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Sviluppo e validazione di un nuovo metodo in UHPLC-MS/MS per la determina-
zione di cannabidiolo e di tetraidrocannabinolo e relativi metaboliti in matrice
pilifera. Applicazione su pazienti trattati con cannabis medica

Alfredo Fabrizio Lo Faro', Diletta Berardinelli', Massimo Mario Di Muzio? Paolo Berretta®, Anastasio Tini'

" Department of Excellence-Biomedical Sciences and Public Health, Universita Politecnica delle Marche, 60121 Ancona, Italy
2 Department of Clinical Pharmacy-Institute INRCA-IRCCS - Ancona, Italy

% National Centre on Addiction and Doping, Istituto Superiore di Sanita, 00161 Rome, Italy

ABSTRACT

A new UHPLC-MS/MS method to assess cannabidiol and A9-tetrahydrocannabinol and respective metabolites
in hair. Application to patients treated with medical cannabis.

Introduction: several countries have recently approved the use of cannabis flowering tops with standardized amount of
A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC), cannabidiol (CBD) for the treatment of different diseases. Therapeutic monitoring
of medical cannabis products administered to patients for the established pathologies is rarely carried out.

Methods: the aim of this study is to develope, and fully validate an ultra-high-performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry method to quantify A9-THC, CBD, and metabolites, i.e., 11-nor-9-carboxy-THC (THC-
COOH), 11-hydroxy-THC (11-OH-THC) cannabidiol-7-oic acid (7-COOH-CBD), 7-hydroxycannabidiol (7-OH-CBD),
6-a-hydroxycannabidiol (6-a-OH-CBD) and 6-p3-hydroxycannabidiol (6-8-OH-CBD) in hair samples of patients treated
with medical cannabis.

Results: the validation results indicate that the method is accurate (average inter/intra-day CV, <10%), precise (inter/
intra-day imprecision, <10%), and fast (10 minutes run time). Average hair concentrations in four patients treated
with different formulations of medical cannabis were 2.75 ng/mg A9-THC, 2.87 ng/mg 11-OH-THC, and 0.32 ng/mg
THC-COOH (n = 3); 1.65 ng/mg CBD, 2.73 ng/mg 7-OH-CBD, 1.29 ng/mg 7-COOH-CBD, 0.35 ng/mg 6-a-OH-CBD,
and 0.03 ng/mg 6-B-OH-CBD.

Discussion: the proposed method proved to be suitable for a fast and sensitive determination of all target compounds
allowing high throughput testing in individuals monitored for medical cannabis treatments.

Parole chiave: UHPLC-MS/MS, cannabis medica, matrice pilifera

INTRODUZIONE trattamento medico & dovuto all’azione esercitata dai
principali composti attivi contenuti all'interno della pianta,
A9-tetraidrocannabinolo  (A9-THC) e cannabidiolo
(CBD), i quali agiscono in maniera selettiva sui recettori

cannabinoidi di tipo 1 e 2 (recettori CB1 e CB2). Gli effetti

La cannabis € una delle piu antiche piante contenenti
sostanze psicoattive conosciute. Veniva utilizzata gia
10 000 annifa come fibra ma anche, grazie alla interazione

dei cannabinoidi con il sistema nervoso centrale, come
farmaco e droga psicotropa (1,2).

Nel corso degli anni, infatti, questa pianta dagli
effetti psicoattivi & stata oggetto di dibattito all'interno
della comunita scientifica; se da un lato rappresenta
la droga piu coltivata, consumata e sequestrata in
tutto il mondo, dall’altro lato piu recentemente € stata
riconosciuta come potenziale farmaco per patologie
croniche e neurologiche (1,2).

Linteresse suscitato dall’'uso della cannabis come

principali provocati dall’ attivazione di questi recettori
sono il rilascio presinaptico di numerosi neurotrasmettitori
quali dopamina, serotonina, acido gamma y-butirrico,
acetilcolina, noradrenalina i quali sono responsabili
sia degli effetti analgesici e miorilassanti che di quelli
psicotropici (3-5).

Inoltre, considerata la capacita del CBD di ridurre gl
effetti collaterali del A9-THC, esso in associazione con
fitocannabinoidi e flavonoidi, contenuti anch’essi nella
Cannabis sativa L., produce un effetto neuroprotettivo e
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immuno-modulatore riducendo l'infiammazione cronica e
lo stress ossidativo (3,5-7).

