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RESUMEN

En el Perd la venta y uso de cannabis medicinal es legal en base a la Ley N° 30681 del
2019y la Ley N° 31312 del 2021; donde la ley regula la importacion y elaboracion de
productos a base de cannabis. En nuestro pais son pocas las metodologias que pueden
identificar y cuantificar cannabinoides. Los pocos laboratorios que pueden hacer
control de calidad de cannabinoides se encuentran en Lima, es por lo que algunos
productores locales y artesanales de cannabis analizan sus muestras en el extranjero. La
presente investigacion tiene como objetivo el desarrollo de una metodologia para la
identificacion y cuantificacion de dos cannabinoides: el Cannabidiol (CBD) y Delta-9-
Tetrahidrocannabinol (THC) debido a que son los méas abundantes y resaltantes de la
planta de marihuana. Para ello se recolectaron cinco muestras de aceites, para su
posterior analisis, por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase reversa con
detector de arreglo de diodos (DAD). Se emplearon las soluciones estandar de CBD y
THC proporcionadas por Merck, de la marca Sigma Aldrich con las siguientes
concentraciones CBD 1 mg/mL y THC 1mg/mL. Para identificar los tiempos de
retencion se elaboraron dos soluciones patrén tanto para el CBD como para el THC de
concentracion 0.01 mg/mL, se determind lo siguiente; el tiempo de retencion para el
CBD fue de 3.94 minutos y para el THC fue de 7.39 minutos. Se elabor6 un gréfico de
calibraciéon de cada estandar, por lo que se prepard una solucion mix con las dos
soluciones patrén de concentraciéon 0.01 mg/mL de CBD y THC, por lo que se inyecto
5,10,15,20,25 pL por triplicado, replicando las siguientes condiciones cromatogréaficas
tanto para muestras como estandares; 25 C° + 2, 228 nm, fase mavil isocratico 80:20
acetonitrilo: &cido acético 0.5 %. Se pudo identificar y cuantificar los cannabinoides
anteriormente mencionados en la mayoria de los productos sometidos al analisis. La
mayoria presentaron irregularidades en su contenido, ya que no presentaban dichos
compuestos, y otros, si bien contenian los metabolitos mencionados en la etiqueta, no
estaban en la concentracidn que se indicaba en el envase, solo dos de estos productos
cumplian con lo mencionado en la etiqueta y tan solo uno de estos cumplia con el cien
por ciento del contenido declarado. Por dltimo, la metodologia desarrollada en el
presente trabajo es capaz de la identificacion y cuantificacion de cannabinoides por
HPLC-DAD en fase reversa.

Palabras claves: Cannabis, Caflamo, Marihuana, THC, CBD, HPLC, identificacion,

cuantificacion.
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ABSTRACT

In Peru, the sale and use of medicinal cannabis is legal based on Law No. 30681 of
2019 and Law No. 31312 of 2021; where the law regulates the import and production
of cannabis-based products. In our country, there are few methodologies that can
identify and quantify cannabinoids. The few laboratories that can perform quality
control of cannabinoids are in Lima, which is why some local and artisanal cannabis
producers analyze their samples abroad. The objective of this research is to develop a
methodology for the identification and quantification of two cannabinoids: Cannabidiol
(CBD) and Tetrahydrocannabinol (THC) because they are the most abundant and
prominent in the marijuana plant. For this purpose, five oil samples were collected for
later analysis by reverse-phase High Resolution Liquid Chromatography with a diode
array detector (DAD). The standard solutions of CBD and THC provided by Merck,
Sigma Aldrich brand, were used with the following concentrations: CBD 1 mg/mL and
THC 1 mg/mL. To identify the retention times, two standard solutions were prepared
for both CBD and THC with a concentration of 0.01 mg/mL, the following was
determined; the retention time for CBD was 3.94 minutes and for THC it was 7.39
minutes. A calibration graph for each standard was prepared, so a mix solution was
prepared with the two standard solutions with a concentration of 0.01 mg/mL of CBD
and THC, for which 5,10,15,20,25 pL were injected in triplicate, replicating the
following chromatographic conditions for both samples and standards; 25 C° + 2, 228
nm, isocratic mobile phase 80:20 acetonitrile: 0.5% acetic acid. The above-mentioned
cannabinoids could be identified and quantified in most of the products subjected to
analysis. Most of them had irregularities in their content, since they did not contain
these compounds, and others, although they contained the metabolites mentioned on
the label, were not in the concentration indicated on the packaging. Only two of these
products complied with what was mentioned on the label and only one of these
complied with 100% of the content declared. Finally, the methodology developed in
this work is capable of identifying and quantifying cannabinoids by reverse-phase
HPLC-DAD.

Keywords: Cannabis, Hemp, Marijuana, THC, CBD, HPLC, identification,
quantification.
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INTRODUCCION
La industria del cannabis en el Per( esta en auge y en constante crecimiento, la Ley N° 30681
(Ley que regula el uso medicinal y terapéutico del cannabis y sus derivados) y Ley N° 31312
(Ley que incorpora los articulos 3-A 'y 8-A) permiten su cultivo, importacion, comercializacion,

produccidn con fines medicinales, terapéuticos y de investigacion. (1,2)

Los productos con base en cannabinoides que son autorizados para usarse con fines
terapéuticos deben tener un respaldo cientifico a su seguridad y eficacia, estos medicamentos

pueden consistir en aceites derivados de la planta. (3)

Para garantizar que los productos medicinales derivados del cannabis sean seguros para los
pacientes que los consumen, bajo supervision médica, el Ministerio de Salud (Minsa), a traves
del Instituto Nacional de Salud (INS), se controla la calidad de los productos, verificando que

cumplan sus especificaciones de calidad y seguridad.

A principios de 2022, mas de 24 mil pacientes en Per( estuvieron registrados en el registro
Unico de pacientes usuarios de cannabis de la Direccion General de Insumos de Medicamentos
y Drogas (DIGEMID), sin embargo, solo el 30 % de estas personas pueden acceder

formalmente.

Los productos formales derivados del cannabis, comercializados en Pert son manufacturados
con materias primas extranjeras. La DIGEMID comenzo con la comercializacion de aceite de
CBD en el afio 2019, pero esta unicamente disponible en la farmacia del distrito San Miguel

en la ciudad de Lima. (4)

Por consecuencia, los pacientes recurren a conseguir productos elaborados de manera artesanal

y magistral, mediante cultivo artesanal y asociativo lo cual podria poner en riesgo su salud.

En el mercado local (Arequipa, Per() en donde diversos comerciantes ofrecen sus productos
que dicen contener cannabinoides, la mayoria de estos productos son elaborados de forma

magistral y artesanal (5), y se pueden conseguir tanto de manera formal como informal.

La creciente disponibilidad de productos artesanales o magistrales, que no cuentan con un
control adecuado y pone en riesgo la salud de los pacientes. Estos productos pueden contener
concentraciones inexactas de cannabinoides, lo que no solo puede disminuir su efectividad
terapéutica, sino también generar efectos no deseados, afectando el bienestar y la seguridad de

quienes confian en ellos para su tratamiento.
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El objetivo de este proyecto es la identificacion y cuantificacion de los siguientes
cannabinoides, Delta-9-Tetrahidrocannabinol (THC) y Cannabidiol (CBD) mediante
cromatografia liquida de alta resolucién, en muestras que se puedan obtener de manera formal
en la ciudad de Arequipa. Para su posterior comparacion y saber si estas cumplen con las

concentraciones indicadas para conseguir un efecto terapéutico.
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HIPOTESIS
Dado a que los estandares primarios son empleados para la identificacion y cuantificacion de
analitos, se puede disefiar una metodologia que permita la identificacion y cuantificacion de
CBD y THC en productos derivados de cannabis comercializados en la ciudad de Arequipa.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Identificar y cuantificar Cannabidiol y Delta-9-Tetrahidrocannabinol por cromatografia

liquida de alta resolucion en productos comercializados en la ciudad de Arequipa.
Objetivos especificos:

e Determinar los tiempos de retencion de los estandares de THC y CBD.
e Comparar los tiempos de retencion de los estandares de THC y CBD con los de las
muestras problema.

