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DEVELOPMENT OF A METHODOLOGY FOR THE DETERMINATION OF CANNABINOIDS IN CANNABIS-BASED
PRODUCTS FOR MEDICINAL PURPOSES. Medicinal products based on the Cannabis sativa plant are available in Brazil,
among them, drug, cannabis products, individual import products, and those provided by patient associations. Despite this, there is
no monograph for the evaluation of cannabinoids in Brazilian Pharmacopoeia (BP) or other compendia accepted. Therefore, this
work aimed to develop a quick and easy method to quantify cannabinoids in authorized products for medicinal purposes. The method
was developed by HPLC-UYV, gradient elution composed of formic acid in acetonitrile and water, the flow rate of 0.6 mL min' and
220 nm detection. It was possible to resolve the peaks of cannabidiol (CBD), tetrahydrocannabinol (THC), cannabidiolic acid and
cannabinol and to quantify CBD (105.35%; 104.07%) and THC (106.62%). The developed method was applied to two products and
met the established requirements of precision, accuracy, linearity, and selectivity. This procedure has been tested on four cannabis-
based products to attest to its effectiveness. Considering the importance of establishing minimum quality requirements for medicinal
products and considering the available products in Brazil, it was found that it is important to evaluate the implementation of other
products in the method developed for future validation and later inclusion in the BP.
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INTRODUCAO do THC, o canabinol (CBN), que pode ocorrer dependendo das
condigdes de armazenamento, temperatura e tempo.” (Figura 1).
A Cannabis sativa e produtos derivados estdo sendo cada vez

mais pesquisados e utilizados para fins medicinais. O efeito psicoativo

causado por um de seus constituintes, o tetrahidrocanabinol (THC), O OH

¢ o motivo pelo qual ela ¢ utilizada de forma recreativa e por ser HO
proscrita no Brasil. Apesar disso, desde 2015, produtos derivados

da planta podem ser utilizados para fins medicinais de forma OH
regulamentar.' CBDA

Atualmente, no Brasil, apenas um produto, que contém como
principios ativos os canabinoides THC e canabidiol (CBD), é
registrado como medicamento. Entretanto, brasileiros que necessitam
dos canabinoides para tratamento de doencgas podem ter acesso a
produtos com fins medicinais através de prescricdo médica, pela
aquisi¢ao de outros dois tipos de produtos de dmbito sanitdrio
regulados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), os
produtos de importacéo individual e os Produtos de Cannabis (PC).*?

No presente momento, existem 19 PC registrados no Brasil e
apesar da disponibilidade desses produtos, devido ao valor elevado
em que sdo comercializados, existem pacientes que fazem uso de
produtos artesanalmente produzidos e fornecidos por associacdes Q O
de pacientes e familiares de usudrios da cannabis medicinal, que
possuem autorizagio da justica para a atividade.® O

Esses produtos de ambito sanitdrio precisam ter o controle de

OH

qualidade realizado para garantir que atendam aos requisitos de
atividade, qualidade, pureza e inocuidade. Assim, sdo necessdrios
métodos robustos e confidveis para esta avaliagdo. Portanto, torna-
se necessario quantificar os principais canabinoides utilizados para
fins terapéuticos, CBD e THC, além dos canabinoides relacionados,
como seus precursores, dcido canabididlico (CBDA), 4cido
tetrahidrocanabindlico (THCA) e o jd conhecido produto de degradagdo

*e-mail: mychelle.monteiro@incqs.fiocruz.br

CBN

Figura 1. Estrutura quimica dos principais canabinoides no controle de
qualidade de produtos derivados de Cannabis sativa para fins medicinais

Ressalta-se, ainda, a importancia do controle do teor de THC,
visto que € uma substéncia psicoativa.® Atualmente, ndo existe uma
monografia compendial para avaliagdo dos canabinoides e os métodos,
até entdo utilizados, sdo os desenvolvidos e validados pelos préprios
fabricantes.”!?
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Portanto, este trabalho visa o desenvolvimento de um método
rapido e de facil aplica¢do para quantificacdo dos canabinoides
CBD, THC, CBDA e CBN em PC e medicamentos a base de
Cannabis a ser desenvolvido e validado em produtos autorizados pela
Anvisa e disponiveis no Brasil visando posterior implementacao na
Farmacopeia Brasileira.