Pertanto, per queste ragioni, la cannabis ¢
proposta come trattamento medico in diverse patologie
psichiatriche, neurologiche (ad esempio Parkinson e
Alzheimer) e gastrointestinali (morbo di Chron) (5).

Diversamente dalla cannabis ricreazionale la quale
contiene principalmente A9-THC, ad oggi sul mercato
internazionale sono disponibili numerose formulazioni di
cannabis medica contenenti A9-THC e CBD in differenti
concentrazioni standardizzate (4,5,8).

In ltalia, la cannabis & sotto il controllo legislativo dal
2015, consentita solamente per il trattamento del dolore
cronico associato a sclerosi multipla e lesioni del midollo
spinale, per il controllo della nausea e vomito causato da
chemioterapia o radioterapia o per la perdita dell’appetito
in pazienti oncologici o HIV positivi o per il sollievo dei
movimenti non intenzionali di corpo e viso nella sindrome
di Tourette (5).

Il monitoraggio terapeutico dei prodotti a base di
cannabis medica somministrati ai pazienti per le specifiche
patologie € stato effettuato raramente. Esistono alcuni
studi sulla determinazione dei cannabinoidi (A9-THC,
CBD) e dei metaboliti in matrici biologiche convenzionali
(come sangue e urine) in pazienti in terapia (9-14), ma
quelli in matrici non-convenzionali (come capelli, unghie)
sono pochi e nessuno di essi include i metaboliti del CBD
(15,16-26)

Tra le matrici non convenzionali, i capelli sono
stati utilizzati per dimostrare I'aderenza del paziente a
lungo termine a un trattamento farmacologico (27-31).
Per questo motivo, abbiamo voluto esaminare questa
possibilita quantificando il contenuto di A9-THC, CBD
e metaboliti nei capelli di individui trattati con cannabis
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Figura 1

318 biochimica clinica, 2022, vol.46 n. 4

Struttura chimica del cannabidiolo, A9-tetraidrocannabinolo e i relativi metaboliti.

terapeutica.

Attualmente non esiste un metodo analitico per
la determinazione simultanea del A9-THC, CBD e
dei suoi principali metaboliti: 11-nor-9-carbossi-THC
(THC-COOH), 11-idrossi-THC (11-OH-THC), 7-idrossi-
idrossicannabidiolo (7-OH-CBD), cannabidiolo-7-oico
(7-COOH-CBD), 6-alfa-idrossicannabidiolo  (6-a-OH-
CBD) e 6-beta-idrossicannabidiolo (6-f -OH-CBD) in
campioni di capelli di pazienti in trattamento con cannabis
terapeutica. Nella Figura 1 sono riportate le strutture
chimiche dei composti sopra citati.

Di seguito & riportato un nuovo metodo rapido,
sensibile e completo in cromatografia liquida ad alta
prestazione accoppiato alla spettrometria di massa
tandem (UHPLC-MS/MS) per la quantificazione degli
analiti sopramenzionati. L'applicazione clinica del
metodo & stata verificata su quattro campioni di capelli
di pazienti in trattamento con diverse preparazioni di
cannabis terapeutica.

METODI

Materiale di riferimento certificato e reagenti

Le soluzioni standard del CBD e dei suoi metaboliti
(7-COOH-CBD, 7-OH-CBD, 6-a-OH-CBD, 6-3-OH-CBD)
sono state fornite da Dalton Research Molecules (Toronto,
Ontario, Canada), mentre quelle del A9-THC, 11-THC-
COOH e 11-OH-THC sono state acquistate da Cerilliant
Analytical Reference Standards, (SigmaAldrich® Milano).
Le soluzioni deuterate (ISs) usate come standard interni
(THC-d,, THC-COOH-d,, 11-OH-THC-d,, CBD-d,), sono
state fornite dal Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA)
e conservati a -20 °C fino al momento del loro utilizzo.
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Acqua e acetonitrile (ACN) di grado LC-MS sono stati
acquistati da Carlo Erba Reagents S.r.l. (Val-de-Reuil,
Francia). La soluzione acquosa a pH 8,5 con ammonio
formiato 2mM ¢ stata preparata usando acqua di grado
LC-MS pura al 97%. Il pH & stato modulato utilizzando
idrossido d’ammonio e acido acetico di Honeywell
Fluka™. Il reagente M3® & stato acquistato da Comedical®
s.r.l. (Trento).

