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1. Introduccién

1.1 CANNABIS
1.1.1 Planta, origen, composicién y estructuras

La marihuana, también Illamada caflamo o Cannabis sativa es una planta herbacea de
la familia Cannabaceae originaria de Asia, aunque en la actualidad la produccién de la hierba de cannabis
esta muy extendida, practicamente en todos los paises del mundo.

El ciclo natural de Cannabis sativa comienza en la primavera con la germinacion de las semillas. La etapa
de crecimiento vegetativo se lleva a cabo a mediados del verano, hasta que las plantas comienzan a florecer.
El desarrollo floral se mantiene durante dos o tres meses y, para la mayoria de las variedades, la cosecha
optima se da a principios del otofio.

En cuanto a su estructura, se caracteriza por ser una planta de tallo erguido, recto y rigido, con seccion
transversal cilindrica, raiz pivotante, de aspecto aspero, color verde oscuro y con ramas cortas y fragiles. Las
hojas de esta planta se diferencian segin su ubicacion; las hojas inferiores son opuestas, palmeadas,
presentando de cinco a siete hojillas lanceoladas, de bordes aserrados y enteros en los extremos; poseen un
peciolo muy largo con una vaina en la base. Las hojas superiores, ubicadas en las proximidades de las
inflorescencias son alternadas o aisladas y de morfologia diferente, no presentan peciolo y pueden ser simples
y poseer dos o tres segmentos.

Poseen una cara delantera o haz de color verde claro y una cara trasera o envés de color mas oscuro que
el haz. (figura 1-a).

Las plantas de marihuana macho muestran su sexo con unas pequefias “bolas” (flores machos), que
produciran el polen una vez se abran. En cambio, las plantas de marihuana hembra suelen mostrar en
sus tallos y brotes unos estigmas o pistilos de un color blanco intenso, similares a pequefios pelos
gruesos. (figura 1-b).
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Fig. 1-a. Partes de la planta de marihuana Fig. 1-b. Plantas macho y hembra

Refiriéndonos a la composicién quimica de Cannabis sativa nos encontramos con una amplia variedad de
compuestos, aproximadamente 500. Los que se hallan en mayor abundancia son los cannabinoides
(fitocannabinoides). Estos, se encuentran presentes en las flores y hojas de la planta de Cannabis.


https://es.wikipedia.org/wiki/Hierba
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Cannabaceae

Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides (Fito: plantas. Cannabinoides de planta) hacen referencia a una clase de compuestos
terpenofendlicos caracterizados por 21 atomos de carbono que aparecen Unicamente en la naturaleza en la
especie Cannabis sativa L. Se han descubierto ya en torno a 70 fitocannabinoides. Entre los mas destacados

se encuentran: (figura 2).
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Fig. 2. Estructuras quimicas de los principales cannabinoides



Otros componentes quimicos de la planta que se encuentran en menor proporcion son: terpenos,
flavonoides, alcaloides, estilbenos, amidas fendlicas y lignanamidas. Algunos de estos compuestos son
biolégicamente activos y parecen tener ciertos efectos comunes con los cannabinoides, mientras que otros
parecen participar activamente en los mecanismos de defensa de la planta (Fuentes, Alvarez, Rodriguez,
Ramos, Propéro, Mesa & Zabicky, 2015).

1.1.2 Beneficios: Usos medicinales y terapias asociadas

El cannabis como uso medicinal surge gracias a la existencia del sistema endocannabinoide (SEC) en el
cerebro. El sistema endocannabinoide es un sistema que se encuentra en todos los mamiferos cuyo fin es
regular las funciones del cuerpo a nivel celular. El término “endo” (dentro) hace referencia a que
fisioldbgicamente nuestro cuerpo produce cannabinoides de manera natural, estos son derivados de &cidos
grasos, especialmente acido araquidonico, Ellos, se acoplan a receptores cannabinoides (CB) activandolos.
Juntos, receptores CB y endocannabinoides, constituyen el sistema endocannabinoide cuyo objetivo es
mantener la homeostasis del cuerpo.