e Evaluar la concentracion de THC y CBD en las muestras.
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1 EL CANNABIS
El Cannabis, también llamado marihuana o marijuana entre otros nombres, tuvo sus
origenes en Asia central, se expandié hacia el oeste con el paso de los afios,
especificamente en Europa, sin embargo, no fue hasta después del periodo Neolitico
(10000 - 2200 AC) que alcanzo el occidente.
Sus propiedades han sido registradas en textos chinos de casi 2000 afios de antigiiedad
donde se relata el uso de las inflorescencias o cogollos para tratar el dolor y enfermedades
mentales. En la cultura china se encuentran referencias del uso de cannabis en la literatura,
filosofia, poesia, agricultura y medicina, en este pais existe un germoplasma diverso con
variedades genéticas totalmente distintas entre si. (6)
Se conoce que la marihuana se ha utilizado durante milenios y se ha demostrado que la
mayoria de las partes de la planta puede ser util, ya que durante todo este periodo de tiempo
se uso con fines religiosos, textiles, recreativos, como alimento y por Gltimo como farmaco
lo cual desperto el interés de los investigadores, debido al descubrimiento del sistema
cannabinoide enddgeno, esto pone en tela de juicio a esta ““planta prohibida™ por los
estigmas que la acompaiian. (7)
A mediados del siglo diecinueve, en las farmacopeas europeas ya se podia evidenciar la
presencia del cannabis, pero esto duro muy poco dado que se crearon otras sustancias
sintéticas las cuales presentarian una mayor estabilidad.
No obstante, esta planta se empezé a ver mal a mediados de siglo veinte debido a que se
le hizo una campafia anti publicitaria por los efectos alucinégenos que producia, dando a
entender que los consumidores de esta planta podrian cometer actos ilegales, inmorales y
perversos (Anexo 1y 2), por consecuencia se prohibi6 en 1961, mediante la Convencién
Unica de Drogas de las Naciones Unidas, y se empezé a penalizar el uso, posesion y venta,
pero pese a estas prohibiciones en algunos paises segun la Organizacion de las Naciones
Unidas es la sustancia ilicita mas utilizada en el mundo. (8)
En el afio 1964 el cientifico balgaro Raphael Mechoulam junto a Yechiel Gaoni y Habib
Edery en el Instituto Weizmann de Ciencias, en Rejovot, Israel lograron aislar el THC y
gracias a ellos se realizaron estudios acerca del resto de los compuestos. (9)
Actualmente después de muchos afios esta planta vuelve a coger popularidad ya que la
asociacion médica estadounidense indico que las pruebas para demostrar lo efectos
nocivos son insuficientes. En el afio 2013 Uruguay fue el primer pais en legalizar la

marihuana con fines recreativos, y en el 2018 Canada fue el segundo en tomar las mismas
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medidas, en la actualidad una gran cantidad de paises alrededor del mundo han legalizado

el uso de la marihuana, pero en su mayor parte con fines medicinales. (37)

En la Figura 1.1. Se puede observar los paises en los que la marihuana es legal y

donde puede ser usada medicinal o recreativamente.
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Figura 1.1. (En ddnde es legal la marihuana? (43)
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1.1 CARACTERISTICAS DE LA PLANTA DE CANNABIS
En 1753 la planta fue descrita por primera vez por el sueco Carl VVon Linneaus quien se
encarga de describir tres subespecies: (11)
1) Cannabis Sativa
2) Cannabis Indica
3) Cannabis Ruderalis
Siendo la primera la mas cultivada debido a que presenta una mayor cantidad de resina
que produce un efecto sedante y relajante; la segunda produce menor cantidad de resina,
pero tiene un efecto mas psicoactivo la ultima tiene bajo contenido de cannabinoides y
su fibra se utiliza en la industria textil. (7)

En la Figura 1.2. se explica detalladamente la Taxonomia de la Cannabis.
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Figura 1.2. Taxonomia de la planta de cannabis
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La Cannabis Sativa es la mas famosa debido a la cantidad de componentes que presenta;
ademas tiene un alto contenido de CBD con niveles bajos de THC lo que justamente
permite producir productos con CBD. La Cannabis sativa pertenece al grupo de plantas
domesticas al este de Asia principalmente en la China. (11)

La Cannabis Indica contiene una menor cantidad de componentes a diferencia de la
Cannabis Sativa y tiende a tener un alto contenido de THC. La Cannabis Indica fue
domesticada en Asia central meridional principalmente en la India. (11)

En cuanto a la Cannabis Ruderalis no necesita de la exposicion al sol para poder
florecer, naturalmente tiene un alto contenido de CBD y aproximadamente un 3% de
THC lo que indica un porcentaje méas alto que la Cannabis Sativa. La Cannabis
Ruderalis fue domesticada al sur de Asia en Afganistan y paises vecinos. (11)

La Cannabis Sativa se reproduce mediante semillas, es una eudicotiledonea y puede
adaptarse sustratos aridos y fértiles.

La siembra se realiza al inicio de la primavera y empieza con la germinacion de las
semillas y el desarrollo floral es durante dos o tres meses dandose la cosecha a
principios del otofio. (7)

Generalmente esta planta mide 4 metros, sin embargo, dependiendo de su cultivo puede
Ilegar a medir hasta 7 metros de alto. Es facil distinguir al macho de la hembra debido
que, al ser una especie dioica, la planta femenina es de mayor envergadura que la
plancha macho. (7)

Las caracteristicas morfoldgicas y sobre todo quimicas de la planta varian dependiendo
de su forma de cultivo, humedad, temperatura y luz.

En el caso de que la planta crezca en un ambiente templado, llegara a tener bajos niveles
de THC, al contrario, cuando la planta es cultivada en un laboratorio suele contener
elevados valores de THC. (7)

Cuando la planta termina su floracion se cosechan cogollos para evitar la pérdida de
resina, entre los compuestos que se encuentra tenemos terpenos, flavonoides,
estilbenos, amidas fendlicas, lignanamidas, alcaloides y cannabinoides. (7)

Hay especies que pueden presentar una concentracion mayor de algin cannabinoide
especifico lo cual dependera del propésito o el fin al que serd sometido la planta,

existiendo ejemplares con mayor CBD y bajo THC y viceversa. (11)
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En la Tabla 1.1. se detalla la lista de especies de la Cannabis L., catalogadas desde la
base de datos “Tropicos”.

Tabla 1.1. Especies catalogadas del género Cannabis L.

LISTA DE ESPECIES

Cannabis chinensis Delile

Cannabis faetens Gilib.

Cannabis indica Lam.

Cannabis lupulus Scop.

Cannabis x intersita Sojak

Cannabis ruderalis Janisch.

Cannabis americana Pharm. exWehmer
Cannabis erratica Siev.

Cannabis generalis E.H.L. Krause
Cannabis gigantea Crevost

Cannabis intersita Sojak

Cannabis kafiristanica (Vavilov) Chrtek
Cannabis macrosperma Stokes
Cannabis sativa L.

Cannabis sinensis Delile
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En la Tabla 1.2. se detallan las variedades de subespecies de la Cannabis Sativa L.,
catalogadas desde la base de datos “Tropicos”.

Tabla 1.2. Subespecies de Cannabis Sativa L.

VARIEDADES DE SUBESPECIES

Cannabis sativa subsp. indica (Lam.) E. Small&Cronquist

Cannabis sativa subsp. intersita (Sojak) Sojak
Cannabis sativa subsp. spontanea Serebr.

Cannabis sativa var. aspérrima (Regel) McPartl. & E.
Small

Cannabis sativa fo. afghanica Vavilov

Cannabis sativa fo. chinensis (Delile) A. DC.
Cannabis sativa var. crispata Hassk.

Cannabis sativa var. gigantea Alef.

Cannabis sativa var. himalayensis (Cazzuola) McPartl. &
E. Small

Cannabis sativa var. indica (Lam.) E. Small&Cronquist
Cannabis sativa var. kafiristanica (Vavilov) E.
Small&Cronquist

Cannabis sativa var. kif A. DC.

Cannabis sativa var. macrosperma (Stokes) Asch.
&Graebn.

Cannabis sativa var. monoica Hol.

Cannabis sativa var. narcotica Serebr.

Cannabis sativa fo. pedemontana A. DC.

Cannabis sativa var. praecox Serebr.

Cannabis sativa var. ruderalis Janisch.

Cannabis sativa var. ruderalis (Janisch.) S.Z. Liou
Cannabis sativa var. Sativa

Cannabis sativa var. espontanea Vavilov

Cannabis sativa var. Sativa

Cannabis sativa var. spontanea Vavilov
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En la Tabla 1.3. se detallan las variedades de subespecies de la Cannabis Indica L.,
catalogadas desde la base de datos “Tropicos”.

Tabla 1.3. Subespecies de Cannabis Indica L.

VARIEDADES DE SUBESPECIES

Cannabis indica var.kafiristanicaVavilov

Cannabis indica fo. afghanica(Vavilov) Vavilov

1.2 CANNABINOIDES
Los metabolitos que mas abundan en la planta son los cannabinoides de los que se
conocen 113. Son compuestos terpeno-fendlicos de 21 atomos de carbono que se
encuentran tnicamente en el cannabis. Los mas estudiados son el CBD y THC, los cuales
al estar contenidos en la planta se encuentran en su forma acida como CBDA y THCA,
debido a esto si una persona consume la planta cruda no se narcotiza, estos compuestos
de naturaleza acida son los que daran origen al CBD y THC mediante el proceso de

descarboxilacion, lo cual se produce al momento de aplicar calor. (8) (38)

En las siguientes figuras; 1.3 y 1.4. Se pueden observar las moléculas de THC y CBD
respectivamente, ambas moléculas, son isémeras debido a que comparten la misma

férmula molecular ( C,1H3¢0; ), pero la disposicion de los atomos es diferente, es por

esta razon que ambas moléculas tienen efectos farmacoldgicos distintitos.

CH4

CH
Hoe o O :

Figura 1.3.: Estructura del Delta-9-Tretrahidrocannabinol.
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CH,

Figura 1.4.: Estructura del Cannabidiol.