PARTE EXPERIMENTAL
Padroes e reagentes

A Substancia Quimica de Referéncia (SQR) de CBD (98-102%)
foi adquirida da BSPG Laboratories, a SQR de THC (0,995 mg mL")
adquirida da Farmacopeia Americana, a SQR de Acido Canabidi6lico
(CBDA) (1,00 mg mL™") adquirida da Dr. Ehrenstorfer e a SQR de
Canabinol (CBN) (1,00 mg mL"!") adquirida da Lipomed.

Foram fornecidas seis solugdes de SQR pelo fabricante do
produto 2, utilizadas no desenvolvimento do método cromatografico:
Canabidivarina (CBDV), CBDA, Canabigerol (CBG), CBD, Canabitriol
(CBO), tetra-hidrocanabivarina (THCV), CBN, A9-THC, A8-THC,
canabicromeno (CBC) e THCA (0,002 mg mL"); CBG, CBN e CBC
(0,002 mg mL"); CBDA, THCV e THCA (0,002 mg mL"); CBDV e
CBO (0,002 mg mL™") e por fim, duas solu¢des com os canabinoides
CBD (0,1012 mg mL") e THC (0,0952 mg mL"") separadamente.

Reagentes acetonitrila, metanol, n-hexano e etanol foram
adquiridos da Merck. A dgua ultra purificada foi obtida por sistema de
purificacdo de dgua, fabricante Milipore, modelo Milli-Q Integral 10.

Instrumentacio

O desenvolvimento do método foi feito pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo
de Diodos (CLAE-DAD) em equipamento de médulo tnico Nexera-i
LC2040c 3D Plus da Shimadzu. Utilizou-se coluna cromatografica
com octadecilsilano (C18), (150 x 4,6 mm, 5 um), fabricada pela
ACE. Como amostra utilizou-se uma solugdo de SQR contendo
11 canabinoides, inclusive CBD, THC, CBDA e CBN, que sao
os de interesse do trabalho. A Fase Mdvel (FM) foi composta de
0,1% (v/v) de dcido férmico (FOA) em dgua (A) e 0,1% (v/v) de FOA
em acetonitrila (B), com vazao de 0,600 mL min™, temperatura do
forno a 25 °C e detec¢ao no comprimento de onda (1) de 220 nm. A
elui¢do ocorreu nas seguintes condi¢oes: 0-10 min de 50 a 95% de A,
10-16 min 95% de A; 16-17 min, retornou-se para as condi¢des
iniciais, que foram mantidas até os 18 min.

Amostras

As amostras dos produtos a base de Cannabis foram adquiridos
por meio do programa de monitoramento pés-mercado de produtos
da Cannabis e medicamentos contendo CBD/THC da Anvisa. Na
etapa de desenvolvimento do preparo de amostra e na avalia¢do dos
parametros do método foram utilizados quatro lotes de produtos,
de dois fabricantes, ambos formulados em solugdo oral. Contendo
como principio ativo no Produto 1 somente CBD (200 mg mL™") e
no Produto 2, CBD (25 mg mL") e THC (27 mg mL™).

Posteriormente, o método foi testado em mais dois produtos,
do mesmo fabricante do Produto 1 e igual formulagdo, alterando-se
apenas suas respectivas concentracdes de CBD. Sendo assim para o
Produto 3 CBD (20 mg mL") e Produto 4 CBD (50 mg mL™).

Preparo da amostra

As amostras foram submetidas por diferentes intervalos de
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tempo a agitagdo por vortex, movimento reciprocante (shaker),
ou ultrassom, além de refrigeracdo e centrifugagdo para separacio
do veiculo oleoso. Como solventes de extragdo foram testados
metanol, metanol: dgua (9:1), metanol:n-hexano (9:1) e etanol:dgua
(95:5), totalizando nove diferentes condi¢des de preparo da amostra,
apresentados na Tabela 1. Dessas condi¢des, A, B e C foram realizadas
de acordo com as literaturas disponiveis,'"'? enquanto D, E, F, G, H
e I foram desenvolvidas. Cada teste foi realizado com minimo de
duas replicatas.

Aliquotas equivalentes a 100 mg das amostras foram transferidas
para tubo de centrifuga e adicionados 4,900 mL do respectivo
solvente de extragdo dos testes observados na Tabela 1. Diluiu-se até a
concentragdo de trabalho (CT) de 100 ug mL™!. Filtrou-se em membrana
de politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 um e transferiu-se para vial.

