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INTRODUCCION

A partir de la reglamentacion de la Ley Nacional 27350, la cual regula la investigacion meédica
y cientifica del uso medicinal de la planta de cannabis y sus derivados, nuestro pais permite
la elaboracién de productos de uso medicinal con cannabinoides tanto por parte de la industria
farmacéutica como también por usuarios inscriptos en el Registro del Programa de Cannabis
(REPROCANN). Esta apertura ha dado lugar a la produccion de cremas dérmicas que
contienen cannabinoides para el tratamiento del dolor y la inflamacion (Eskander, J. ,2020).
En cuanto a los productos derivados de cannabis para uso terapéutico que circulan en nuestro
pais y estan disponibles para la poblacion, los mismos tienen diferentes origenes. Estan, por
un lado, aquellos que provienen de la industria farmacéutica regulada y que tienen su calidad
asegurada, y por otro lado aquellos producidos artesanalmente, sin control de calidad del
producto final. Es por esto la importancia de contar con métodos analiticos exactos y
confiables para determinar el perfil cuali y cuantitavito de cannabinoides presentes en cremas
para un uso eficiente y seguro de estos productos. Los cannabinoides presentes en la planta
y productos derivados se han cuantificado generalmente por Cromatografia de Gases (CG).
El andlisis mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (CLAR) tiene
ventajas frente al CG, ya que al trabajar con temperaturas moderadas permite diferenciar las
formas &cidas y neutras de los analitos (Burnier, C., et al, 2019).

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue realizar la validacion de un método analitico para determinar
cannabinoides en muestras de cremas dérmicas. El método se basa en la extracciéon etandlica
de los cannabinoides a partir de la matriz del producto y la separacion de los mismos por
CLAR con deteccioén de arreglo de diodos para la determinacion simultanea de cannabinoides
neutros y acidos (CBD, A9-THC, CBDA, THCA, CBN, CBC, CBG, CBGA y A8-THC).

Titulo del Proyecto: Desarrollo y validacién de métodos analiticos por cromatografia liquida de alto
rendimiento para la determinacion de cannabinoides en productos farmacéuticos mediante calidad
por disefio
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MATERIALES Y METODOS
Muestras y Estandares

Se emplearon muestras reales (MR) de cremas remitidas al laboratorio por cultivadores,
asociaciones civiles y/o consumidores de la provincia de Santa Fe. Para la identificacién se
utilizaron estandares de referencia de A-9-THC, A-8-THC, CBD, CBN, CBDA y THCA
adquiridos como soluciones metandlicas a RESTEK. Para la calibracion y fortificacion de
muestras se utilizé un estandar secundario de CBD generado en el laboratorio a partir de CBD
cristal materia prima, siguiendo los lineamientos de USP y guias ICH Q2(R2) (2022) y
Eurachem (2016). Para selectividad se utilizaron cremas que no contienen cannabinoides
(muestras blanco (MB) o matriz) provistas por los productores.

Preparacion de las muestras

El procedimiento analitico (Figura 1) se desarrolld y

optimiz6 en el laboratorio. La muestra se homogeneizo mk
perfectamente y luego se pesd exactamente una masa =
aproximada a 20,0 mg en un tubo eppendorf. Se — Vortex

Muestra en

agregaron 1500 pL de etanol 96%. Se sonicd, agitd con | wmisww |4 1

vortex y sonicé nuevamente para asegurar la extraccion
de los analitos. Finalmente se centrifugé a 10000 rpm
durante 5 minutos y el sobrenadante (solucion muestra,
SM) se trasvasé a un vial de inyeccion. El procedimiento

Ultracentrifugado HPLC-DAD

Figura 1. Procedimiento Analitico

de extraccion se verifica en el ensayo de veracidad.
Sistema Cromatografico

Se emple6 un sistema de HPLC-DAD (1260 Agilent Technologies). Se registraron espectros
completos de los picos de los analitos en el rango de 200 a 400 nm. Las separaciones
cromatograficas se realizaron en una columna analitica Agilent InfinityLAB poroshell 120 EC-
C18 (2,7 ym; 4,6 mm x 150 mm). El control del equipo y la adquisicién de datos se realizaron
con el software OpenLAB CBS. La fase movil consistié en una mezcla de soluciéon A (acido
férmico 0,1% v/v en agua) y solucién B (acido formico 0,1% v/v en acetonitrilo) con gradiente
de elucién. La velocidad de flujo se fij6 en 1,5 mL/min, y el volumen de inyeccién fue de 5 pL.
La separacion se llevo a cabo a 40 °C.