Se han identificado dos tipos de receptores cannabinoides, los CB1 y los CB2, ambos acoplados a proteina
G. Los receptores CB1 se encuentran principalmente en las neuronas del cerebro, la médula espinal y el
sistema nervioso periférico, aunque también estan presentes en ciertos érganos y tejidos periféricos, como
glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo, corazén y en determinadas zonas de los aparatos
reproductor, urinario y gastrointestinal. Los receptores CB2 se encuentran principalmente en las células
inmunitarias, entre ellas los leucocitos, el bazo y las amigdalas.

Cuando los receptores CB1 y CB2 estadn deficientes de los endocannabinoides se pueden llegar a
desencadenar una serie de enfermedades tales como: artritis reumatoidea, fibromialgia, inflamacion
gastrointestinal, Alzheimer, Parkinson, cancer, entre otras. Debido a esto se descubri6 que existe la
“deficiencia clinica del sistema endocannabinoide” (CECD), lo cual no solo lleva a desencadenar
enfermedades, sino que el tratamiento de las mismas no siempre resulta exitoso con farmacos y conlleva a
la utilizacion de otras terapias. De alli que surge la necesidad de buscar cannabinoides de otras fuentes,
donde los fitocannabinoides tomaron mucha fuerza y su estudio comenz6 a emerger en mayor profundidad
principalmente el del Cannabidiol (CBD). El CBD se enlaza a otros fito y endocannabinoides actuando como
agente amplificador, aumentando sus capacidades para nutrir al sistema endocannabinoide, por lo que
consumir CBD permitiria mantener a este sistema funcionando de manera éptima, sobre todo en los pacientes
con déficit en endocannabinoides.

Hasta hoy los mecanismos de accién del CBD (farmacodinamia) no se encuentran completamente claros,
sin embargo, se estima que la ausencia de su efecto psicoactivo se explicaria porque éste muestra, con
respecto al A9-THC, una menor afinidad a los receptores cannabinoides CB1 y CB2.

En cuanto a sus propiedades, las mas vistas son: propiedades analgésicas, relajantes musculares,
antidepresivas, hipnéticas, inmunosupresoras, antiinflamatorias, ansioliticas, broncodilatadoras, entre otras.
(Angeles Lopéz, Brindis, Cristians Niizawa, & Ventura Martinez, 2014).

Entre las principales terapias asociadas se encuentran: (Ligresti y cols., 2016, Hess y cols., 2016).
e Cancer

VIH

Migrafias

Deficiencia de apetito

Diabetes

Alzheimer

Esclerosis multiple

Parkinson

Insomnio

Glaucomay ulceras en la cérnea

Afecciones dermatolégicas

Cosmeéticos: Cremas de uso tépico.

Algunas investigaciones sugieren que el uso topico del Cannabidiol podria ser efectivo en afecciones de la
piel como eczema, psoriasis, prurito e inflamacion. En cuanto a las formas topicas en las cuales es posible
hallar al CBD, las cremas y las lociones representan cerca del 50% de todos los formatos, sin embargo,
también se encuentran otros como balsamos, barras, aceites y geles.



Se vio que tienen propiedades:

1. ANTIOXIDANTE: Se trata de uno de los captadores de radicales libres mas poderosos.

2. CALMANTE: Tiene un gran poder antiinflamatorio, ayuda a reducir y atenuar las irritaciones e inflamaciones

de la piel.

3. HIDRATANTE: Contiene casi un 85% de acidos grasos esenciales. Particularmente, acido alfa-linolénico
(Omega 3) y acido linoleico (Omega 6), ademas de acido gamma-linolénico y acido estearidonico. Se trata de
un activo super nutritivo que ademas regula la produccién de grasa y ayuda a mantener el equilibrio en la

epidermis.

4, CICATRIZACION: Mayor rapidez en la cicatrizacion de heridas, reduce ampollas y mejora el dolor.
5. ACNE Y SEBORREA: EI CBD no solo reduce la produccién de lipidos, sino que es capaz de normalizar la

lipogénesis en un estado de desequilibrio.

Las propiedades y usos terapéuticos mas relevantes se muestran en la figura 3.
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Fig 3. Componentes del cannabis y usos terapéuticos

A continuacion, se resumen las diferentes vias de administracion de cannabinoides y sus posibles
aplicaciones (figura 4). Se resalta la via topica ya que es la utilizada en este trabajo para la determinacion de

cannabinoides.