Parametros de avaliacao do método

Avaliaram-se os parametros de precisdo, exatiddo, linearidade
e seletividade do método para o ensaio de teor de CBD e THC
em amostras preparadas e analisadas de acordo com as condicdes
e método analitico desenvolvidos, na concentracdo de trabalho
estabelecida (100 pg mL"), conforme preconizado na Resolucao da
Diretoria Colegiada - RDC n° 166 de 2017.13

Precisdo

O parametro de precisdo foi avaliado pelos resultados dos ensaios
de repetibilidade e precisdo intermedidria. A repetibilidade foi
determinada pela inje¢do em triplicata de seis réplicas individualmente
preparadas nas condi¢des de preparo e método analitico estabelecidos
no desenvolvimento da metodologia, a 100% da CT, pelo mesmo
analista, com a mesma instrumentac@o em uma tinica corrida analitica.
Para a precisdo intermedidria seguiu-se o mesmo procedimento,
porém, o analista e dia do ensaio foram alterados. O critério de
aceitagdo para esses ensaios foi de Desvio Padrao Relativo (DPR)
menor ou igual a 5,0%, para o teor das replicatas.'*

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelos resultados de recuperagio
(Equagdo 1) dos principios ativos obtidos no ensaio de repetibilidade.
O critério de aceitacdo, de acordo com a CT, € de 90 a 107% de
recuperagdo média e 5,3% de DPR."

Concentragdo média experimental o

Recuperacdo (%) = 100 (1)

Concentragdo tedrica

Linearidade

O ensaio para avalia¢@o desse parametro foi realizado através da
técnica de adi¢do padrio, pois o desenvolvimento da metodologia foi
feito no produto farmacéutico e nao se tinha disponivel os insumos
farmacguticos ativos, placebos e excipientes.'*

Foram adicionadas aliquotas das solu¢des de SQR as solucdes de
amostras, e avolumadas com diluente, a fim de que fossem obtidas
curvas de adi¢do-padrao com pontos correspondentes a 50%, 75%,
100%, 125% e 150% da CT. Uma curva analitica com as mesmas
concentracdes foi preparada com o diluente.

A linearidade do método foi avaliada através da significincia
do modelo linear pelo Teste F da Anova para o coeficiente angular,
coeficiente de correlagdo (r), homocedasticidade pelo teste de Breusch
Pagan e normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, calculados pelo
Software Action Stat®.

Seletividade
Neste estudo as matrizes sem o analito ndo estavam disponiveis,
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Tabela 1. Condig¢des do preparo de amostra
Testes Solvente de extracdo Agltzigao por Ultrassom Centrifuga Refrlgeor acdo Ag}lte.ldor Shaker
vortex (-20°C) multiplo
A Método do fabricante do produto 1
B Etanol 95% 5 min 0, 15 min ou 30 min - - - -
. . . 1 min (1286 x g) .
C Metanol:hexano (9:1) - 30 min 20 min (2571 x ) 30 min - -
D Metanol:hexano (9:1) 5 min 15 min - - - -
E Metanol 5 min 15 min - - - -
F Metanol - - 15 min (3214 x g) - 15 min -
G Metanol 90% - 15 min 15 min (3214 x g) - 5 min 15 min
H Etanol 95% 5 min 5 min 10 min (3214 x g) - - -
1 Etanol 95% 5 min - 10 min (3214 x g) - - -

portanto, a seletividade foi avaliada pela comparagdo das curvas de
adicdo do padrdo nas matrizes dos produtos 1 e 2 com a curva analitica
dos padrdes em cinco niveis, equivalentes a 50%, 75%, 100%, 125%
e 150% da CT.

A seletividade do método foi avaliada utilizando o Software
Action Stat®, pelos pardmetros de igualdade de intercepto, paralelismo
e coincidéncia.