A continuacion, el la Figura 1.5 se puede observar la descarboxilacion de CBDA a CBD

que se produce por la aplicacion calor.
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Figura 1.5.: Descarboxilacion de CBDA a CBD.
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1.3 FARMACODINAMIA
El cannabis al tener una accidn sedante puede ocasionar interacciones farmacodinamicas
con medicamentos depresores del SNC (farmacos sedantes o
hipnoticos).
En general, el THC produce efectos psicéticos, alteracion de la percepcion, ansiedad y
déficits cognitivos en pacientes sanos; y los cannabinoides en general pueden inducir a
la taquicardia y causar toxicidad cardiaca en el caso de un consumo en conjunto con
anfetaminas, cocaina, atropina u otros agentes simpaticomiméticos.
El CBD esta relacionado con casos de fatiga y somnolencia, mientras el THC esta
asociado con efectos psicotrépicos y cardiovasculares, que pueden ser disminuidos con

la administracién conjunta de CBD. (13)

1.4 FARMACOCINETICA

Esta dependera de la via de administracion, los cannabinoides pueden administrarse de
manera oral, sublingual, intramuscular e intravenosa, la principal forma de
administracién es fumada, por la inhalacién de vapor pudiéndose detectar en sangre entre
1 0 2 minutos después de la primera calada con un 10 a 25 % del contenido de THC
presente en el cigarro, alcanzando la mayor concentracion en sangre entre 3 a 10 minutos,
los efectos se inician a los pocos segundos y pueden durar de 2 a 3 horas, la vida media
de eliminacion es entre 25 a 36 horas. Si se fuma un cigarrillo, este puede ser detectado
en la orina una semana después, los pacientes cronicos pueden salir positivos luego de
un mes sin consumirla. La biodisponibilidad del THC oscila entre el 10% y 35% mientras
que la del CBD es de 31%. (13, 14, 39)

El THC y el CBD son altamente lipofilicos, atraviesan con facilidad las barreras
hematoencefalica, placentaria y mamaria, se une al 95 % de las proteinas plasmaticas y
por consecuencia se deposita en la grasa corporal, higado y pulmones; presenta una
cinética multicompartimental, su metabolizacién es hepéatica principalmente en el
sistema microsomal CYP450. (39)

Tiene poca disponibilidad oral, de casi el 6%, no sobrepasa el 10% debido a que se
destruye en el estbmago y al efecto del primer paso hepatico, alcanzan la mayor
concentracion en sangre entre las 2 y 4 horas después de su administracién; los efectos
inician entre 30 minutos y 2 horas, y pueden durar hasta 6 horas después de la ingesta,
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por esta razon las formulaciones orales son Utiles para pacientes que necesitan un alivio
sintomatico por un prolongado periodo de tiempo. (39)

La distribucién de los cannabinoides suele ser rapida, aunque esto varia dependiendo del
tamario, composicion corporal o estados patoldgicos en los que se encuentre el paciente.
Dependiendo del uso los cannabinoides se pueden almacenar en el tejido adiposo lo que

conlleva a una actividad cannabinoide que pueda durar incluso semanas. (39)

1.5 MECANISMO DE ACCION

Los receptores endocannabinoides CB1 y CB2 fueron descubiertos en el siglo pasado a
mediados de los noventa, la existencia de un sistema fisioldgico con receptores
distribuidos por todo el organismo reflejo la importancia y el impacto que pueden tener
estas sustancias en el cuerpo humano.

Existen los cannabinoides endogenos, que son moléculas que produce el ser humano, de
naturaleza lipidica y derivados de &cidos grasos que se unen a los receptores de
cannabinoides en nuestro cuerpo, es asi como podemos nombrar a los principales
endocannabinoides que se unen a los receptores endocannabinoides que tenemos en
nuestro interior como la Anandamida (C22H37NO2) o N-araquidonoiletanolamina
(AEA), 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (C23H3s0s4) ambos derivados del &cido
araquidonico, Noladin eter o 2-araquidonil gliceril éter (C23H400O3), Virodhamina
(C22H37NO3) y N-araquidonoildolamina (NADA) (C2sH3sNO3); en la figura 1.6. y 1.7.

se observan las estructuras quimicas de los principales cannabinoides endogenos.
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En el caso de los receptores CB1, se encuentran presentes principalmente en el sistema
nervioso central y en menor medida en tejidos periféricos y sistema inmune.

El CB2 se encuentra en mayor medida a nivel periférico y se vincula al sistema
inmunoldégico.

Por lo mismo, la mayoria de las acciones relacionadas al sistema nervioso central estan
asociadas al estimulo de receptores CB1, aun asi, el papel de CB2 también es
fundamental ya que esta asociada a las acciones de proliferacion celular. (15)

1.5.1 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE
El sistema endocannabinoide influye en los tres sistemas esenciales de regulacion

fisioldgica; el sistema endocrino, el sistema inmune y el sistema neurotransmisor
Se da a partir de los terminales sinapticos, estos funcionan basicamente cuando existe

una sefial eléctrica de la neurona presinaptica que se transfiere a la neurona postsinaptica,

se como se muestra a continuacion: (15)
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En la Figura 1.7 Se observa que una vez que los neurotransmisores son liberados de la
membrana presinaptica, se unen a los receptores de membrana, lo cual crea una sefial que

se transmite a la siguiente neurona.

Membrana presinaptica

Neurotransmisores

Vesiculas

Receptor de
membrana

Membrana postsinaptica

Figura 1.7. Funcion de los terminales sinapticos.

El Sistema Endocannabinoide funciona en sentido retrogrado, es decir, las enzimas de
sintesis de la membrana fosfolipidica postsinaptica (NAPE y DAGL) van a sintetizar a
demanda las moléculas de Anandamida (AEA) y 2-araquidonoil glicerol (2-AG), las
cuales irdn a la membrana presinaptica y activaran el receptor CB1, en este caso, que a
su vez inhibiran la liberacion de las vesiculas, como se muestra en la siguiente figura
(15):
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En la Figura 1.8. Se aprecia que, NAPE y DAGL, sintetizan en la membrana
fosfolipidica a AEA y 2-AG, que activan los receptores CB1 lo que inhibe la liberacion

de vesiculas. FADH y MAGL son enzimas de degradacion.

Membrana presinaptica

Activa

Membrana
fosfolipidica

Sintetiza NAPE DAGL

Membrana postsinaptica

Figura 1.8. Sistema Endocannabinoide.

En pocas palabras el Sistema Endocannabinoide controla la comunicacion de
neurotransmisores entre neuronas.

En el caso de los cannabinoides proporcionados por el consumo de cannabis, estos se
unirian de la misma manera a los receptores presinapticos de manera directa e inhibiran
la liberacién de vesiculas a la membrana postsinaptica tal y como se observa en la figura
Figura 1.9. (15)
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Membrana presinaptica

Inhibe

Receptor
CB‘:) Se acoplan
directamente

Membrana postsinaptica

Figura 1.9. Acoplamiento de THC y CBD a los receptores de cannabinoides.

2 LEGISLACION Y COMERCIO DE CANNABIS MEDICINAL

La Ley 30681 es la encargada de regular y permitir el acceso (exclusivamente medicinal y
terapéutico) de cannabis y sus derivados, asi como su investigacion, el uso informado,
produccion, importacion y comercializacion. (16)

Dicha Ley fue dada a conocer por el periddico “El Peruano” el 17 de noviembre del 2017,
en la cual se cred el Registro de Pacientes Usuarios de Cannabis, en donde debe
encontrarse la informacion de la enfermedad del paciente, el médico tratante, la dosis y la
frecuencia del tratamiento. A su vez se crearon tres registros:

1) Registro de Personas naturales o juridicas importadoras y/o comercializadoras.

2) Registro de entidades de investigacion.

3) Registro de entidades publicas y laboratorios autorizados a su produccion.

Ademas, se crearon diferentes licencias que estan a cargo del Poder Ejecutivo:

1) Licencia para la investigacion cientifica.
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2) Licencia para la importacion y/o comercializacion.
3) Licencia para la produccion.

Fue el 23 de febrero del 2019, que se aprobo el reglamento de la Ley 30681 que modifica

las listas (1A, 1B, 1IA, IVA) del anexo 2 del Reglamento de Estupefacientes mediante el

Decreto Supremo N° 005-2019-SA, en el cual se da una descripcion de la planta de

cannabis. Se describe como cannabis psicoactivo a la planta con un porcentaje de THC

> 1% en peso seco, mientras que en el cannabis no psicoactivo el porcentaje de THC <

1% en peso seco (cualquier parte de la planta).

También se habla sobre los derivados de cannabis, sobre el preparado farmaceéutico, sobre

el producto farmacéutico derivado del cannabis, sobre las autoridades que lo controlan.

Ademas, del proceso de registro nacional de pacientes usuarios de cannabis. (1)

No fue hasta el 28 de febrero del 2023 que se dieron cambios en el reglamento debido a

la Ley 31312 y el Decreto Supremo N° 004-2023-SA, en la cual se estipulan los

siguientes cambios:

1) Se incorporan los articulos 3-A y 8-A, en el cual se destaca en el articulo 3-A la
definicion de produccidn artesanal con cultivo asociativo. Se dice sobre produccion
artesanal con cultivo disociativo, sobre asociaciones formadas con Unicamente
pacientes inscritos en el Registro de Pacientes Usuarios de Cannabis, 0 sus
apoyos/representantes legales, los cuales pueden ser constituidos por una 0 mas
personas.

En cuanto al Articulo 8-A, se habla sobre la licencia para produccion artesanal con

cultivo asociativo, se explican los requisitos, los cuales estan a cargo del Ministerio de

Salud. Ademas, se explica que la identidad encargada de aprobar el protocolo de

Seguridad es la Direccion Antidrogas de la Policia Nacional del Perd.

1) Ademas, se modifica los articulos 3, 4 y 5 de la Ley 30681, en donde se informa
acerca de autorizaciones (articulo 3), registro (articulo 4), y licencias (articulo 5).