VIA DE TIPO DE VENTAJAS INCONVENIENTES POSIBLES
ADMINISTRACION PREPARADO APLICACIONES
INHALACION Flores, Efecto rapido, Efecto poco durade- Crisis agudas
(vaporizadores) extractos, elevada bio- ro,
aceites disponibili- dosificacion poco
dad, consistente
sobredosifica-
c1on facil de
evitar
ORAL/OROMUCOSAL/ Extractos, Efecto Efecto lento Tratamientos cro-
SUBLINGUAL aceites peolongado nicos
TOPICA Cremas, un- Efecto Efecto lento, Tratamientos loca-
giientos, locio- prolongado, poca penetrabilidad les superficiales,
nes, parches efecto afecciones de la
dérmicos localizado, piel
no psicoacti-
vidad
RECTAL Supositorios Via alternati- Muy baja biodispo- Tratamientos loca-
va cuando no nibilidad les
se pueden
utilizar otras,
efecto locali-
zado

Fig. 4. Vias de administracion de cannabinoides




1.1.3 Limitaciones de los cannabinoides

Los ensayos clinicos sugieren que el CBD es bien tolerado, sin embargo, el uso de CBD no esta exento de
riesgos pues tiene interacciones farmacolégicas con otras drogas, lo que se deberia evaluar por el profesional
médico antes de recomendar su uso, asi como potenciales efectos adversos, entre los cuales no son
infrecuentes la somnolencia, la fatiga o trastornos gastrointestinales, y otros mas raros pero graves, como la
elevacion de las pruebas de funcion hepética. Esto ocurre asi porque el CBD se metaboliza principalmente
en el higado y el intestino por lo que un uso excesivo del mismo o en forma crénica podria generar cierta
toxicidad a nivel hepatico, segin se comprobd en experimentos en ratas. (Laura E. Ewing, Charles M. Skinner,
2019).

1.1.4 Reglamentacién vigente

En Argentina, el 29 de marzo de 2017, el Senado y la Camara de Diputados de la Nacion reglamento la ley
27.350, con el titulo “Investigacibn médica y cientifica del uso medicinal de la planta de Cannabis y sus
derivados” que autoriza el uso terapéutico y paliativo del cannabis.

Entre sus principales objetivos se encuentran:

e Garantizar el acceso gratuito al aceite de caflamo y demas derivados del cannabis a toda persona
gue se incorpore al programa.

e Desarrollar evidencia cientifica sobre diferentes alternativas terapéuticas a problemas de salud, que
no abordan los tratamientos médicos convencionales.

e Investigar los fines terapéuticos y cientificos de la planta de cannabis y sus derivados en la terapéutica
humana.

e Establecer la eficacia para cada indicacién terapéutica, que permita el uso adecuado y la
universalizacién del acceso al tratamiento.

e Conocer los efectos secundarios del uso medicinal de la planta de cannabis y sus derivados, y
establecer la seguridad y las limitaciones para su uso, promoviendo el cuidado de la poblacién en su
conjunto.

e Proveer asesoramiento, cobertura adecuada y completo seguimiento del tratamiento a la poblacién
afectada que participe del programa.

e Contribuir a la capacitaciéon continua de profesionales de la salud en todo lo referente al cuidado
integral de las personas que presentan las patologias involucradas, a la mejora de su calidad de vida,
y al uso medicinal de la planta de cannabis y sus derivados.

Cabe aclarar que esta ley no contempla el autocultivo ya que no habria manera de controlar si su uso estara
destinado realmente como medicinal o con fines de narcotréfico.

La Autoridad de Aplicacion, organismo del Estado encargado del cumplimiento de lo establecido en una
norma, podrd autorizar el cultivo de cannabis por parte del CONICET e INTA con fines de investigaciéon médica
y/o cientifica. Se priorizara y fomentara la produccién a través de los laboratorios publicos nucleados en la
Agencia Nacional de Laboratorios Publicos (ANLAP).

La ANMAT, por su parte, permitira la importacion de aceite de cannabis y sus derivados cuando sea
requerida por pacientes que presenten las enfermedades contempladas en el programa y cuenten con la
indicacion médica pertinente.

Por otro lado, gracias a esta ley, hoy en dia las farmacias y dietéticas de todo el pais pueden realizar venta
libre de productos que tengan cannabis medicinal (cremas, aceites, etc.).