Aplicacio da metodologia em produtos a base de Cannabis

Para a realizac@o do preparo de amostra no ensaio de doseamento
dos produtos, transferiu-se 100 uL. de amostra para um tubo Falcon
de 15 mL, contendo 4900 uL de etanol 95%. Agitou-se por inversdo.
Agitou-se por vortex durante 5 minutos. Levou-se ao banho-maria
acoplado a ultrassom por 5 minutos. Centrifugou-se por 10 minutos
a 5000 rpm. Uma porcdo do sobrenadante foi aliquotada, de acordo
com a concentragdo de ativo, para alcangar a concentragdo de
100 pg mL"! para um tubo contendo uma porcdo suficiente para
volume final de 5000 pL de etanol 95% (v/v). Filtrou-se em membrana
de PTFE 0,45 um e transferiu-se para vial de CLAE. Cada produto
analisado foi realizado por meio de triplicatas independentes entre si.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Preparo da amostra

As nove condicdes de preparo de amostra foram avaliadas
pelos resultados de recuperagdo dos principios ativos CBD e THC
(Tabela 2) estimados em relacdo aos valores de concentrag@o
estabelecidos pelos fabricantes. O valor de recuperacdo média
utilizada como critério de aceitag@o, de acordo com a CT, foi de
90% a 107% e 5,3% de DPR."

O teste A corresponde as condigdes do método analitico do
fabricante do produto 1. O resultado do produto 2 nesse método foi
satisfatério para andlise de THC e insatisfatério para CBD, com valor
superior ao estabelecido como critério de aceitacdo. No entanto, foi
observada baixa variacdo de resposta entre as replicatas dos analitos.

As condigdes de andlise do método do fabricante do produto 2
nao puderam ser aplicadas ao produto 1, pois o solvente de extragdo
ndo permitiu a solubiliza¢do da sua matriz oleosa.

Os testes B e C correspondem a métodos descritos na literatura
aplicados a produtos de interesse medicinal. O teste B foi o proposto
no trabalho de Ciolino e colaboradores,'' em que a amostra ¢
transferida para um frasco contendo etanol 95%, misturada em vortex
para dispersar ou dissolver a matriz, e sonicada por 30 min caso a
matriz nio tenha sido dissolvida.

Tabela 2. Recuperacoes médias no desenvolvimento da técnica de preparo

da amostra
Recuperagdo média (%)
Teste CBD THC
Produto 1 Produto 2 Produto 2

A - 112,15+0,07 102,69 = 0,19

0 min® 95,43 £9,54 104,38 + 1,39 -
B 15 min® 103,12 108,04 + 7,43 -

30 min* 103,19 +3,76 105,71 +5,11 -

0 min® 106,51 £2,79 108,99 +4,02 105,73 +2,67
B I15Smin*  116,35+0,59 104,81 2,48 103,28 +2,82

30 min* 109,44 £331 103,96 +2,59 103,31 +2,65
C 96,48 5,55 109,69 £2,83 100,55 +2,56
D 67,31 £3,79 78,50 £ 5,41 64,86 + 3,37
E 129,60 £5,95 101,71 4,67 93,54 £ 5,04
F 93,04 £4,72 106,00 £ 1,47 100,43 = 1,34
G 106,82 +2,23 - -
H 105,35+ 0,56 104,07 +0,04 106,62 + 0,30

102,45+432 10425+ 1,39 103,03 +2,31

“Tempo no ultrassom.

Observou-se que em 5 min de agita¢do em vortex foi obtida uma
dispersdo eficaz das amostras no solvente de extracdo, portanto, essa
condicdo foi mantida para avaliagdo do método descrito neste artigo.
Além da reproducio do método, avaliou-se a influéncia no tempo de
ultrassom (0, 15 e 30 min) para a recuperagio dos analitos.

Esse teste foi realizado em duas ocasides, na primeira avaliou-
se apenas a recuperacdo de CBD e na segunda foram avaliadas as
recuperagdes dos dois analitos. A influéncia do tempo no ultrassom
mostrou ser mais importante para o produto 1, formulado em dleo.
Para as replicatas que ndo passaram pelo ultrassom foi observado uma
recuperagdo menor, em relac@o as que permaneceram por 15 e 30 min.

O teste C foi proposto no trabalho de Carvalho e colaboradores.'?
Pelos resultados obtidos, o método foi mais adequado para o produto 2
do que para o 1, no qual o DPR foi maior do que 5%, entretanto, o
valor de recuperagio para CBD no produto 2 encontra-se acima de
107%.

Valores de recuperagdo préximos a 100% foram obtidos
para os dois produtos na reprodugdo dos métodos da literatura.
Porém, esse dltimo método emprega um longo processo de
extragdo (aproximadamente 80 min), portanto, foi proposto um
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teste em que fosse utilizado o solvente de extracdo usado por
Carvalho e colaboradores'? no procedimento descrito por Ciolino e
colaboradores!! (Teste D).