2) Por ultimo, se modifica el cuarto parrafo del articulo 296-A que trata sobre la

comercializacion y cultivo de amapola y marihuana y su siembra compulsiva. (2,17)

2.1 NORMATIVIDAD NACIONAL SOBRE CANNABIS
1) Documento Técnico: Orientaciones para el uso medicinal del Cannabis y sus
derivados (R.M. N° 1120-2019/MINSA).
2) Ley 30681: Ley que regula el uso medicinal y terapéutico del cannabis y sus

derivados.
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3) Ley 31312: Ley que incorpora y modifica articulos de la ley 30681 y el
reglamento.

4) Decreto Supremo N° 005-2019-SA.

5) Decreto Supremo N° 004-2023-SA.

6) Resolucién Ministerial N° 1120-2019-MINSA que aprueba el Documento
Técnico: Orientaciones para el uso medicinal del cannabis y sus derivados.
MINSA.

7) Resolucion Jefatural N.° 0282-2019-INIA.

8) Resolucién Ministerial N.° 0433-2019-MINAGRI.

9) Resolucién Directoral N° 0022-2019-MINAGRI-SENASA-DSV.

10) Resolucion Directoral N.° 0021-2019- MINAGRI-SENASA-DSV.
11) Resolucion Ministerial N° 0036-2024/MINSA. (16)

3 CANNABIS MEDICINAL

Tenemos que considerar que el cannabis medicinal ha generado bastante interés cientifico
y terapéutico durante los ultimos afios, es por lo que se generan investigaciones para
evaluar su eficacia.

También se puede demostrar su eficacia como un tratamiento complementario para la
epilepsia segun el articulo "Evidence for cannabis and cannabinoids for epilepsy: a
systematic review of controlled and observational evidence", que buscé evaluar la
efectividad de los cannabinoides, en particular el Cannabidiol, en donde se identificaron
36 estudios: 6 ensayos controlados aleatorios (RCTs) y 30 estudios observacionales. Los
estudios mostraron que el CBD a 20 mg/kg/dia es més efectivo que el placebo para reducir
la frecuencia de las convulsiones en un 50% o més y para lograr la libertad total de
convulsiones, la calidad de vida también mejoro con el uso de CBD en comparacion con
el placebo. (19)

3.1 RIESGOS DERIVADOS DEL CONSUMO DE CANNABIS
Si bien los cannabinoides pueden tener efectos beneficiosos para la salud, su uso
descontrolado o desmedido pueden ser un riesgo para los consumidores y afectar a las
personas con las que se rodean al momento de fumar, en el caso de la seguridad vial fumar
un cigarro de marihuana ocasiona una respuesta motora lenta teniendo presente las
variaciones individuales y el contenido del cigarrillo. Lo que por consecuencia puede
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terminar en un accidente de transito asi que se deberia de realizar pruebas parecidas a las
de alcoholemia.

Existe el riesgo de que los consumidores puedan desarrollar enfermedades psiquiatricas
por el sube y baja de emociones, las alucinaciones y delirios. Respecto al embarazo no
existe informacion suficiente, si bien hay una relacion entre el consumo de cannabis y el
bajo peso al nacer, esto puede deberse a la inhalacion de mondxido de carbono que se
produce en la combustion de este. (20)

Es en el sistema nervioso central donde se generan la mayoria de los efectos deseados
como los no deseados del cannabis, psicolégicamente, sus efectos se manifiestan en dos
fases: primero, genera risa, euforia, bienestar y a veces ansiedad, luego conduce a una fase
de sedacién, somnolencia y relajacion. Ademas, puede causar dificultad para la
concentracion, atencion y puede afectar la memoria reciente. Con una dosis de 5 mg, estos
efectos suelen ser leves, pero su intensidad varia segun la concentracion. Con
dosificaciones mas altas y dependiendo de factores individuales y sociales pueden aparecer
sensaciones de malestar, ansiedad, paranoia y panico, que tienden a desaparecer en unas
pocas horas. En casos de intoxicacién aguda, la marihuana puede inducir episodios
psicoticos que se manifiestan con los siguientes efectos; agitacion, delirios, embrollo,
amnesia, ansiedad y alucinamiento.

Se ha observado que el uso prolongado de dosis diarias de marihuana genera cambios
cognitivos que incluyen alteraciones en la concentracion, memoria, dificultades en la
resolucion de problemas, ralentizacién de la velocidad motora. Estos efectos, son similares
a los de las benzodiacepinas y el alcohol, suelen ser reversibles en un periodo variable de
28 a 42 dias tras la suspension total del consumo. Asi como también aumenta el riesgo de
desarrollar trastornos mentales. No obstante, estos cambios en la funcion neurocognitiva
tienden a ser méas pronunciados y menos reversibles si el consumo comienza a una edad
temprana (antes de los 18 afios). Varios estudios sugieren una asociacion entre el consumo
de cannabis durante la etapa escolar y problemas académicos, dificultades para completar
estudios o ingresar a la universidad. Es importante tener en cuenta que el uso de
psicofarmacos en menores de 18 afios conlleva riesgos que estamos empezando a
comprender. Los nuevos antipsicoticos atipicos pueden causar sindrome metabo6lico y en
personas mayores pueden incrementar el riesgo de accidentes cerebrovasculares, mientras
que el uso de benzodiacepinas en la vejez puede aumentar notablemente el riesgo de
deterioro cognitivo. Mencionamos estos aspectos para resaltar dos puntos: primero,

estamos entendiendo los riesgos de estos medicamentos y debemos hacer lo mismo con la
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marihuana y segundo, para evitar demonizar su uso, ya que otros medicamentos también
presentan riesgos significativos que merecen nuestra atencion.

En el caso de esclerosis multiple, reduce la espasticidad segin un estudio publicado en la
“Revista Internacional de Cuidado de la EM”, proporciona como resultados el alivio de
los sintomas con el consumo de cannabis medicinal, en donde el 72% de los pacientes
obtuvo una mejora en el dolor, 48% en la espasticidad muscular y un 40% logr6 una mejora
en la conciliacion del suefio. (18)

Las contraindicaciones para las terapias con cannabinoides incluyen enfermedades

psiquiatricas, cardiovasculares, renales o hepaticas significativas. (13)

3.2 ACEITE PORTADOR
Un aceite portador es aquel de origen vegetal utilizado como base para diluir extractos de
plantas o aceites esenciales, su funcion principal es “transportar” el ingrediente activo y
facilitar su absorcion en el cuerpo, ademés de reducir la concentracion para evitar
irritaciones y mejorar la distribucion del producto. Los aceites portadores comunes
incluyen el aceite de coco, el aceite de almendra, el aceite de oliva y el aceite de semilla

de cafiamo. (21)

Los aceites portadores se emplean para diluir extractos de compuestos como el CBD y
THC, gracias a ello su dilucion puede ofrecer multiples beneficios como los que se

muestran a continuacion:

a) Mejora la absorcion: Debido a que los cannabinoides son lipofilicos, se disuelven
efectivamente en grasas, es por ello que un aceite portador facilita la absorcion de los
cannabinoides en el organismo. (22)

b) Aumenta la biodisponibilidad: La biodisponibilidad se refiere a la cantidad de un
compuesto que entra en la circulacion y esta disponible para ser utilizado. Un aceite
portador puede mejorar la biodisponibilidad de los cannabinoides. (23)

c) Facilidad de uso: La combinacion de cannabinoides con un aceite portador facilita y
hace méas conveniente su consumo o aplicacion topica. (24)

3.3 POSOLOGIA DEL ACEITE DE CANNABIS
La posologia del aceite de cannabis varia dependiendo de los factores que condicionan al
paciente, o la concentracion de los cannabinoides, ademas de recomendaciones del

médico.
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Por lo general para nuevos pacientes, que nunca han consumido cannabis, deben empezar
con una dosis baja y luego subirla lentamente. Los pacientes podrian llegar a necesitar solo
entre el 0.1 y el 0.5 % de la dosis inicial.

En cuanto a los pacientes que no son nuevos, se debe tener en cuenta la tolerancia y la
acumulacién de THC en depdsitos de grasa para su dosificacion. (25)

La manera de administracién oral es por medio de gotas o fracciones de mililitros, esto al
conocerse el porcentaje de THC/CBD, ya que de esta manera se puede calcular la dosis a
administrar.