1.2 HPLC
1.2.1 Fundamento

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés: High-performance liquid
chromatography) es una técnica de separacion utilizada para ver si existe la presencia de un analito en la
muestra y ademas permite su cuantificacion. Es una técnica relativamente sencilla y que se puede aplicar
a gran cantidad de muestras.

Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase mévil. La fase mévil es liquida y su
funcién es llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que puede ser sélida o una pelicula liquida
soportada en un sélido inerte. Las distintas fuerzas quimicas y fisicas que actdan entre la mezcla a
analizar y las dos fases determinan la retencion y separacién de cada uno de los componentes de la
mezcla (Fallon, Booth y Bell, 1987). Los componentes con mayor afinidad con la fase estacionaria se
desplazaran con menor velocidad que aquellos que presentan menor afinidad. Estas diferencias de
velocidades dan origen a la separacién de los componentes.

El funcionamiento de un HPLC se basa en que una bomba de tipo piston empuja la fase movil desde el
depdsito hasta el detector, pasando por todos los componentes del circuito. En un punto de este circuito
(antes de llegar a la columna) se inyecta una pequefia cantidad de muestra a través de un inyector, esta
muestra separa los analitos que la componen en la columna. Finalmente, el detector manda la sefial a un
dispositivo de recopilacién de datos (una computadora).

En la figura 5 se esquematiza el funcionamiento de HPLC:
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Bomba O Inyector
impulsién
Depésito
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Datos i _S_Eﬁfl_ = l:l D Q

Desecho

Fig. 5. Representacion esquematica HPLC

1.2.2 Usos

Existen amplios campos de aplicaciones entre los que se incluyen:

Farmacia: Antibiéticos, sedantes esteroides, analgésicos.

Bioguimica: Aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos.

Bromatologia: Edulcorantes artificiales, antioxidantes, toxinas, aditivos.

Contaminantes: Fenoles, pesticidas, herbicidas.

Quimica forense: Drogas, venenos, alcohol en sangre, narcoticos.

Medicina clinica: Acidos biliares, metabolitos de drogas, metabolitos en orina, estrégenos.




1.2.3 Aplicacion en cannabinoides

Para llevar a cabo la determinacion de cannabinoides por este método, previamente hay que realizar pruebas
para la eleccion de la fase mavil, flujo, longitud de onda, tipo de columna y temperatura de trabajo.

Estudios realizados en la Universidad de Valladolid, Espafia, demostraron que se obtiene una buena
resolucion de los picos correspondiente a los cannabinoides utilizando como fase mévil una mezcla de
metanol, acetonitrilo y agua en proporcion 60:30:10.

En otro trabajo realizado en Cuca, Colombia en 2019, las muestras con cannabinoides analizadas mostraron
una mayor solubilidad en Acetonitrilo (ACN) y metanol, sin embargo, en este Ultimo resultaba una mayor
cantidad de sélidos, razén por la cual el solvente mas adecuado para el analisis de las muestras fue el ACN.
Se vio, ademas, que si se trata el ACN con acido fosférico se obtiene una mejora de las sefiales, mayor
namero de picos, buena separacion y resolucién de los mismos.

En cuando al flujo, se demostré que el de 0,5 ml/min presenté ensanchamiento de los picos y tiempos de
retencién demasiado largos. Con el flujo de 1 ml/min, la resolucion de los picos mejoré significativamente, las
sefiales fueron mas claras, lo cual permitié identificar algunos picos con base a lo reportado por la literatura y
relacionarlos segin el orden de elusibn con: Cannabidiol (CBD), Cannabinol (CBN), Delta-9-
tetrahidrocannabinol (THC) y Acido delta-9-tetrahidrocannabinélico (THCA). (Figura 6).

En cuanto a la longitud de onda, el mismo trabajo realizado menciona que la longitud de onda a 220 nm es
la energia Optima para que las moléculas cannabinoides absorban energia, esto se debe a la estructura
guimica de estos compuestos y al tipo de insaturaciones propias de anillos arométicos y dobles enlaces en
las estructuras de compuestos cannabinoides.

