes identified in Cannabis flos chemotypes
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| terpeni nei macerati oleosi (preparati galenici)




Macerati oleosi galenici: terpeni — differenti metodi
estrazione — shelf life 42 gg

Bediol - Maggior stabilita’ 4°C

- Non lavori letteratura su forme acide - Maggior concentrazione: metodo
cannabinoidi ed evidenze cliniche RH senza decarbossilazione



Macerati oleosi galenici: terpeni — differenti
metodi estrazione — shelf life 42 gg

Bedrocan
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-metodo/processo di estrazione
(bagnomaria, CO, supercritica, ultrasuoni)

-Tipologia fonte lipidica (olive oil, hemp
seed oil, MCT): influenza notevole su
stabilita’ durante lo stoccaggio

-presenza pesticidi, micotossine, metalli
pesanti




| terpeni nella Cannabis vaporizzata e combusta (fumo)

Vaporizzazione sperimentale : Bediol, Bedica, Bedrocan
- 200 mg flos

-Temperature di vaporizzazione :
-Tempo standardizzato : 15 min; campionamento: 45 min SPME, bag 30 cm

Calvi L., Panseri S ., Pentimalli D., Giupponi L Pavlovic R?, Giorgi AHS-SPME AND GC-MS FOR THE COMPREHENSIVE
STUDY OF TERPENES AND CANNABINOIDS EMITTED FROM MEDICAL CANNABIS SATIVA FLOS DURING
VAPORISATION BY USING A MEDICAL DISPOSAL




o = [Iterpeninella Cannabis vaporizzata e combusta (fumo)

Termogravimetria — GC/MS (50 °C - 600 °C)

O

CANNABIN\“"D IACM 9" Conference on Cannabinoids in Medicine

ConFerence 20]7 Mearitim Hotel Cologne, Gemeny, 29-30 September 2017



Analisi comparativa 200 mg flos Bediol (vaporizzazione vs combustione)

combustione E 600°C

tccass [ o

tacca 7

tacca 5

combustione M 600°C

200°C

190°C

180°C

tacca 8.5 220°C
tacca 7 200°C
tacca 6 190°C
tacca 5 180°C

“Terpeni

Influenza della temperatura sulla
degradazione (combustione degrada
> 40% terpeni)

Piazne.

Composti della combustione dannosi
(stress ossidativo cellulare e/o
possibili cancerogeni (IARC — 2B)

- Patologie sclerosi multipla (si
sconsiglia fumo)

He et al., TG—GC-MS study of volatile products from Shengli lignite pyrolysis- Fuel 156 (2015) 121-128




Fingerprint —Terpeni (Cannabis sativa di varieta ad uso agricolo)

Fingerprint terpenico costituito da piu di 100 composti volatili

Futura 75, Fibranova e E. Campana > mono/di/ tri terpeni
Futura 75, Fibranova, Fedora e E. Campana> sesquiterpeni
Futura 75 > terpeni ossigenati

Mono/di/tri Terpeni
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Livello differenze varieta Cannabis sativa
L. rispetto al contenuto terpenico (cluster)



Necessita’ ed approcci futuri

- Ruolo chiave come “indicatori” di buona preservazione fitocomplesso durante
le fasi di preparazione (es. macerati oleosi)

- Terpeni agiscono attivamente sui recettori/enzimi cerebrali : necessita’ di studi
mirati per evidenziarne la specifica efficacia a livello clinico

- Indagare le proprieta’ complessive dei fitocomplessi di chemotipi ad utilizzo
terapeutico: quantificare i composti terpenici caratteristici --- diversi chemotipi
utilizzabili

Approccio ad oggi di cautela nell’addizionare terpeni a preparazioni
e/o estrazioni (es cariofillene , mircene in oli a base di
cannabidiolo) — ruolo irritativo ossidante
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120 terpenes. Phytocomplex composition differences between the pharmaceutical properties of differ-
ent medical cannabis chemotype have been attributed to strict interactions, defined as ‘entourage effect’,
between cannabinoids and terpenes as a result of synergic action. The chemical complexity of its bioactive
constituents highlight the need for standardised and well-defined analytical approaches able to charac-
terise the plant chemotype, the herbal drug quality as well as to monitor the quality of pharmaceutical
cannabis extracts and preparations, Hence, in the first part of this study an analytical procedures involv-
ing the combination of headspace-solid-phase microextraction (HS-SPME) coupled to GC-MS and High
Resolution Mass-Spectrometry LC—HRMS{Orbitrap®)were set up, validated and applied for the in-depth
profiling and fingerprinting of cannabinoids and terpenes in two authorised medical grade varieties
of Cannabis sativa L. inflorescences (Beclrua:::ln'E and Bedio]o)and in obtained macerated oils. To better
understand the trend of all volatile compounds and cannabinoids during oil storage a new procedure for
cannabis macerated oil preparation without any thermal step was tested and compared with the existing
conventional methods to assess the potentially detrimental effect of heating on overall product quality.

© 2017 Elsevier BV, All rights reserved.
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L'unione fa la forza del fitocomplesso

Grazie per l'attenzione