Calibratori e campioni di controllo qualita

Le soluzioni standard degli analiti non deuterati e di
un deuterato (THC-COOH-d,) sono state acquistate alla
concentrazione di 1 mg/mL in metanolo; mentre, tutti gli
altri deuterati sono stati acquistati in concentrazione pari
a 100 pg/mL in metanolo. Queste soluzioni sono state
conservate in provette di vetro a -20° C. Le soluzioni
standard contenenti gli otto analiti non deuterati sono
state preparate a 0,1 ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL,
100 ng/mL e 1 pg/mL in fase mobile 80:20 acqua/
ammonio formiato 2 mM pH 8,5:ACN.

La soluzione di lavoro contenente gli analiti deuterati
e utilizzata come standard interno, & stata preparata
a concentrazione pari a 100 ng/mL in fase mobile
80:20 acqua/ammonio formiato 2 mM pH 8,5:ACN.
Non essendo attualmente disponibili in commercio gli
standard deuterati dei metaboliti del CBD sono stati
utilizzati gli standard deuterati del A9-THC.

Sulla base delle analisi semi-quantitative di alcuni
campioni reali, sono stati stabilitii seguenti sette calibratori
diversi dallo zero a concentrazioni: 0,05, 0,1, 0,25, 0,50,
1, 2,50 e 5 ng/mg per A9-THC, CBD, 11-OH-THC,
7-OH-CBD e 7-COOH-CBD; 7 calibratori a 0,0002,
0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1 e 1 ng/mg per THC-COOH,
6-a-OH-CBD e 6-p-OH-CBD. Tutti i calibratori utilizzati
sono stati preparati in matrice cheratinica (capelli)

Trattamento dei campioni biologici

La matrice biologica (capelli) “blank”, intesa come
campioni di prova in cui gli analiti risultano assenti,
e stata volontariamente donata dal personale di
laboratorio coinvolto nello studio. Tutti i campioni sono
stati preventivamente analizzati utilizzando i metodi usati
in laboratorio per confermare l'assenza delle droghe
d’abuso piu consumate (come oppiacei, cocainici,
amfetamine e benzodiazepine).

Tali campioni, dopo esser stati decontaminati con
diclorometano e posti in forno per 5 minuti a 70 °C, sono
stati finemente tagliati (<5 mm) e separatamente suddivisi
in aliquote (20 mg). Dopo I'aggiunta di 50 pL di standard
interno deuterato e 500 pL di reagente M3® (tampone
acquoso a pH 2,7), le provette sono state agitate e
incubate a 100 °C per 1 ora. Dopo il raffreddamento dei
campioni, 200 pL sono stati trasferiti nelle provette di
vetro per autocampionatore, prima di essere iniettati nel
sistema cromatografico.

Analisi in cromatografia liquida ad ultra pre-
stazione accoppiata a spettrometria di massa
tandem (UHPLC-MS/MS): condizioni strumentali

La separazione degli analitiin esame & stata realizzata
mediante cromatografo liquido ad ultra prestazione
(UHPLC 1290 Infinity 11 -Agilent Technologies Italia
S.p.a.) accoppiato ad uno spettrometro di massa tandem
(6470A Triple Quadrupole LC-MS) dotato di sorgente di
ionizzazione electrospray operante in modalita positiva e
negativa (ESI).

| dati sono stati acquisiti con il software MassHunter®
Workstation Quantititave Analysis 10.0 (Agilent). |l
processo di ottimizzazione dei parametri spettrometrici
¢ stato condotto con il software “MassHunter Optimizer”
e confermato manualmente. Attraverso questo
strumento & stato possibile ottimizzare la tensione del
frammentatore per ciascuna molecola in esame, nonché
la frammentazione (ione quantificatore e qualificatore) e
I'energia di collisione.

Le analisi sono state condotte utilizzando una colonna
Kinetex® 2.6 ym C18 di Phenomenex® (Torrance, CA,
USA) (lunghezza: 100 mm, diametro interno: 2,1 mm).