Para la fase estacionaria, la cual deber ser hidréfoba para permitir la retencién de los analitos de interés,
se utiliza la columna C18 (octadecilsilano), la cual tiene una cadena de 18 atomos de carbono unida a las
particulas de silice dentro de la columna. El hecho de tener una larga cadena de carbonos, brinda una mayor
interaccion entre los analitos y las fases unidas. Como resultado, los solutos se separan gradualmente de la
columna obteniéndose una buena resolucion en los picos. Los compuestos no polares interactian mientras
viajan por la fase estacionaria. Por tanto, si la mezcla de muestra contiene dos compuestos donde uno es
més hidréfobo que otro, el compuesto menos hidrofébico eluird mas rdpidamente que los compuestos mas
hidrofébicos.

Por dltimo, en lo referido a la temperatura de trabajo se comprobd que, si se quieren determinar los
cannabinoides neutros: THC o CBD a partir de los compuestos &cidos precursores de los mismos (acido delta-
9-tetrahidrocannabinélico (THCA) y acido cannabididlico (CBDA), respectivamente) se debe trabajar a
temperaturas elevadas ya que con el aumento de temperatura los acidos se transforman en neutros, la
temperatura de trabajo recomendada en este caso es de 60 a 90°C mientras que si queremos determinar
THC o CBD como tales, basta con trabajar a temperatura ambiente (20-25°C).
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Fig. 6. Orden de elucién de los distintos cannabinoides (picos rojos) en HPLC



2. Objetivos generales y particulares

Generales:

» Brindar al alumno que esta finalizando el Ciclo de Formacién Profesional, un espacio curricular que
le permita profundizar su capacitacién en distintos campos disciplinares de la Bioquimica.

» Posibilitar un mayor desarrollo de competencias en aspectos no tradicionales del perfil profesional y
que presentan una importante demanda como: Andlisis instrumental, Investigacién Basica,
Investigacion Aplicada.

» Adquirir destreza en el desarrollo de técnicas instrumentales para la determinaciéon de analitos e
interpretacién de resultados.

Particulares:

» Introducir sobre el uso de cannabis medicinal como terapia complementaria.

» Capacitarse en técnicas de screening (tubo y placa).

» Adquirir destreza y experiencia en el uso y manejo de material de laboratorio para la cuantificacion
de cannabinoides.

» Realizar la extraccion de cannabinoides en productos comerciales.

» Determinar el contenido de los principales cannabinoides (cannabinol, cannabidiol vy
tetrahidrocannabinol) en productos de venta masiva.

3. Determinacion y cuantificacién de Cannabidiol: Pretratamiento de muestras

Las muestras utilizadas para la determinacion de cannabinoides en cremas de uso topico fueron 3:

a) Crema humectante Atomo® CBD.
b) Crema Ratisalil® CBD.
¢) Crema humectante Curflex® CBD.

Debido a que las cremas se encuentran en un estado semisélido se solubilizaron en un solvente organico,
donde los cannabinoides son solubles en este medio.

Se utiliz6 como solvente orgénico alcohol etilico puro (Punto de fusion: -114°C. Punto de ebullicion: 78°C).
Se peso6 aproximadamente 100mg de crema, se solubilizé con 1ml de etanol y luego se filtr6 en una jeringa
con filtro para asegurar la eliminacién de cualquier resto sélido que haya quedado.

De esta manera las muestras quedaron listas para ser utilizadas en las determinaciones cualitativas y
cuantitativas de CBD. (Figura 7).

Fig. 7. Pretratamiento de muestras
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4. Determinacion y cuantificacién de Cannabidiol: Procedimiento
4.1 Determinacion cualitativa de CBD

La determinacién cualitativa de CBD se realiz6 mediante test colorimétricos: Beam y Fast Blue, realizadas
en placa de toque y Duquenois-Levine modificado, realizada en tubos de ensayo. A continuacion, se describe
el fundamento de las mismas y su esquematizacion:

4+ Beam
Es una técnica selectiva para la determinacién de CBD, el cual se oxida formando quinonas que presentan
color violaceo-morado. Reactivo de Beam: KOH al 5% en etanol. Se pesaron 2,5g KOH en 50ml de etanol.

Aclaracién: Si bien es selectiva para CBD se puede observar, en ocasiones, una tonalidad anaranjada para
A9-THC.