A proposta de alteragdo no método mostrou-se insatisfatoria,
pois as recuperacdes foram inferiores ao necessdrio para ambas as
amostras. O mesmo procedimento também foi testado alterando-
se o solvente de extragdo para metanol (Teste E). Os resultados
de recuperagdes médias foram préximos a 100%, entretanto, os
coeficientes de variacdo ficaram préximos ao limite aceitdvel (5,00%).

Alteragdes nas condigdes analiticas do método do fabricante do
produto 1 também foram propostas. Como a desvantagem observada
no método original foi a realizacdo de diversas etapas, que consomem
mais de 60 min para execugdo, foi testada a adaptagdo do método
condensando todas as etapas em apenas uma (Teste F). O resultado
do teste foi satisfatério para os dois produtos, porém, o valor de DPR
para o produto 1 foi préximo ao limite de 5,00%.

No teste G, prop0s-se um novo procedimento, com mais etapas
de processo de extracdo da amostra, além da adi¢do de uma etapa
de centrifugagdo para reducio de interferentes da matriz. Como o
produto 1 foi o que apresentou desempenho inferior nos métodos
testados anteriormente, apenas ele foi utilizado como amostra.
Obteve-se valor de recuperacdo de CBD dentro do critério de
aceitacao.

Apesar dos bons resultados ja obtidos, testou-se mais uma
condi¢do, com menor tempo de execucdo. As amostras foram
transferidas para um tubo de polipropileno, adicionou-se etanol
95%, agitou-se por inversdo e depois em vortex por 5 min, metade
das replicatas ficaram por 5 min no ultrassom (Teste H) e a outra
metade seguiu direto para a etapa seguinte (Teste I), em que foram
centrifugadas a 3214 x g durante 10 min. Por fim, diluiu-se o
sobrenadante a CT e filtrou-se a solugdo em membrana PTFE 0,22 um
para vial. O peso dessas aliquotas foi registrado e posteriormente os
valores de recuperacio foram corrigidos de acordo com a densidade.
Os resultados de ambos os testes foram satisfatérios.

Nos testes B, D e E foram realizados os mesmos procedimentos
de extracdo e centrifugagdo das amostras, variando apenas os
solventes de extracdo, etanol 95%, metanol:n-hexano (9:1) e metanol,
respectivamente. Observou-se que a extragdo com etanol:dgua (95:5)
foi a mais eficiente, assim como observado na literatura.'"-'® Esse
resultado se deve a alta afinidade do etanol pela estrutura molecular
dos canabinoides."”

Por fim, durante os testes para o desenvolvimento do método, foi
possivel notar que por se tratar de amostras com maior viscosidade,
a aliquotagem em uma micropipeta mecanica de deslocamento de ar
ndo foi eficaz, pois a solu¢@o ndo consegue ser totalmente escoada
da ponteira, o que pode ocasionar erros. Esse problema pode ser
solucionado com a utilizag¢@o de pipeta e ponteira de deslocamento
positivo ou, pela amostragem por medida gravimétrica, caso a
densidade do produto seja conhecida.

Dentre os testes realizados, o Teste H foi o que apresentou
resultados de recuperac@o dentro dos limites estabelecidos, com baixo
DPR e menor tempo de execucdo, além de ter sido um dos testes em
que o volume das aliquotas foram também pesadas. Portanto, dentre
os métodos testados, este foi o selecionado.

Método cromatografico

A coluna cromatogrifica com C18 foi a mais utilizada nos
métodos descritos na literatura, apesar de nesses métodos serem
utilizadas majoritariamente colunas com tamanhos de particulas
inferiores a 3 um, que auxilia a eficiéncia de separagdo dos analitos,
no presente trabalho utilizou-se uma com 5 um por ser a coluna mais
encontrada na maioria dos laboratérios de cromatografia.!”-!
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As solucdes de FM para o sistema cromatografico mais utilizadas
nos métodos da literatura foram de FOA em dgua e em acetonitrila.
Contudo, alguns artigos obtiveram melhor resolucéo dos picos com
a utilizac@o de solugdes tampdao como FM. "2

No entanto, além das informagdes da literatura, considerou-se
a praticidade no preparo das solucdes e a compatibilidade das FM
com CLAE acoplada a espectrometria de massas sequencial, caso
posteriormente haja interesse de transferéncia do método para esta
outra técnica analitica, considerada mais eficiente na andlise de
produtos derivados da cannabis para fins medicinais.'