La corsa cromatografica & stata di 10 minuti
utilizzando un gradiente di fase mobile composto da
acqua e formiato di ammonio 2 mM a pH 8,5 (A) e ACN
(B) a una velocita di flusso di 0,4 mL/min. Le condizioni
cromatografiche iniziali erano 20% B mantenute fino a
0,25 min, aumentato gradualmente al 63% B fino a 3,1
min al 65% B fino al minuto 5, diminuito fino al 20% B fino
dal minuto 8, mantenuto fino al minuto 10 (Tabella 1). I
volume iniettato & di 1 pL. Nella Tabella 2 sono riportate
le transizioni in termini di rapporto massal/carica (m/z)
di ciascun analita, il voltaggio del cono e della cella di
collisione. Nella Figura 2 sono riportati i cromatogrammi
degli ioni estratti relativi ai 4 pazienti.

Applicazione ai campioni reali

Per valutare [I'applicazione clinica del metodo
sviluppato, sono stati analizzati 4 campioni reali di capelli
di soggetti trattati con Cannabis sativa L. per uso medico
da almeno 18 mesi (vaporizzatore a penna, decotto e
olio) in trattamento presso gli Ospedali Riuniti di Torrette
(Ancona, ltalia).

Tabella 1
Gradiente cromatografico

Tempo Flusso Fase Mobile A Fase Mobile B
(min) (mL/min) (%) (%)

0 04 80 20

0,25 0,4 80 20

3,1 04 37 63

5 04 35 65

8,1 04 80 20

10 0,4 80 20
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Figura 2

A, Cromatogramma di ioni estratti relativo al paziente trattato con Bediol. B, Cromatogramma di ioni estratti relativo al
paziente trattato con Bedrolite. C, Cromatogramma di ioni estratti relativo al paziente trattato con FM2. D, Cromatogramma

di ioni estratti relativo al paziente trattato con Pedanios.

In dettaglio:

- paziente A: trattato con BEDIOL (contenente circa

6,3% THC e 8% CBD) da settembre 2014.

- paziente B: trattato con BEDROLITE (contenente

circa <1% THC e circa 9% CBD) da novembre 2019.
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RT (min)

paziente C: trattato con FM2 (contenente circa 5,8%
p/p THC e 8,1% p/p CBD) da settembre 2019.
paziente D: trattato con PEDANIOS 22\1 (contenete

circa 22% di TH

RT (min) RT (min)

C e <1% di CBD) da settembre 2019.
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Tabella 2
Parametri di spettrometria di massa.

Analita IS RT (min)  Polarita Transizioni
lone quantificatore lone qualificatore

m W@ mz W@
7-COOHCBD  CBD-d, 2,55 ESI - 343,4>179,4 40 20 343,4>231,0 40 20
THC-COOH THC-COOH-d, 3,11 ESI - 343,3>245,2 40 30 343,3>191,1 40 34
THC-COOH-d, - 3,11 ESI - 346,3 > 302,3 40 30 346,3 > 248,3 40 30
6-a-OH-CBD CBD-d, 3,78 ESI - 329,1>158,2 40 32 329,1>173,1 40 30
7-OH-CBD CBD-d, 3,88 ESI - 329,1 > 268,1 40 24 329,1>261,1 40 20
6-B-OH-CBD CBD-d, 3,97 ESI - 329,1>158,2 40 35 329,1>173,1 40 30
A9-THC THC-d, 4,58 ESI + 315,2>193,2 40 20 315,2 > 123,1 40 20
THC-d, - 4,58 ESI + 318,2> 196,2 40 20 318,2 > 126,1 40 20
11-OH-THC 11-OH-THC-d, 4,73 ESI - 329,2>311,2 40 18 329,2>173,1 40 30
11-OH-THC-d, - 4,73 ESI - 332,2>270 40 25 332,2> 3143 40 45
CBD CBD-d, 6,13 ESI - 313,3>107,1 40 50 313,3> 245 40 50
CBD-d, - 6,13 ESI - 316,3 > 248,3 40 50 316,3>231,9 40 30

IS, standard interno, RT, tempo di ritenzione; CV, voltaggio del cone; CE, energia di collisione; ESI, ionizzazione electrospray.