En el caso de que el paciente se esté administrando productos con CBD, la dosis debe
aumentarse cada 2 o 3 dias, dependiendo de la tolerancia que se muestre. Sin embargo, en
el caso de que dichos productos contengan THC, el aumento debe ser de 3 a 5 dias, y en
el caso de que se estén generando efectos secundarios leves, el paciente debe seguir con la
dosis hasta que dichos efectos se vuelvan tolerables, y de esta manera poder incrementarla
(26)

4 CONTROL DE CALIDAD DE CANNABIS EN PERU

La supervision del control de calidad de cannabis en Perd es un proceso estricto y
fundamental que garantiza la seguridad de los productos derivados. En Peru es el Instituto
Nacional de Salud la entidad encargada de este control, realizando analisis de calidad de
productos derivados de cannabis, para poder comprobar la concentracion de cannabinoides
tales como THC y CBD, ademas de la presencia de contaminantes. (27)

Sin embargo, en el caso de los cultivos artesanales aun se precisa de un mejor marco
regulatorio para seguir con los analisis. Es por lo que su control se suele enfocar en la
materia prima, ya que de esta manera se facilita la obtencion de licencia de produccion.
La disponibilidad de laboratorios acreditados en el pais también es un tema importante
para resaltar, ya que muchos pequefios productores tienen que optar por obtener los

certificados necesarios en laboratorios extranjeros. (28)

5 EXTRACION DE CANABINOIDES Y ACEITES DE MARIHUANA
Existen diferentes tipos y métodos para la extraccion de cannabinoides como los
siguientes:
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5.1 EXTRACCION CON DISOLVENTE
El proceso de extraccion con disolvente consiste en el paso de un disolvente por el material
vegetal, se pesa el material vegetal, se afiade el disolvente, se sonica por 30 minutos, se
evapora el disolvente con ayuda de una plancha de calentamiento, se afiade carbon

activado y se filtra. (12)

5.2 EXTRACCION POR ARRASTRE DE VAPOR
Dicho proceso consiste en la destilacion del material vegetal con vapor de agua,
primeramente, se pesa el material vegetal, el cual se introduce en un baldn de destilacion
afiadiéndose agua, se debe conectar el balon a un condensador y se calienta hasta la
ebullicién del agua, el condensador se encargard de enfriar el vapor para poder

recolectarlo, al destilado de le afiade sulfato de sodio anhidro y finalmente de filtra. (12)

5.3 EXTRACCION SUPERCRITICA
El aceite de cannabis puede ser extraido con CO2 supercritico, con el fin de separar THC

y CBD del resto de componentes, puede realizarse en frio o en caliente. (12)

5.3.1 EXTRACCION EN FRIO
La selectividad es su principal ventaja, facilitando el proceso de purificacion, la
extraccion en frio consiste en utilizar medio mecanicos, ya que no se utilizan solventes

quimicos no se encuentran contaminantes ni residuos organicos. (12)

5.3.2 EXTRACCION EN CALIENTE
Con este método existe una mejor disolucién de los principios activos, y se obtiene un
rendimiento mejor debido al empleo de etanol, lo mas comdn es la extraccién en el

equipo Soxhelt. (12)

5.4 ELABORACION DE ACEITES DERIVADOS DEL CANNABIS
Para poder extraer cannabinoides de la planta, es importante escoger un método adecuado
y se debe de tomar en cuenta los siguientes factores: la temperatura, presion, tiempo de
extraccion y el disolvente a usar, ya que, de no ser asi, en el proceso se podrian presentar

modificaciones quimicas en los componentes a extraer. (29)
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Lo méas importante es tener en cuenta las partes y variedades de la planta que se utilizaran
para que asi se pueda asegurar la concentracion y el tipo de cannabinoide que se quiere
aislar, ya que segun la variedad de planta en el contenido y tipo de cannabinoide presente
en el aceite puede. (8)

5.5 ACEITE DE CANNABIS
El aceite de cannabis es un producto resinoso y pegajoso que se obtiene al remover el
solvente de los extractos que contienen cannabinoides estos son generalmente de las
inflorescencias popularmente Ilamadas cogollos, para su preparacion se utilizan diferentes
solventes como el butano, alcohol isopropilico, hexano o etanol siendo el ultimo el méas
comun y tradicional.

La tintura de cannabis suele ser la presentacion mas antigua. (30)

5.6 ACEITE DE CANAMO
Generalmente se obtiene mediante métodos mecanicos como la presiéon en frio de las
semillas de cafiamo, teniendo una composicion distinta al aceite de cannabis, la palabra

cafiamo generalmente se utiliza para planta que tienen baja concentracion de THC. (30)

5.7 ACEITE ESCENCIAL
Este se puede extraer por arrastre de vapor con agua de las flores, también tiene una
composicion distinta a los otros aceites y generalmente es producido y distribuido en paises

de Europa como Francia. (30)

6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC) Y
CANNABINOIDES

6.1 CROMATOGRAFIA
Para la identificacion y cuantificacion de los cannabinoides se requiere de procesos
cromatograficos, la cromatografia tiene como principio la separacion de sustancias
mediante el reparto existente de una fase movil y otra fase estacionaria, dicha separacién
dependera de las propiedades fisicas y quimicas de cada una de las fases y la sustancia a
separar, también existen otros factores que pueden interferir, como es el tamafio, la
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hidrofobicidad y la carga eléctrica de las moléculas, la fase maévil percola en la fase

estacionaria. (31)

6.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC) Y SUS
COMPONENTES
La cromatografia Liquida de Alta Eficacia o HPLC es un tipo de técnica analitica que
permite separar mezclas para su identificacion, cuantificacion y purificacion, por esa razén
puede ser usado para distintos fines como en la investigacion, en control de calidad,
deteccion de metabolitos, empleada generalmente en el anlisis quimica, bioquimico y
clinico.
Se debe destacar del uso de HPLC su versatilidad y selectividad, sin embargo, es de alto
costo, pero efectiva. (32)
La HPLC es efectiva en cuanto al andlisis de cannabinoides ya que no interfiere en su
estructura. En dicha técnica se usa una fase mavil y otra estacionaria inmiscibles entre si
y la muestra a analizar.
Constantemente se esta en la busqueda de mejoras en cuanto a los métodos de anélisis de
cannabinoides usando HPLC, se dan investigaciones que traten de hacer estos métodos
mucho mas préacticos, por ejemplo, en una investigacion del 2019, se public6 un articulo
en la revista “molecules” en donde se determinaron 10 cannabinoides de manera
cuantitativa a una longitud de onda de 220 nm en solo 8 minutos usando RP-HPLC
UVIVIS. (33)
A continuacion, se hace un listado de los componentes del equipo HPLC:

;@H@ —_—
%- Columna

Figura 1.10. Componentes del equipo HPLC Fuente: Jaime Valls Puig

Descarga
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A. FASE MOVIL
La fase maovil suele estar contenida en un frasco de laboratorio, generalmente suelen
ser de vidrio, tienen capacidad de 500 mL, 1L y 2L, pero el méas usado es el de litro,
puede haber mas de una fase movil dependiendo si se utilizara una gradiente o un flujo

isocratico. (10)

B. BOMBA
Este componente se encarga de la obtencion de caudales o flujos de 0.1 a 10 mL/min

trabajando a presiones de 400 bar o 6000 psi. (10)

C. INYECTOR
Permite la incorporacion de la muestra a la fase mdévil, manteniendo la presion de la
bomba, permiten variar el volumen de inyeccion, segun los requerimientos necesarios.

En la actualidad son automaticos, pero antiguamente eran manuales. (10)

D. COLUMNA

Es donde ocurre la separacion cromatografica suelen tener una longitud entre 10 y 30
cm y un didmetro entre 4 a 5 mm suelen ser recubiertas de acero inoxidable ya que este
es un material inerte y resistente a las altas presiones.

La cromatografia de fase reversa cuenta con columnas especificas, las cuales son
Ilamadas columnas de fase reversa debido a, que la cadena funcional R tiene caracter
hidréfobo (apolar). Dicha cadena suele ser C8 (n-octil) o C18(n-octadecil). No se utiliza
eluyentes con pH mayor a 7.5 debido que puede generar la hidroélisis de los grupos
siloxano, la elucion de los componentes en la fase reversa es de més polar a menos

polar, la fase mavil suele tener caracter polar. (10)

E. DETECTOR
Los detectores sirven para cuantificar e identificar los componentes separados por la
columna, los cuales tienen una funcién especifica segun la tarea que se realizara, existen

varios tipos de estos. (10)

F. DESCARGA
Aqui se descarga lo datos obtenidos para su analisis, generalmente suelen estar
conectados a un computador donde se procesard la informacion por diferentes

softwares. (10)
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6.3 GRAFICO DE CALIBRACION

Se emplea para el analisis quimico cuantitativo, también se suele nombrar curva patron,
debido al uso de soluciones de concentracién conocida para su elaboracion. Para la
calibraciéon analitica se construye un modelo lineal ajustado a partir de una serie
de n puntos experimentales, donde cada punto se encuentra definido por la concentracion
como variable x y una variable y. Se requieren por los menos cinco lecturas o datos para
que el gréfico sea confiable, que la variabilidad sea minima y el intervalo lineal sea
suficiente; sin embargo, entre mas datos se obtengan la confiabilidad sera mayor. (36)

6.4 CORRELACION Y REGRESION LINEAL
La correlacién y regresion lineal son técnicas estadisticas para el estudio de la relacion
entre dos 0 més variables continuas. La correlacion evalua si existe una asociaron entre
variables, la intensidad de dicha asociacion se mide por el coeficiente de relacién lineal o
coeficiente de correlacion lineal de Pearson. La regresion simple tiene como objetivo
encontrar la ecuacion de regresion lineal para poder determinar el valor Y apenas se

conozca el valor X, como se muestra en la siguiente ecuacion.

y=a+bx
Donde:

y:Variable dependiente
a: Origen de la ordenada
b: Pendiente

x:Variable independiente

El coeficiente de correlacién lineal es adimensional y mateméaticamente se demostr6 que

cumple la siguiente propiedad: —1 <r <1

Cuando r > 0 , existe una asociacién lineal positiva entre las dos variables, lo que

significa que, si el valor de una aumenta, el valor de la otra aumenta proporcionalmente.
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Cuando r < 0 , existe una asociacién lineal negativa entre las dos variables, lo que
significa que, si el valor de una aumenta, el valor de la otra disminuye

proporcionalmente.

El valor r = 0 corresponde a la ausencia de asociacion lineal entre las variables. La
nube de puntos se distribuye a lo largo de una recta horizontal, o bien se distribuye a lo

largo de otra figura geométrica distinta de la recta.