+ Fast Blue
Es una técnica para la determinacion de CBD, CBN y A9-THC, utiliza como reactivo Azul sélido B (Fast blue
B): 0,259 de azul solido B (dicloruro de 3,3’-dimetoxibifenil-4,4’-bis diazonium) en 50 mL de agua destilada.
En caso de reaccion positiva se obtendran los siguientes resultados:
CBD: color amarillo/naranja.
CBN: color purpura.
A9-THC: color rojo.

..«L*

& — —
An. ‘m‘?'i Lote 66983
POTASIO HIDROXIDO
Proa e s) bla 1 co | |
Potasa Caussca RS N0
KO- M 411 Cas e 1310503 COHOL ETiLico
5000

o /
PORTA

e

Fig. 8. Reactivos utilizados para determinar CBD mediante Beam y Fast Blue
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Esqguema de reaccion:

CBD Rvo. Beam THC
Rvo. FBB THC
O FAST BLUE

£+ Duguenois-Levine

El THC en presencia del reactivo de Duquenois y por agregado posterior de acido clorhidrico concentrado,
forma un color verde, azul o violeta. Si se agrega cloroformo, el color violeta se extrae y pasa a la fase
organica.

El reactivo de Duquenois-Levine contiene:
= 0,49 de vainillina y 0,5ml de acetaldehido en 20ml de etanol 95%. (reactivo A).
= 2ml HCI. (reactivo B).

= 2ml Cloroformo (reactivo C).

Presencia de cannabinoides: la fase inferior (organica) se vuelve violeta.

Fig. 9. Reactivos utilizados para determinar CBD mediante Duquenois-Levine

12



Esquema de reaccion:

2ml de reactivo A 2ml de reactivo B 2ml de reactivo C

'

- > —_— | _>
Agitar 1min -Agitar y reposar 10 min. Mezclar suave y dejar
-Observar color violeta separar las fases
homogéneo. RESULTADO

Muestra

Nota: Si no se agrega cloroformo (reactivo C) la solucién queda homogénea violeta.

4.2 Determinacion cuantitativa de CBD

La cuantificacion de Cannabidiol (CBD) se realizé6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
donde en primer lugar se realizé una curva de calibracion con diluciones de un patrén CBD.
e Patron utilizado: PATRON CBD 1000 pg/mi=1000ppm=1000mg/I fabricado por el Instituto Nacional
de Tecnologia Industrial (INTI). (Figura 10).
e Pararealizar las diluciones se utilizé6 Metanol absoluto 0,1% H20. (Figura 11).

MATERIAL DE REFERENCIA . °

PATRON CBD 1000 pug/mi

3 MATERIA ",; USO | Anélisis quimico de laboratorio
e | I
,;"WJ: ,;' s o |Antes de usar ver Certificado y Hoja Seguridad
. aet

y vomz:

= =INTI | 6§:...
s o 1
Fig. 10. Patron CBD Fig. 11. Metanol absoluto 0,1% H20

Las diluciones que se realizaron fueron de 100, 80, 60 40 y 20 ppm, realizadas de la siguiente manera:

Concentracién 100ppm: 100 pl de patrén puro + 900 ul de metanol. (1)
Concentracién 80ppm: 800 pl de (1) + 200 pl de metanol. (2)
Concentracién 60ppm: 750 pl de (2) + 250 pl de metanol. (3)
Concentracién 40ppm: 670 pl de (3) + 330 pl de metanol. (4)
Concentracién 20ppm: 500 pl de (4) + 500 ul de metanol. (5)

SNENENENEN

De acuerdo a lo datos teéricos mencionados en la seccién de “aplicacion de HPLC en cannabinoides”
(pag.9), para la realizacion de este trabajo se utilizo las siguientes condiciones de HPLC:
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Fase estacionaria: Columna: C18.
Temperatura: 25°C.
Fase movil: Solucidn de buffer fosfato (acido fosférico 1g/L; pH: 2,5) : Acetonitrilo (1+3).

Flujo: 1,2 ml/min.
Detector: 220nm.

Fig. 12. Equipo HPLC

Con las diluciones obtenidas se procedi6 a inyectarlas al equipo HPLC (Figura 12) por triplicado, donde para
cada una de ellas se obtuvo un area correspondiente a un cierto tiempo dado. Para CBD el pico se obtuvo
entre los 7 y 10 minutos para cada una de las corridas. Ese tiempo generalmente es menor que para A9-THC,
por ejemplo, por ser este mas hidrofobico y consecuentemente mas afin a la fase estacionaria que el CBD,

por lo cual, este Ultimo eluye en primer lugar, y generalmente siempre dentro de ese intervalo de tiempo
previamente mencionado. (ver figura 6).