Validazione del metodo

| punti di calibrazione erano compresi ftra il limite
di quantificazione (LLOQ) e 5 ng/mg per A9-THC,
CBD, 11-OH-THC, 7-OH-CBD e 7-COOH-CBD; e da
LLOQ a 1 ng/mg per gli altri analiti. L'accuratezza, la
precisione, i limiti di rilevazione e quantificazione (LOD
e LLOQ), la linearita e il carry-over sono stati calcolati
iniettando cinque diverse repliche giornaliere dei punti di
calibrazione (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 e 5 ng/mg per
A9-THC e CBD, 11-OH-THC, 7-OH-CBD e 7-COOH-
CBD, e a 0,0002; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 1 ng/mg
per THC-COOH, 6-a-OH-CBD e 6-3-OH-CBD) e cinque
diverse repliche dei campioni per il controllo di qualita
(QC) alle seguenti concentrazioni: basso QC = 0,15,
medio QC = 1,5 e alto QC = 4 ng/mg per A9-THC, CBD,
11-OH-THC, 7-OH-CBD e 7-COOH-CBD; basso QC =
0,0006, medio QC = 0,04 a alto QC= 0,8 ng/mg per tutti
gli altri metaboliti.

In accordo con le linee guida internazionali (32), 5
replicati di matrice biologica “blank” sono stati usati per
calcolare LOD e LLOQ. La deviazione standard (DS)
della media fra rumore di fondo e la finestra del tempo di
ritenzione & stata usata per determinare il LOD e il LLOQ.
| criteri di accettabilita minimi per il LLOQ riportano una
precisione e accuratezza entro il 20% della DS ed errore
relativo.

Precisione e accuratezza sono stati calcolati mediante
lanalisi di 5 repliche a tre differenti concentrazioni
(QC basso, medio e alto) per ciascun analita. | valori

ottenuti dovevano essere all'interno del +20% della
concentrazione target. | dati sono stati valutati mediante
analisi della varianza (ANOVA) ed espressi come
coefficiente di variazione.

La stabilita a breve (0, 1, 2, 4, 24 e 48 ore) e medio
(1 mese) termine sono stati valutati usando 5 differenti
aliquote di QC conservate a temperatura ambiente.
L'effetto matrice, il recupero estrattivo e [Iefficienza
del processo sono stati valutati mediante il modello
sperimentale disegnato da Matuszewski et al. (32,33).

RISULTATI

Dati di validazione

Per la validazione completa del metodo sono stati
seguiti i criteri piu recenti per la validazione dei metodi
analitici, tossicologici e bioanalitici (32,33).

Il metodo analitico qui proposto & stato completamente
sviluppato e validato (29,35). (Tabella 3 e 4). La linearita
¢ stata verificata attraverso il test di Mandel e confermata
dai coefficienti di determinazione (r?) >0,98 (30). | limiti
di quantificazione (LOQ) ottenuti per tutti gli analiti in
esame erano conformi alle linee guida utilizzate, cosi
come i valori di accuratezza e precisione erano compresi
rispettivamente entro il + 20% al LLOQ e 15% in tutti i
controlli di qualita.

Per quanto concerne i campioni reali, sono state
analizzati i 4 cm prossimali i cui risultati sono riportati
nella Tabella 5.
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Tabella 3
Valori di linearita, limite inferiore di rilevazione e limite inferiore di quantificazione e Mandel test.

Composto Equazione lineare Coefficiente di LLOD LLOQ Mandel p-value  F ...
regressione lineare (r?)  (ng/mg) (ng/mg) Test

A9-THC y=0,0968x - 0,3653 0,997 + 0,0421 0,01 0,05 3,1222 0,0918 4,3248
CBD y=0,8112x - 0,0173 0,998 + 0,017 0,01 0,05 3,5764 0,0013 4,3248
6-a-OH-CBD y=0,2143x + 0,2074 0,992 + 0,207 0,00006 0,0002 2,4948 0,1292 4,3248
6-B-OH-CBD y= 0,4566x + 0,6227 0,992 + 0,627 0,00006 0,0002 2,4484 0,1326 4,3248
7-OH-CBD y=0,0677x - 0,1346 0,995+ 0,134 0,01 0,05 0,3960 0,5359 4,3248
7-COOH-CBD y=0,0904x - 0,5818 0,982 + 0,581 0,01 0,05 3,2555 0,0855 4,3248
11-OH-THC y=0,0438x - 0,1655 0,980 + 0,136 0,01 0,05 1,7845 0,0025 4,3248
11-COOH-THC y=0,0068x - 0,0122 0,997 + 0,013 0,00006 0,0002 0,5086 0,4836 4,3248

LLOD, limite inferiore di rilevazione; LLOQ), limite inferiore di quantificazione.