En general, cuanto mas proximo a 0 es el coeficiente de correlacion, menor asociacion
lineal hay en los datos, cuanto més se aproxima a 1 6 a -1 mayor es la asociacion lineal

(en sentido positivo o0 negativo, respectivamente). (35)

6.4 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

6.4.1 LIMITE DE DETECCION (LOD)
Es la concentracion minima del analito que puede ser identificada para un nivel de
confianza dado. (34)

3.3 %S,y

LOD =
b

Donde:

LOD : Limite de deteccion
b : Pendiente de la recta de calibrado

Sxy :Error estandar

6.4.2 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)
Es la concentracion minima del analito que puede ser cuantificado para un nivel de

confianza dado. (34)

10 S
LOQ = a4

Donde:

LOQ : Limite de cuantificacion
b : Pendiente de la recta de calibrado

S

xy :Errorestandar
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6.5 ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico se realiz6 mediante el empleo del programa Microsoft Excel para la

determinacién de la linealidad.
Prueba t-Student

La prueba t-Student se fundamenta en la distribucion de normalidad, y en la independencia
de las muestras. Permite comparar muestras, N < 30 o establece la diferencia entre las
medias de las muestras. El analisis matematico y estadistico de la prueba con frecuencia
se minimiza para N > 30, cuando la prueba tiene suficiente poder estadistico se utilizan

pruebas no paramétricas. (40)
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS
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1 LUGAR DE INVESTIGACION
El presente trabajo fue realizado en las instalaciones del Laboratorio de Ensayo y Control
de Calidad (LECC) de la Universidad Catélica de Santa Maria.

2 MATERIALES

2.1 REACTIVOS QUIMICOS

a)
b)
c)
d)
e)

9)

Acetonitrilo para HPLC y espectroscopia.

Methanol Honeywell (Riedel de Haén).

Acido Acético 0.5%.

Agua ultrapura.

Estandar de Cannabidiol C-045-1mL (1.0 mg/mL en 1mL de Metanol) (Cerilliant -
Sigma Aldrich).

Estandar de Delta-9-Tetrahidrocannabinol T-005-1mL (1.0 mg/mL en 1mL de
Metanol) (Cerilliant - Sigma Aldrich).

Aceite de oliva extra virgen (200mL) Olivos del Sur.

2.2 EQUIPOS DE LABORATORIO

a)

b)

c)
d)

€)
f)
9)
h)
i)

Equipo de Cromatografia Liquida de Alta resolucion, modelo La Chrom Elite (Merck
Hitachi).

Bomba programable (Merck Hitachi).

Detector DAD (Diode Array Detector) (Merck Hitachi).

Columna Oven: Columna LiChrospher ® 100 RP-18 (5um) LiChroCART ® 125-4
(Merck).

Bomba de filtracion al vacio de alto rendimiento (Millipore).

Bafo de ultrasonido de 2.8 Litros (Selecta).

Balanza analitica de 220 g x 0.1 mg (A&D Weighing).

Campana extractora de gases.

Purificador de agua (Purelab).

2.3 MATERIAL DE LABORATORIO

a)
b)
c)
d)

Micropipeta de 100-1000 pL.
Micropipeta de 50-500 L.

Puntas para micropipeta 10-100 pL.
Puntas para micropipeta 100-1000 pL.
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e) Fiolas 10 mL 5 mL.

f) Pipetas de 5 mL.

g) Propipeta.

h) Beakers 50 mL 100 mL.

i) Embudo de filtracion al vacio.

J) Viales ambar para HPLC.

k) Membrana GV (DURAPORE) 0.22 um de poro, 47 mm de diametro, hidrofilica
(Millipore).

I) Jeringas de 5 mL.

m) Espétulas.

2.4 SOFTWARE
a) Software Chorm HPLC “System Manager”.
b) ACD/ChemSketch Freeware.
¢) Canva.com

3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCION DE LOS ESTANDARES
Para el presente estudio se emplearon dos estandares;
a) Estandar de Cannabidiol C-045-1mL (1.0 mg/mL en 1mL de Metanol) (Cerilliant -
Sigma Aldrich).
b) Estandar de Delta-9-Tetrahidrocannabinol T-005-1mL (1.0 mg/mL en 1mL de
Metanol) (Cerilliant - Sigma Aldrich).

Ambos estandares fueron adquiridos en la empresa Merck S.A y presentan una

documentacion que certifica su procedencia.

3.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS
Para el presente estudio se seleccionaron 5 formas de dosificacién que contienen cannabis
medicinal (aceites) conteniendo los siguientes cannabinoidesdeterminade CBD y THC.
La primera muestra es de origen nacional declard tener una concentracion de 5% de CBD
0 50 mg/mL CBD, el aceite present6 un color amarillento traslucido, el envase mediato
indicd numero de lote, fecha de vencimiento y registro sanitario, el fabricante reporté que
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el aceite de CBD se import6 y se diluy6 en aceite portador para alcanzar la concentracion
que se sefiald en el producto.

La segunda muestra es de origen nacional no declaré una concentracion exacta, pero tiene
un rétulo que indicaba lo siguiente; “2:1 CBD’’, ya que es un dato ambiguo se supuso que
significa que por dos partes de aceite portador hay una parte de CBD, el aceite present6 un
color verde claro opalescente, el envase mediato no indicaba nimero de lote, fecha de
vencimiento ni registro sanitario.

La tercera muestra es de origen nacional declar6 tener una concentracion al 20 % de
cannabinoides, el envase mediato del producto presento6 fecha de vencimiento, mas no un
numero de lote ni registro sanitario, presento un color ver oscuro opalescente, el fabricante
reportd que, se encargan de la siembra de marihuana, extraccion y elaboracion del aceite
de cannabis.

La cuarta muestra es de origen nacional declaré contener CBD, no indicé la concentracion,
lote, fecha de vencimiento ni registrd sanitario, el fabricante reporté que se encarga de la
extraccion y elaboracion del aceite de cannabis.

Por ultimo, la quinta muestra es un producto importado declaré tener cannabinoides, pero
no especifico la concentracidn, el fabricante declaré que no es un producto regulado por
la FDA, pero cuenta con fecha de vencimiento, numero de lote y registro sanitario.

En la siguiente tabla se puede observar un resumen del contenido declarado de las
muestras.

Tabla 2.1. Contenido declarado de las muestras.

Muestras Concentraciones Contenido

Muestra 1 5% (50mg/mL) CBD Segun lo declarado
en la etiqueta

Muestra 2 2:1 CBD Segun lo declarado
en la etiqueta

Muestra 3 20% Cannabinoides  Segun lo declarado
en la etiqueta

Muestra 4 No especifica CBD Segun lo declarado
en la etiqueta

Muestra 5 No especifica Cannabinoides  Segun lo declarado

en la etiqueta
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4 ANALISIS DE LOS ESTANDARES

4.1 TRATAMIENTO DE ESTANDARES PARA IDENTIFICACION DE TIEMPOS
DE RETENCION CBD Y THC
A partir de los estandares primarios sigma aldrich de CBD y THC proporcionados por
Merck, ambos con la concentracion 1 mg/mL diluidos en metanol, se elabor6 dos
soluciones stock de concentracion 0.01 mg/mL, las cuales se formularon diluyendo 100
ML de dichos estandares en fiolas de 10 mL, utilizando el metanol como diluyente y filtro
de nylon 0.45 pm y 25 mm, esto con el fin de identificar los tiempos de retencion por

separado.

4.2 TRATAMIENTO DE ESTANDARES PARA LA CUANTIFICACION DE CBD Y
THC
Una vez identificados los tiempos de retencion se procedié a combinar los estandares de
CBD y THC, en una fiola de 5 mL se afiadieron 100 pL de cada solucion estandar (1mg
/mL), seguidamente se afiadieron 50 uL de aceite de oliva extra virgen, se enrazd con
metanol, se homogenizo manualmente, se sonicé 30 minutos a temperatura ambiente, y se
pasaron a viales ambar por un filtro de nylon 0.45 um 25mm, para de esta manera obtener

0.02 mg/mL de concentracion.

4.2.1 ANALISIS DE LAS MUESTRAS
Para la preparacién de las muestras oleosas se diluyeron 50 uL de cada aceite en fiolas
de 10 mL enrazando con metanol, todas las muestras se homogenizaron por agitacion
manual de 5 minutos, posteriormente se sonicaron durante 30 minutos a temperatura

ambiente y se filtr6 a viales ambar empleando un filtro de nylon 0.45 pm 25 mm.

4.2.2 ELABORACION DE LA FASE MOVIL

La fase mdvil consta de una solucién de acetonitrilo y acido acético al 0.5 %
respectivamente, en proporcion 80:20. Para la elaboracion de la solucién de acido acético
0.5% se mididé 5 mL de acido acético glacial para HPLC y se verti6 en una fiola de 1000
mL enrazando con agua ultra pura, se homogenizo manualmente durante 5 minutos, se
sonicé durante 20 minutos a temperatura ambiente y se filtr6 con ayuda de una bomba
de vacio y un filtro de membrana 0.45 um 25mm, por otra parte el acetonitrilo se sonico
20 minutos y se filtro.
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4.2.3 SELECCION DEL DISOLVENTE PARA LAS MUESTRAS
Entre los disolventes mas comunes se encuentra el metanol y acetonitrilo,
Se diluyd las muestras en metanol, acetonitrilo y en una mezcla 1:1 de metanol:

acetonitrilo para determinar cual de los solventes presenta una mejor resolucion.
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1 FASE MOVIL Y DISOLVENTE
Katarzyna (42) para la separacion de cannabinoides recomienda usar un flujo en gradiente
y un tiempo de corrida de 20 minutos. Debido a que solo se queria identificar dos
cannabinoides no es necesario utilizar un flujo de gradiente, por lo tanto, el flujo fue
isocratico, se ajusto las proporciones de los componentes de la fase movil para conseguir
una mayor separacion entre los picos llegando a la proporcion 80:20 acetonitrilo: acido

acético 0.5%.