A modo de ejemplo se muestra a continuacion un diagrama obtenido por el equipo HPLC donde se observa

un Unico pico correspondiente a CBD, se puede observar ademas el tiempo en el que aparecio el pico y su
respectiva area. (figura 13).

En el Anexo 1 se representan todos los diagramas obtenidos para cada concentracién utilizada.

Reatention Time: §
150 - f S - 150
M 5

olis
g
.
11.173

E .E- g E [ 1o jé
I| |\ P oy 80 o II JIII 1 I
AL /_/\ B e i -"\jw :
50 = | = 50
0 2 . 6 8 ' 10 12
Minutes.

VWD Signal A,
220 nm Results

Retention Tune Area Area % Heighit Height %o

7.673 66123 031 G0o1 0.56

§.140 140863 0.67 11971 1.10

§.543 1081274 512 85848 7.91

9377 1667522 7.89 26184 241

< 10130 > <IEI48TE > 85.70 952463 87.81

Fig. 13. Diagrama arrojado por el equipo HPLC luego de cada corrida
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A continuacion, se representa la curva de calibracion obtenida al graficar el area en funcién de la
concentracion. (Figura 14).

y = 770438x + 7E+06

90000000 R?=0,9814
80000000 | e
70000000 | e
60000000 g
50000000 :
40000000 .
30000000 | e
20000000 ¢
10000000

0

.
.
oo’
.o
o
.
.

AREA

0 20 40 60 80 100 120
CONCENTACION (mg/1)

Fig. 14. Curva de calibracion para CBD

5. Determinacion y cuantificacién de Cannabidiol: Resultados y discusion
5.1 Determinacion cualitativa de CBD

Para la determinacion cualitativa de CBD se utilizaron como vegetales, yerba mate (V1) y marihuana (V2).
Las muestras (M) 1, 2 y 3 corresponden a Ratisalil®, Atomo® y Curflex® respectivamente. Ademas, se utilizé
un control positivo para CBD y THC.

<+ Beam

Fig. 15. Determinacion cualitativa de CBD mediante Beam

En la figura 15 se puede observar que para las 3 muestras se obtuvo una coloracién violeta indicando la
presencia de CBD en las mismas. Observamos ademas que la tonalidad del color violeta en el control positivo
de CBD es mas intenso que en el de las muestras indicando que estas Ultimas poseen CBD, pero en menor
concentracién que dicho control.
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4+ Fast Blue

Fig. 16. Determinacion cualitativa de CBD mediante Fast Blue

Si bien esta técnica nos dice que el color indicativo de positividad para CBD es amarillo/naranja y para THC
es rojo, vemos en la figura 16 que el control THC es naranja oscuro mientras que el de CBD es amarillo
verdoso y que este Ultimo coincide con las 3 muestras en estudio.

De acuerdo a lo mencionado, se asume igualmente dicha positividad ya que las muestras y el control de
CBD tienen el mismo color y se puede decir que este cambio de colores en los controles puede ser debido a
gue el reactivo de Fast Blue no se encontraba en 6ptimas condiciones al momento de realizar esta prueba.

4+ Duguenois-Levine

:

|
‘ y
- :ﬁ |! F ; o
g S — R ——
2 ™ | e—_ =
— SIS < = SO .'
AT R TN - < E B
')(\ S N N et S  ~— —

X s —
Vi w2 M3 M2 M1l CBD+THC+
Fig. 17. Determinacion cualitativa de CBD mediante Duquenois-Levine

Podemos observar que en ninguna de las 3 muestras analizadas se observa el color violeta caracteristico
de positividad. Previo al agregado de cloroformo, el control positivo de CBD muestra un color violeta pero no
tan intenso, con lo cual, solo se puede asumir que el contenido de CBD en las muestras es muy inferior al del
control y que este método posee una baja sensibilidad para la deteccién de CBD. (Figura 17).