Tabella 4

Valori di accuratezza, precisione, recupero ed effetto matrice per gli analiti ricercati nei campioni di capelli

Analiti Concentrazione Accuratezza (%) Ripetibilita nella  Riproducibilita tra Recupero (%) Effetto Matrice (%)

CQs (ng/mL) serie (CV%) le srie (CV%)

basso  medio alto basso medio alto basso medio alto basso medio alto basso medio alto basso medio alto
cQ cCQ CQ CQ CQ C€CQ c@ cQ@ CQ cCQ cQa cQ cea ca cQ ca ca cQ

A9-THC 0,15 15 4 126 56 83 12 78 21 79 76 56 872 871 885 87,7 969 941
CBD 015 15 4 126 56 83 12 78 21 79 76 56 872 87,1 885 87,7 969 941
6-a0-OH-CBD  0,0006 0,04 08 46 68 75 55 44 08 66 40 42 89,1 9,6 958 93,1 985 974
6-8-OH-CBD  0,0006 0,04 08 26 42 80 43 16 36 31 50 50 966 970 986 863 957 934
7-OH-CBD 0,15 1.5 4 34 11 47 41 12 45 42 22 34 825 958 96,9 832 983 97,7
7-COOH-CBD 0,15 15 4 123 70 15 15 18 05 44 16 08 939 922 935 751 93,6 931
11-OH-THC 015 15 4 27 91 23 21 15 33 16 24 26 93,8 953 81,1 96,1 949 0949
THC-COOH 0,0006 0,04 08 36 38 16 16 45 15 21 42 12 784 798 896 79,6 76,8 950

Tabella 5
Formulazione, posologia, inizio della terapia e concentrazione rilevata per cannabidiolo, A9-tetraidrocannabinolo e rispettivi metaboliti nei pazienti

ID Formulazione Modalita di Posologia CBD A9-THC
paziente somministazione
CBD 6-0-OH- 6-B-OH- 7-OH-  7-COOH- THC THC- 11-OH-
(ng/mg) CBD CBD CBD CBD (ng/mg) COOH  THC
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (ng/mg)
A BEDIOL (olio)  Orale 18 gocce 0,86 0,42 0,003 3,95 0,9 2,32 0,025 2,10
THC 6,3% - (0,6 mL)
CBD 8% ogni 12 h
B BEDROLITE Orale 10 gocce 2,93 0,92 0,009 4,63 3,26 / / /
(granulato) (0,3 mL)
THC <1% - ogni 24 h
CBD 9%
C FM2 (decotto)  Orale 18 gocce 0,90 0,05 0,06 1,59 1,46 1,78 0,09 1,53
THC 5,8% - (0,6 mL)
CBD 8,1% ogni 12 h
D PEDANIOS Inalazione 3gocce 1,93 0,09 0,05 0,76 0,42 4,15 0,84 5,00
22/1 (Sigaretta (0,1 mL)
Elettronica) ogni 12 h
THC 22% -
CBD <1%

CBD, cannabidiolo; A9-THC, A9-tetraidrocannabinolo
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Dati dei campioni reali

I A9-THC, 11-OH-THC e THC-COOH sono stati
rilevati nei pazienti A, C e D, in trattamento con una
varieta di Cannabis sativa L. contenente THC >5%, (da
1,78 a 4,15 ng/mg per il A9-THC, da 2,1 a 5,0 ng/mg per
I'11-OH-THC e da 0,025 a 0,84 ng/mg per il THC-COOH).
Tutti i casi sono risultati positivi al 6-a-OH-CBD (da 0,009
a 0,92 ng/mg), 6-p-OH-CBD (da 0,003 a 0,06 ng/mg), per
7-OH-CBD (da 0,76 a 4,63 ng/mg) e 7-COOH-CBD (da
0,42 a 3,26 ng/mg).