Sandhyarani (41) para la separacion de cannabinoides emple6 una fase movil 75:25

acetonitrilo: agua con un flujo isocratico.

Para la seleccion del disolvente se escogio el metanol ya que los cromatogramas de este
presentan una mejor resolucién en comparacion con los de acetonitrilo y la mezcla 1:1
acetonitrilo: metanol por otra parte el uso de metanol como diluyente para las muestras es
fundamental, debido a que los cannabinoides presentan alta solubilidad en este, como las
soluciones patron estan diluidos en metanol, las posibles interferencias que pueden existir

no se deberan al solvente.

2 IDENTIFICACION MEDIANTE LA DETERMINACION DE TIEMPOS DE
RETENCION DE CBD Y THC EN LOS ESTANDARES

2.1 TIEMPO DE RETENCION
Se inyectaron 20 pL de cada solucion stock por separado, se estipulo que el CBD eluy6
antes que el THC, por ende, se procedio a inyectar la solucién que contenia ambos
estandares, el tiempo de retencion de CBD fue de 3.94 minutos y para el THC fue de 7.39
minutos, tal y como se observa en la figura 2.1, al igual que Katarzyna (42)el CBD eluy6
antes que el THC, el CBD con un tiempo de retencion de 6 minutos y el THC con un
tiempo de retencion de 8 minutos, mientras tanto Sandhyarani (41) obtuvo un tiempo de
retencion de 7.06 minutos para el CBD y de 14.30 minutos para el THC, la variacion de
tiempos de retencidn se debe principalmente a la composicién y concentracién de las fases

moviles.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA
300 300
Name
Retention Time
250 F250
200 - 200
g
g
150 o 150
i | g i
| =
100 100
:l |
I I
3 | (|
50 - i | | 50
| com o ! ] | i_ a8 3
?;L',I-'-eu'u N%l | b | I| = -'§'- %
o _!' IRV 8 N R N B : 1 0
i
L1l
|l _

Mnutes

Figura 2.1 Tiempos de retencion de CBD y THC.

Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes para todas las lecturas, se empled
una columna cromatografica RP-18 LiChrospher, el horno se encontraba a una temperatura
de 25 °C, ambas soluciones estandares indicaban que la longitud de onda a la que se
presenta una mayor absorbancia es de 228 nm, lo cual se confirmé con el detector DAD,
la fase movil fue isocrética en proporciones 80:20 acetonitrilo y acido acético al 0.5%, el

tiempo de corrida es de 10 minutos.

El tiempo de retencién de CBD es menor al de THC, por consecuencia se puede mezclar
ambos, esta mezcla no afectaria las areas que brinda cada pico, ya que el ultimo pico en
salir es el de THC en el minuto 7, no es necesario hacer una corrida de 20 minutos, por
consecuencia el tiempo de la corrida cromatografica se redujo a 10 minutos el cual es mas
corto en comparacion al método de Sandhyarani (41) que tiene un tiempo de corrida de 20
minutos para la identificacién de CBD y THC, si bien también es menor que el método
Sandhyarani (41) con un tiempo de 20 minutos, la diferencia radica en que este ultimo
método analiza 4 cannabinoides y no dos.
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3 CUANTIFICACION MEDIANTE LA DETERMINACION DE AREAS DE CBD Y
THC EN LOS ESTANDARES

3.1 GRAFICO DE CALIBRACION
La solucién preparada anteriormente que contenia CBD y THC a concentracion 0.02

mg/mL se inyect0 por triplicado repitiendo las mismas condiciones cromatograficas en el

equipo HPLC con los siguientes volumenes de inyeccién 5,10,15,20,25 uL, en las tablas

3.1y 3.2 se puede observar las areas obtenidas a determinadas concentraciones junto a sus

volimenes de inyeccion.

Tabla 3.1 Areas de los estandares de CBD a determinadas concentraciones.

Areas ., Volumen de

, - - Concentracion inveccion

Areal Area 2 Area 3 (mg/mL) CDB )EHL)
1128531.00 1125381.00 1122643.00 0.10 5.0
2292894.00 2255189.00 2243320.00 0.20 10.0
3432708.00 3472603.00 3455466.00 0.30 15.0
4636197.00 4625732.00 4599327.00 0.40 20.0
5767636.00 5740752.00 5744253.00 0.50 25.0

Tabla 3.2 Areas de los estandares de THC a determinadas concentraciones.

Areas c ., Volumen de

B ' i oncentracion inveccién

Areal Area 2 Area 3 (mg/mL) THC )EHL)
1104923.00 1091148.00 961375.00 0.10 2.0
2262443.00 2286685.00 2268889.00 0.20 10.0
3346741.00 3366027.00 3449981.00 0.30 15.0
4648427.00 4629868.00 4590899.00 0.40 20.0
5810845.00 5738400.00 5850015.00 0.50 25.0
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3.2 LINEALIDAD
En ambos graficos de calibracién existe un coeficiente de determinacion positivo debido
a que el valor R? en ambas graficas es cercano a 1, lo que indica que ambas variables son
directamente proporcionales una de la otra, como se puede observar en las siguientes
figuras 2.2 y 2.3, por otra Sandhyarani (41), utilizando otra fase mévil obtuvo un R?=
0.9999 para CBD y THC parte la linealidad se determind mediante el analisis de la mezcla

de los estandares al igual que Sandhyarani (41).

GRAFICO DE CALIBRACION CBD

7000000 y = 1E+07x - 39360
R?=0.9999
6000000

5000000

4000000

AREA

3000000
2000000
1000000

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

CONCENTRACION mg/mL

Figura 2.2 Gréfico de calibracion de CBD.

GRAFICO DE CALIBRACION THC

y = 1E+07x - 126369

7000000
R*=0.9998

6000000
5000000

4000000

AREA

3000000
2000000
1000000

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
CONCENTRACION mg/mL

Figura 2.3 Gréfico de calibracion de THC.
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3.2.1 LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)
Para la determinacién del LOD y del LOQ se utilizo los estadisticos asociados a la recta
de calibracion tanto para el CBD como el THC, los cuales se pueden observar en la figura

2.2y 2.3 yen las siguientes tablas 3.3 y 3.4:

Tabla 3.3 Estadisticos para el gréafico de calibracion de CBD.

Error
estandar

Intercepto -39360.367  18485.265  -2.129283  0.1230947
XVariablel 116073417  55735.171  208.25883  0.0000002

Coeficiente Estadisticot Probabilidad

Tabla 3.4 Estadisticos para el grafico de calibracion de THC

Coeficiente E,r Lo§ Estadisticot Probabilidad
estandar
Intercepto -126369.4333  31126.15899 -4.05991 0.02693763

XVariablel 11844935  93848.00048 12621283 0.00000110

El limite de deteccién para el CBD fue de 0.0061 mg/mL, por otra parte, el que se hallé
para el THC fue de 0.0103 mg/mL. El limite de cuantificacion de CBD fue de 0.0185
mg/mL y el de THC fue de 0.0311 mg/mL.

3.2.2 PRUEBA t-STUDENT PARA LINEALIDAD
En la tabla 3.3 y 3.4 se puede observar los estadisticos t, para un nivel de significancia
del 0.05, para CBD fue de 208.25883 y para THC fue de 126.2128 estos valores son
mayores al valor t critico (3.18) que se cuenta en las tablas t, por lo que se puede decir
que existe una relacién directamente proporcional y significativa entre area y

concentracion.

3.3 DETERMINACION DE CBD Y THC EN LA MUESTRA
Se analizaron 5 muestras en total, se replicé las mismas condiciones cromatogréaficas con
cada una de las muestras, cada lectura se acompafié de una solucion estandar para ajustar
los picos y tiempos de retencion en el software, se ajustd los volimenes de inyeccion
independientemente para cada muestra, los resultados se pueden observar en la tabla 3.5.
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Tabla 3.5 Concentraciones obtenidas de las muestras analizadas.

Muestras Concentraciones Declaré
CBD THC CBD THC
Menor o igual

Muestra 1 54.86 mg/mL al limitede 50.00 mg/ mL No declara
cuantificacion
Muestra 2 77.67 mg/mL  21.21 mg/mL 2:1 No declara
Muestra 3 31.56 mg/mL 3.96 mg/mL 20% de cannabinoides
Menor o igual al
Muestra 4 limite de 5.78 mg/mL Sideclara  No declara
cuantificacion
Menor o igual
al limite de Si declara Si declara
cuantificacion

Menor o igual al

Muesirag limite de deteccion

Como se observa en la tabla 3.5 la muestra 1 presentd una concentracion de CBD similar
a la declarada 50 mg/mL, si bien el producto presenta una concentracion menor o igual al
limite de cuantificacién de THC, estas no podrian generar un efecto farmacoldgico.