Debido a la baja sensibilidad de este método para CBD algunos autores desaconsejan usar dicha técnica
para detectar CBD (MANUAL DE PROCEDIMIENTOS ANALITICOS TOXICOLOGICOS PARA LABORATORIOS DE

BAJA COMPLEJIDAD. 2007. Pdg. 81).
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5.2 Determinacién cuantitativa de CBD

Una vez finalizado el pretratamiento de muestras, obtenida la curva de calibracién correspondiente y
comprobando cualitativamente que todas las cremas poseen CBD se procedid a realizar la corrida de cada
una de las muestras por triplicado en el equipo HPLC para cuantificar el contenido de dicho cannabinoide
(figura 18).

Con el valor de cada area arrojada por el equipo HPLC, se procedié a reemplazar dichos valores en la
ecuacion de la recta de la curva de calibracion (figura 14) y a despejar el valor de concentracién.

Ecuacion de la recta: y =770438x + 7.106
Siendo (y) el area obtenida y (x) la concentracion.
_ (y-17.109
770438

Luego se realiz6 un promedio de dichas concentraciones. En la tabla 1 se resume lo mencionado y en el
anexo 2 se representan los diagramas obtenidos por el equipo HPLC para cada una de las cremas utilizadas.

AREAS CONCENTRACIONES (mg/l) PROMEDIO
71713725 84,00

ATOMO® 74771676 87,97 86,05 mg/l
73401700 86,19
71460579 83,67

RATISALIL® 71516203 83,74 84,05 mg/l
72279959 84,73
93634071 112,45

CURFLEX® 122633794 150,09 132,38 mg/l
110692439 134,59

Tabla 1. Areas y concentraciones obtenidas para cada crema utilizada

Como se observa en la tabla 1 las cremas Atomo® y Ratisalil® poseen una concentracion similar mientras
gue Curflex® es la que mayor concentracion de CBD contiene.

Como solamente se realizé la curva de calibracién para CBD, solo se pudo hallar la concentracién para dicho

cannabinoide. Para la cuantificacién de otros cannabinoides es necesario previamente obtener una curva de
calibracion para estos compuestos.
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6. Conclusiones

% Se brindé informacion importante sobre el uso de cannabis medicinal como terapia complementaria
a la farmacoldgica.

% Se adquiri6 destreza en el uso de los materiales de laboratorio como asi también en el uso y manejo
del equipo de HPLC.

% Se determind cualitativamente Cannabidiol (CBD) en cremas de uso topico mediante los métodos de
Fast Blue y Beam en placa de toque y mediante Duquenois-Levine en tubo.

% Se determiné cuantitativamente CBD en cremas de uso tépico mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).
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9. Anexos

9.1 Anexo 1
Curva de calibracién
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40ppm (1)
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60ppm (1)
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100ppm (1)
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9.2 Anexo 2
Cremas
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CURFLEX® (1)
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8.063 122633794 99.99 6774647 99.99
CURFLEX® (3)
Elention Timelll
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j | i =y
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i | I 'ﬂ'\ [
0 e I} | i I o
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Minutes
VWD: Signal A,
220 nm Results
Retention Time Area Area % Height Height %
8387 110692439 100.00 6013267 100.00
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RATISALIL® (1)

203_3 Retention Time
I
|
i

Valis
2
1

] 2 B Iﬁ 10 12 14
Minutes
VWD: Signal A,
220 nm Results
Retention Time Area Area % Height Height %
8.057 71460579 100.00 4109877 100.00
RATISALIL® (2)
20;}_; Efntion Time |n| ;_ 200
E I ]
| i :
s 1004 Illq o k100
: A H 5
E ' ‘ [1] =g
«\/ll A P
] 5 F
i N &l 1
] I é I 1‘1 I é I Iﬁ IID I 1I2 I 1I4
Minutes
VWD: Signal A,
220 nm Results
Retention Time Area Area % Height Height %
7.957 71516203 100.00 4078116 100.00
RATISALIL® (3)
205_5 Retention Time h E 200
E I E
] | || ‘
s 100 lllh'] | E 100
T 4 N
= E | | | - 3
] | ‘ I <
0 ] 'l M J II o 0
3 ! (=R - =
] AR 2\ |
_: 13 AN -
] I é I 1‘1 I é Iﬁ IID I 1I2 I 1I4
Minutes
VWD: Signal A,
220 nm Results
Retention Time Area Area % Height Height %
7.960 72279959 99.97 4117573 99.99
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