Portanto, solugdes a 0,1% de FOA em acetonitrila e em dgua,
utilizadas como FM A e B, respectivamente, foram testadas, em
diferentes propor¢des e modos de eluicdo. Todos os testes foram
realizados em vazio de 0,600 mL min™'.

Foram testados gradientes iniciando com maior e menor
porcentagem da FM aquosa, seguido de aumento da fase orgénica.
Nas corridas em que a porcentagem da fase aquosa era maior do que
50%, foi observado que os picos ndo foram eluidos em corridas de
até 20 min.

Os melhores resultados de resolucdo foram obtidos em elui¢do
com gradiente, na propor¢do inicial de 50:50, e com aumento
da fase orgéanica até 95%. Dentre esses gradientes, a condi¢io
com resultados mais satisfatorios teve a eluicdo ocorrendo nas
seguintes condigdes: 0-10 min de 50 a 95% de A, 10-16 min 95%
de A; 16-17 min, retornando-se para as condi¢des iniciais, sendo
mantidas até os 18 min. Essas propor¢des também foram utilizadas
por Protti e colaboradores? para separa¢do de CBD, THC, CBN,
CBDA e THCA.

Por conseguinte, avaliou-se nas condicdes de gradiente
selecionadas, a utilizagdo do forno da coluna em 25 °C e em 37 °C
(Figuras 2 e 3). Os sinais cromatograficos dos canabinoides foram
eluidos entre 9 e 16 min, e nomeados de A - K.

A correspondéncia entre os sinais cromatogrificos e cada
canabinoide, além dos valores de resolucio encontram-se na Tabela 3.
Apesar de ndo ter sido possivel obter resolugdo suficiente para os 11
canabinoides, considerou-se que a resolugdo entre os canabinoides
do objetivo do presente trabalho € atingida.

A temperatura mais elevada reduziu a resolugdo de 7 dos
11 sinais cromatogréficos. Portanto, utilizando a condi¢do com
temperatura de 25 °C, foram injetadas as solu¢des SQR de CBD,
THC, CBDA e CBN para comparacio dos tempos de retengao,
com o objetivo de identificar os picos correspondentes a esses
canabinoides.

Os outros sinais foram deduzidos pela ordem de elui¢do
através da comparacdo com o método do produto 2, que possui
FM com composi¢@o semelhante a testada e pela comparagdo dos
cromatogramas obtidos apds injecdo das trés solucdes contendo:
CBG, CBN e CBC; CBDA, THCV e THCA; CBDV e CBO. Esse
recurso foi utilizado, uma vez que os padrdes desses canabinoides
ndo estavam disponiveis de forma isolada.

Os sinais que apresentaram resolu¢do inferior a necessdria para
quantificagio no teste foram CBD - CBG, CBO - CBD e A8-THC - A9-
THC. As duplas CBD - CBG e A8-THC - A9-THC nio apresentaram
resolucdo de linha de base em nenhuma das condi¢des testadas. A
dificuldade na separacio entre CBG e CBD também foi relatada na
literatura.>** Para resolver esses picos, Fekete e colaboradores®
utilizaram temperatura de 50 °C e Krizman,? 37 °C, ambos utilizando
como FE octadecilsilano, entretanto, também utilizaram solugdes
tampa@o como parte aquosa da FM.

A resolugdo desses picos foi obtida por Citti e colaboradores® pela
alteragdo do modo de eluig@o, de isocratico para gradiente, e pela troca
do comprimento da coluna cromatografica, de 50 mm para 100 mm,
ambas C18, com o mesmo didmetro e tamanhos de particula, 3,0 mm
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Figura 2. Picos cromatogrdficos na ordem de A - K, na concentragdo de 0,002 mg mL", vazdo de 0,600 mL min "', 2 = 220 nm, volume de inje¢do de 20 uL e

temperatura de forno de 25 °C
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Figura 3. Picos cromatogrdficos na ordem de A - K, na concentragao de 0,002 mg mL”, vazdo de 0,600 mL min ', . = 220 nm, volume de inje¢do de 20 uL e

temperatura de forno de 37 °C

e 2,7 um, respectivamente. Também foi utilizado por Nemeskalova
e colaboradores® como FE uma coluna C18 e modo de elui¢do em
gradiente para tentar resolver os picos CBD, CBG, entretanto, nio
obtiveram sucesso e a separacdo foi considerada insuficiente para
deteccdo apenas por ultravioleta (UV).