Il THC e i suoi metaboliti non sono stati rilevati nel
paziente B che & stato I'unico trattato con una varieta di
Cannabis sativa L. contenente THC <1%.

Il 7-OH-CBD é stato confermato come il metabolita
del CBD piu abbondante nei capelli analizzati, seguito da
7-COOH-CBD, 6-a-OH-CBD e 6-3-OH-CBD.

DISCUSSIONE

L'importanza dell’analisi del capello per monitorare
'aderenza alla terapia medica con cannabis ha acquisito
rilevanza nella tossicologia clinica grazie all’accumulo
delle suddette sostanze nella matrice pilifera dopo il
consumo. Attualmente, nella letteratura scientifica di
riferimento non sono riportati metodi analitici per la
quantificazione del THC, del CBD e dei loro rispettivi
metaboliti sui capelli.

Solo pochi metodi sono attualmente disponibili per
la quantificazione di questi ultimi composti nelle matrici
biologiche convenzionali, cioé sangue, siero, plasma e
urina (9,10,12-14).

Per la prima volta, & stato sviluppato e pienamente
validato un metodo UHPLC-MS/MS per determinare
e quantificare in una singola corsa cromatografica,
A9-THC, 11-OH-THC, THC-COOH simultaneamente
a CBD, 6-0-OH-CBD, 6-B-OH-CBD, 7-OH-CBD e
7-COOH-CBD in campioni di capelli di pazienti a cui sono
state somministrate diverse preparazioni di cannabis
terapeutica.

Il vantaggio principale di questo metodo & il
pretrattamento semplice e veloce dei campioni (idrolisi
di 1 ora con il reagente M3® e diluizione) che consente
I'analisi di 100-120 campioni al giorno congiuntamente
alla modesta quantita di campione utilizzato per I'analisi
(20 mg di capelli).

Con l'eccezione del paziente B in trattamento con
Bedrolite, che contiene solo una quantita trascurabile di
A9-THC, in tutti gli altri pazienti, '11-OH-THC é stato |l
metabolita del A9-THC piu abbondante (concentrazione
media: 2,87 ng/mg), seguito dal THC-COOH
(concentrazione media: 0,32 ng/mg).

Analogamente, nel caso dei metaboliti del CBD, il
7-OH-CBD é stato il metabolita piu abbondante con una
concentrazione che variava da 0,76 a 4,63 ng/mg, seguito
dal 7-COOH-CBD (0,42-3,26 ng/mg) e dal 6-a-OH-CBD
(0,42-0,92 ng/mg) e dal 6-3-OH-CBD (0,003-0,06
ng/mg), in accordo con studi precedenti (36-41).

Nonostante siano stati analizzati solo quattro
campioni di capelli, questi costituiscono un approccio
preliminare nella valutazione della fattibilita dell’analisi

del capello per valutare la aderenza a lungo termine dei
pazienti in trattamento con cannabis terapeutica.

Va detto che questa terapia specifica per il dolore
neuropatico e le patologie correlate & ancora poco
utilizzata in Italia, poiché & legalmente consentita solo da
pochi anni e ¢’€ poca esperienza nel prescriverla al posto
dei trattamenti tradizionali (5).

Una limitazione del metodo sviluppato & stata
I'esclusione dei precursori acidi di THC e CBD tra gli
analiti esaminati: I'acido tetraidrocannabinolico A e
'acido cannabidiolico. Questi due composti avrebbero
dovuto essere presenti nelle preparazioni somministrate,
ma purtroppo la loro presenza e concentrazione non
sono state riportate nelle etichette delle preparazioni,
né sono state quantificate insieme agli altri principi
farmacologicamente attivi nei prodotti somministrati.

CONCLUSIONI

E stato sviluppato e validato un nuovo metodo
analitico per quantificare simultaneamente A9-THC, CBD
e i loro principali metaboliti in campioni di capelli umani di
individui trattati cronicamente con cannabis terapeutica.
Il metodo si € dimostrato adatto a soggetti trattati con
differenti preparazioni di cannabis terapeutica contenenti
diverse quantita di A9-THC e CBD.
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