Estrategia de identificacion y calibracion

La curva de calibrado se obtuvo a partir de soluciones de calibrado de CBD en etanol 96% en
el rango de (0 — 250) ug/mL. Cada punto de calibracion se analizd por triplicado. Se aplico
regresion lineal ponderada (WLS) con el peso mas conveniente entre las concentraciones
nominales (CN) y las areas del pico de CBD. Para la recta ajustada se obtuvieron: coeficiente
de determinacién (R?), ordenada al origen (a) y pendiente (b) con sus correspondientes
desvios estandar e intervalos de confianza (a = 0,05) y el desvio estandar de la regresién
(RMSE). Para determinar la concentracién de CBD en cremas se utiliz6 la curva de calibrado.
La cuantificacion de los demdas cannabinoides se realiz6 mediante el uso del factor de
respuesta relativo a CBD (Sarma et al, 2020). La identificacion de cannabinoides se baso en
los tiempos de retencién relativo al CBD y espectros de absorcion de los picos (coincidencia
con espectros estandares).

Validacion del método
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El método fue validado siguendo la guia ICH Q2(R2) (2022) y Eurachem (2016). Se realizaron
ensayos de: selectividad, rango lineal, limite de cuantificacién (LOQ) y limite de deteccion
(LOD), precision, veracidad y estabilidad de soluciones.

Selectividad: Se analizaron las senales cromatograficas de solvente de inyeccion (n=2), MB
(n=1) y MR (n=3).

Linealidad y Rango: La linealidad se verific6 mediante el analisis de la distribucion de los
residuos de la curva de calibrado.

Precision: Se evalué la precisién intraensayo del método procesando 6 veces una crema
comercial de CBD en el mismo dia por el mismo analista para calcular el coeficiente de
variacion en condiciones de repetibilidad (CVr). La precision intermedia se determiné al
procesar la misma muestra en un dia diferente por otro analista para determinar el coeficiente
de variacién del Pool en condiciones de reproducibilidad (CVp).

Limite de Deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ): los limites se estimaron
mediante la evaluacion de la sefal/ruido de los picos. EI LOQ se validé en los ensayos de
veracidad y precision.

Veracidad: Se fortificaron MB con CBD en cuatro niveles de concentracion (LOQ, 25%, 50%
y 75% de la curva de calibrado) por triplicado. Se calcularon las recuperaciones (R%).

Estabilidad de los extractos: se mantuvieron las SM del ensayo de selectividad en los viales
de inyeccion a temperatura ambiente durante 24 hs y se inyectaron nuevamente.

RESULTADOS
Los resultados de la validaciéon se muestran en la tabla 2

Tabla 2: Resultados de los ensayos para cada parametro estudiado en la Validacion

Parametro Criterio de Aceptacion Resultados
Solvente de | Ausencia de sefial en el tiempo de | Cumple
inyecciéon retencion del analito.

MB No debe producir senal > 20% del LOQ | Cumple
Selectividad en el tiempo de retencion de cada uno
de los analitos.
MR Tiempos de retencion relativos y | Cumple

espectros de absorcidén coincidentes
con estandares.
Resoluciones entre picos adyacentes >

1.0
Precision Intraensayo | CVr < 5,0% Analista 1: CVr = 2.3%
Analista 2: CVr = 3,5%
Intermedia | CVp <7,5% Pool: CVp = 3,0%
Veracidad Nivel LOQ [ R (%)=85,0-115,0 Cumple
Nivel 2 R (%) =90,0-110,0 Cumple
Nivel 3 R (%) =90,0-110,0 Cumple
Nivel 4 R (%) = 95,0 — 105,0 Cumple

Estabilidad Extractos La concentracion predicha a 24 hs entre | Cumple
el 95.0 y 105.0 % de la concentracion
predicha inicial.

Limites LOQ Cumplir con criterios de precision y | 0,01%p/p
veracidad

LOD 0,003% p/p
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La curva de calibracion se ajusté a un modelo de regresion lineal ponderada WLS con peso
1/x presentandose una distribucidén homocedastica de los residuos sin tendencia evidente. El
valor de R? obtenido fue de 99,96%. La curva presenta un comportamiento lineal en el rango
de concentracion estudiado. La ecuacién de regresion se muestra en la Ecuacion 1:

Ecuacién 1 y =10,06 X + 3,71
Analisis de muestras reales

Utilizando el procedimiento validado se analizaron 5 muestras de cremas: 2 comerciales y 3
artesanales. En las muestras comerciales se observé la presencia de CBD en
concentraciones <0,3% p/p. De las muestras artesanales 2 de ellas contenian THC y CBD
como cannabinoides mayoritarios y se determind la presencia de otros cannabinoides
minoritarios. En una muestra artesanal no se observo ningun cannabinoide. La Unica muestra
con concentracion de cannabinoides declarada por el fabricante presenté una concentracion
10 veces menor a lo esperado. En la Figura 2 se muestra un cromatograma de una muestra
de crema artesanal.
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Figura 2. Cromatograma de una muestra de crema

CONCLUSIONES

Se ha validado un método analitico mediante CLAR sencillo, rdpido y preciso para la
determinacion de nueve cannabinoides en cremas de uso dérmico. Esta herramienta analitica
generada permite conocer el perfil cuali y cuantitativo de cannabinoides presentes en cremas
gue se producen en la regién para uso medicinal. Esta informacién resulta util para llevar a
cabo tratamientos personalizados, ya que cada paciente requiere un ajuste de la composicién
y dosis de cannabinoides a utilizar en funcion de su patologia especifica.
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