No método do fabricante do produto 2, a dupla CBD - CBG,
junto com CBG - CBDA e CBC - THCA sio consideradas criticas
para adequagdo do sistema. As resolugdes que essas duplas
obtiveram no método desenvolvido foram iguais ou superiores ao
limite especificado pelo método do fabricante. Portanto, baseado
no método desenvolvido, podem ser realizadas otimizagdes, a fim

de conseguir melhor separacdo entre os onze picos presentes na
solucdo.

Quanto a detecgdo, foi selecionado o comprimento de onda de
220 nm, uma vez que foi o valor aproximado de comprimento de
onda com absor¢do mdxima para os picos na solucio de SQR e nas
solucdes de amostra, tanto para os canabinoides dcidos quanto para
os neutros. Esse comprimento de onda também foi utilizado nos
métodos dos fabricantes 1 e 2.

Assim como relatado na literatura, foi observado que os
canabinoides 4cidos também apresentaram picos de absor¢do entre
270 nm e 310 nm.""®
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~ . 110,00 1
Tabela 3. Resolucdo dos picos nos testes a 25 °C e 37 °C
107,00%
Sinais Canabinoides Resolugdo Resolugao 105.00 4 40650%135%
cromatogrificos  correspondentes a25°C a37°C -
A CBDV - - < 100,00 +
B CBDA 5,55 5,31 g
S 9500 4 94,60+1,31%
C CBG 1,91 1,87 s
s 91,36£3,49%
D CBD 1,24 1,15 & 9000 90,00%
E CBO 1,22 0,61
F THCV 1,69 1,17 85,00 4
G CBN 5,94 5,88
80,00
H A9-THC 3,60 4,10 CBD (produto 1) CBD (produto 2) THC (produto 2)
I A8-THC 0,16 0,48
Figura 4. Resultados de recuperagdo de CBD e THC nos produtos 1 e 2
J CBC 1,39 2,94
K THCA 2,37 1,84

Parametros de avaliacio do método

Precisdo

O resultado do ensaio de repetibilidade e precisao intermedidria
do método para CBD e THC nos produtos 1 e 2 estdo apresentados
na Tabela 4. Os valores calculados de DPR foram inferiores a 5,0%,
tanto no ensaio de repetibilidade, quanto no de precisdo intermedidria,
0 que atesta a precisio do método.

Exatiddo

Os resultados do ensaio de exatiddo para CBD e THC nos
produtos 1 e 2 sdo apresentados na Figura 4. De acordo com o critério
definido, os resultados de recuperacdo e DPR encontram-se dentro
das faixas de aceitabilidade, portanto, considera-se que o método
possui exatiddo.

Linearidade

Para o ensaio de linearidade para CBD foram preparadas 3 curvas,
no diluente e uma curva de adi¢io padrido em cada produto testado,
com cinco concentracdes entre 0,050 mg mL! e 0,150 mg mL"!

correspondentes a faixa de 50% a 150% da CT, e os resultados da
avaliagdo pelo Software Action Stat® estio apresentados na Tabela 5.

De acordo com os resultados, ndo foram rejeitados a
significAncia do modelo linear pelo teste F da ANOVA, hipétese
de normalidade dos residuos e homocedasticidade da variancia.
Os valores dos coeficientes de correlagdo foram inferiores a 0,990,
portanto, a linearidade da curva na faixa de 50% a 150% da CT nao
foi confirmada por esse teste, apenas pelos outros trés avaliados.
Cabe ressaltar que apesar do coeficiente de correlacdo (r) ser
amplamente empregado como indicacdo da qualidade do ajuste do
modelo, o0 mesmo € interpretado equivocadamente como teste de
linearidade por si e ndo deve ser usado isoladamente. O coeficiente
de correlacdo r deve ser usado somente para descrever o modelo
de regressio.”’

Os resultados da avaliacdo do estudo de linearidade para THC
com o Software Action Stat® estdo dispostos na Tabela 6.

De acordo com os resultados, ndo foram rejeitados a significancia
do modelo linear pelo teste F da ANOVA, a hip6tese de normalidade
dos residuos e a homocedasticidade da variancia. Os valores dos
coeficientes de correlagdo foram superiores a 0,990, portanto, a
linearidade da curva na faixa de 0,050 mg mL" a 0,150 mg mL"! foi
confirmada.