La muestra 2 no preciso de una forma clara cual es la concentracion de los cannabinoides,
ya que en el envase inmediato solo declara tener CBD, pero se determind que contiene
77.67 mg/mL de CBD, y 21.21 mg/mL de THC, siendo la ultima muy elevada para no

estar declarada.

La muestra 3 declard tener una concentracion del 20% de cannabinoides y no especifica
con exactitud cuales son, el analisis por HPLC determino que hay 31.56 mg/mL de CBD
y 3.96 mg/mL de THC.

La muestra 4 por contraparte declar6 tener CBD, pero no especifica la concentracion en la
etiqueta del producto, por consecuencia el analisis revel6 que dicho cannabinoide solo se
encuentra una concentracion menor o igual al limite de cuantificacion de CBD, por otro

lado, se encontrd una concentracion de 5.78 mg/mL de THC.

La muestra 5 declara tener bajas cantidades de cannabinoides y especifica que no es un
producto regulado por la FDA, el analisis concluye que presenta una concentracion menor
o igual al limite de cuantificacién de THC.
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De todas las muestras que se analizaron solo la muestra 1 y 5 presentaron un registro
sanitario, lote y fecha de vencimiento la muestra 2 y 4 presentaron informacion inconclusa
tanto de la composicion como de la concentracion, la muestra 2 no declara tener THC,
pero el andlisis demuestra que esta presente a una concentracion elevada pudiendo generar
interacciones farmacologicas, efectos alucindgenos, toxicos y no deseados al paciente si
no hay un correcto uso del producto, por otra parte la muestra 4 tiene THC en

concentraciones menores, y podria generar lo mismo que la muestra 2 en menor media.

Generalmente para la obtencion del aceite de cannabis para fines terapéuticos se busca que
las plantas de cannabis tengan una concentracién elevada de CBD y minima de THC, ya
que esta concentracion se vera reflejada en el extracto, muchos de los laboratorios para
elaborar sus preparados magistrales, extraen el aceite de la planta de cannabis y es con este
que elaboran sus productos, pero como se observo en la muestra 4 no hay presencia de
CBD pero si de THC, se puede concluir que al momento de la extraccion del aceite de
cannabis, se emple6 como materia prima una planta de cannabis que contenia una
concentracion mayor de THC que de CBD, lo que quiere decir que no hay una correcta
regulacién de la materia prima que se esta utilizando y se esta brindando a la poblacion un

producto que no producira el efecto farmacoldgico deseado.

La muestra 1 declara tener 50 mg/mL de CBD, lo cual es correcto, pero también se
encontrd una concentracion menor o igual al limite de cuantificacion de THC lo que indica

que los métodos de separacion no estan muy desarrollados.

Si bien no se puede exigir a un analisis de control de calidad de los cannabinoides para
identificarlos y cuantificarlos en estos productos magistrales, ya que este analisis es
costoso y requiere de una instrumentacion que pocos laboratorios cuentan, deberia ser el
estado el que se encargue que la materia prima sea de calidad e implemente auditorias a
los lugares donde se manufacturan estos productos, para de esta manera asegurarse que la
elaboracidn sea la adecuada y a su vez garantizar que se estén utilizando para los fines
terapéuticos mas no recreativos pero sobre todo determinar si son seguros para el paciente.
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CONCLUSIONES

Primera

Se determind y establecieron los tiempos de retencion para la identificacion de los
cannabinoides especificados, siendo el del Cannabidiol (CBD) de 3.9 minutos para una
concentracion de 0.01 mg/mL y el del Delta-9-Tetrahidrocannabinol (THC) 7.3 minutos para

una concentracion de 0.01 mg/mL.
Segunda

Los tiempos de retencién de los estandares coinciden con los de las muestras por lo que es

posible su identificacion y cuantificacion por HPLC-DAD en fase reversa.
Tercera

Respecto a la identificacion y cuantificacion de Cannabidiol y Delta-9-Tetrahidrocannabinol
en las muestras, se establecieron parametros de linealidad con un R? = 0.9999 para el
Cannabidiol y R? = 0.9998 para el Delta-9-Tetrahidrocannabinol y se establecid el limite de
deteccion (LOD) siendo este de 0.0061 mg/mL para el Cannabidiol y 0.0103 mg/mL para el
Delta-9-Tetrahidrocannabinol, por otra parte, el limite de cuantificacion (LOQ) para CBD fue
de 0.0185 mg/mL y para el Delta-9-Tetrahidrocannabinol fue de 0.0311 mg/mL.
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RECOMENDACIONES

Se debe continuar con la investigacion y desarrollo de nuevos métodos que identifiquen y
cuantifiquen cannabinoides para disminuir los costos y tiempos de andlisis. De esta manera se

garantizara la calidad de los productos.

Si bien los tiempos de retencion pueden variar por diferentes factores, el orden de elucién de
los cannabinoides serd el mismo, si se desea cuantificar mas de dos cannabinoides se

recomienda usar un flujo en gradiente.

Los productos derivados de cannabis no tienen propiedades curativas, pero si cuentan con
efectos paliativos. Se recomienda a los usuarios de cannabis que adquieran sus productos de
manera formal, y que se aseguren que estos cuenten con una fecha de vencimiento, registro
sanitario, concentracion, lote y excipientes. Se deberia optar mejorar la regulacion legal en el
pais con respecto al control de calidad, no solo en la planta de cannabis como producto
primario, sino también al producto terminado, asi como una estandarizacion de las posologias,

esto para evitar las interacciones medicamentosas que se puedan presentar los pacientes.
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Anexo 1: Anti-publicidad del cannabis siglo 19. (1)
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Anexo 2: Anti-publicidad del cannabis siglo 19. (2)
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Anexo 3: Registro nacional de pacientes usuarios del cannabis y sus derivados para uso medicinal y terapéutico.

Con N B Direccian General EQUIPQ DE PRODUCTOS CONTROLADOS
@ PERU | Ministeria Viceministerio de Medicamentas,
de Salud de Salud Pihlica Insumos y Drogas
ﬁ Inicio | Instructivo para el usuario (PDF) |

REGISTRO NACIONAL DE PACIENTES USUARIOS
DEL CANNABIS Y SUS DERIVADOS PARA
USO MEDICINAL Y TERAPEUTICO

Soy paciente nuevo

Complete la declaracion jurada virtual

Paciente continuador

Consulte, edite datos e imprima
declaracion

Av. Parque de las Leyendas # 240 Torre B - San Miguel, Lima - Pert
Central telefonica: 51-1-631-4300

Anexo 4: Muestras proporcionadas para la investigacion.
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ANexo 5: Certificado de Analisis del estdndar de Cannabidiol.
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Solution Standard Verification

Concentration accuracy and within- and between-bottle homogeneity are analytically verified against an independently
prepared calibration solution and to the prior lot.

Analysis Method:
Column:

Standard Solution Assay Parameters

HPLC/UV
Ascentis Express C1B, 2.7 pym, 3.0 x 100 mm

Calibration Curve

Calibration Curve: Linear Regression
Number of Points: 4

Mobile Phase: Acetonitrile:0.1% Phosphoric acid in Water Linearity (r) : 1.000
(B0:20)
Flow Rate: 1.5 mL/min
Wavelength: 228 nm
Verified Concentration (mg/mL) % RSD - Homogeneity
Ftantard Lot Number Actual Results Actual Results
Solution
MNew Lot FEO1112103 0.998 0.4
Previous Lot FE10071912 1.002 0.2

+ (Concentration is verified through multiple analyses and is calculated as the average of multiple analyses compared to
an independently prepared calibration solution.

+  Within-sample and between-sample homogeneity of the New Lot is ensured through rigorous production process
controls statistically analyzed to evaluate risk and verified by analysis. Multiple samples pulled from across the lot
using a random stratified sampling plan were analyzed to verify homogeneity. % RSD results shown above for the
Mew Lot demonstrate ampoule-to-ampoule homogenaity.

Anexo 6: Certificado de Analisis del estandar de THC.
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Solution Standard Verification
Concentration accuracy and within- and between-bottle hamogeneity are analytically werified against an independently
prepared calibrabion solution and to the prior lot.

Standard Solution Assay Parameters Calibration Curve
Analysis Method: HPFLC/UW Calibration Curve: Linear Regrassion
Column: Luna C18 (2}, 3 pm, 4.6 x 150 mm Number of Points: 4
Mobile Fhasa: Methanol: Water:Tetrahydrofuran (71:24:5) Linearity {r) : 1.000
Flow Rate: 1.0 mL/min
Wawvelength: 228 nm
Verified Concentration (mg/mL) %R5D - Homogeneity
gt:l':;z;d Lot Number Actual Results Actual Results
Mew Lot FED5252135 0.983 0.3
Previows Lot FED4222001 0.991 0.2

* (Concentration is verified through multiple analyses and is calculated as the average of multiple analyses compared
to an independently prepared calibration solution.

* Within-sample and between-sample homogeneity of the Mew Lot is ensured through rigorous production process
controls statistically analyzed to evaluate risk and werified by analysis. Multiple samples pulled from across the lot
using a random stratified sampling plan were analyzed to verify homogeneity. % RSD results shown above for the
Mew Lot demonstrate ampoule-to-ampoule homogeneity.

Standard
Solution

Lot Number

Verified Concentration against USP Standard
HPLC Analysis

Mew Lot

FEO5252135

1.015

Lot RO45HO

+* Concentration is verified against an independently prepared calibration solution wsing USP Standard 1651621
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