Tabela 4. Valores de repetibilidade e precisdo intermedidria de CBD e THC nos produtos 1 e 2

Repetibilidade Precisdo intermedidria
Produto 1 Produto 2 Produto 1 Produto 2

Replicata CBD (ug mL™) THC (ug mL") CBD (ug mL™) THC (pg mL")
TR1 93,86 94,77 100,33 88,51 96,30 101,66
TR2 95,59 92,55 97,57 95,27 95,78 101,25
TR3 95,64 93,46 99,62 91,54 97,17 102,49
TR4 93,82 92,83 98,62 91,64 96,68 102,27
TRS 98,02 93,86 99,84 90,47 94,34 99,93
TR6 95,03 94,41 100,37 97,28 94,10 99,13
DPR (%) 1,62 0,93 1,10 3,49 1,31 1,32

Valores relativos a drea média de trés injecdes de cada replicata.

Tabela 5. Avaliacao do estudo de linearidade para CBD Tabela 6. Avaliacdo do estudo de linearidade para THC

. Coeficiente . . i

Matrizes angular r Homocedalstwldade Normalidade Matrizes C(;i[;?lzlte . Homocedasticidade Normalidade
avaliadas (p-valor) (p-valor) : _ _

(p-valor) p P avaliadas (p-valor) (p-valor) (p-valor)
Diluente 0,002 0,9857 0,4867 0,5406

Diluente 0,0008 0,9924 0,6697 0,5779

Produto 1 0,0028 0,9822 0,8238 0,0695
Produto2  0,0023 0,9847 0,7704 0,4254 Produto2 00011 0,9905 0.8524 0.2514
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Seletividade
Os resultados para o ensaio de seletividade para CBD e THC nos
produtos 1 e 2 sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Avaliacdo do estudo de seletividade para CBD e THC

Igualdade do Paralelismo Coincidéncia
intercepto (p-valor) (p-valor)
(p-valor) P P
Diluente - Produto 1 0,2502 0,3044 0,4781
0,2840 0,4865 0,3395
Diluente - Produto 2
THC 0,9098 0,8999 0,9913

Na comparagdo entre as retas do diluente com os produtos 1 e 2
para o analito CBD e na comparag¢@o entre as retas do diluente com
o produto 2 para THC, foi observado que elas possuem o mesmo
intercepto, sdo paralelas e coincidentes. Portanto, foi possivel
constatar que o método ¢ seletivo.

Aplicacio da metodologia em produtos a base de Cannabis

A metodologia desenvolvida foi aplicada em quatro produtos de
Cannabis obtendo-se os seguintes resultados, conforme apresentado
na Tabela 8. O valor de recuperagdo média utilizada como critério de
aceitacfo, de acordo com a CT, foi de 90% a 107%." Dessa forma,
todos os resultados se mostraram satisfatérios dentro do critério
estabelecido.

Tabela 8. Determinacao do teor dos produtos pela metodologia desenvolvida

Quim. Nova

CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel desenvolver um método para
determinagdo de CBD, THC, CBDA e CBN por CLAE-UV. As
condi¢des cromatograficas otimizadas permitiram uma andlise
rapida, em tempo total de 18 min, e resolucdes aceitdveis entre os
picos cromatograficos.

Na avaliagdo de métodos para preparo das amostras estudadas,
concluiu-se que o procedimento que empregou etanol:dgua (95:5)
como solvente de extracdo, etapas de agitagdo por inversao, por vortex
e ultrassom, além de centrifugacdo, apresentou melhores resultados
de recuperagdo em menor tempo de execugao.

O método otimizado (condig¢des cromatograficas e preparo de
amostra) foi aplicada a dois produtos e, através da avaliacdo de
parametros de validacdo de método analitico, foi possivel constatar
que ela € precisa, exata, linear e seletiva para CBD e THC.

Os resultados obtidos demonstraram que € possivel aplicar
o método nos demais produtos a base de cannabis que sdo
comercializados no pais. E com dados promissores, o método pode
ser validado e auxiliar nas a¢des de vigilancia sanitdria.
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Produto 1 Produto 2 Produto 3 Produto 4
Principio Ativo
CBD CBD THC CBD CBD
Concentragio Tedrica (mg mL™") 200,0 25,0 27,0 20,0 50,0
Concent_rlagao da Faixa de Aceitagio Referente a Concentra¢do Declarada 180-214 22.5-26.75 243289 18.0-21.4 45,0-53,5
(mg mL")
Concentragdo Nominal (mg mL™") 187,8 23,1 28,1 20,7 50,5
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