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RESUMO 

 
A Cannabis sativa L. é uma planta conhecida em todo o mundo e embora seja mais 

frequentemente usada como droga ilícita, é uma planta medicinal altamente promissora.  

 

Com o objetivo de desenvolver formulações à base de canábis (óleos), avaliou-se 

primeiramente a solubilidade dos dois extratos em três excipientes diferentes (A, B e C).  

No excipiente A, houve a formação de um precipitado, assim o excipiente é incompatível 

com os vários componentes da formulação. Os outros dois objetivos é realizar o estudo 

da estabilidade das formulações desenvolvidas e desenvolver e validar um método por 

HPLC-DAD que possa ser aplicado nas análises de rotina do Laboratório de Estudos 

Farmacêuticos (LEF) para o doseamento dos canabinóides Δ9-THC e CBD em amostras 

de óleo à base de canábis. 

 

Relativamente ao estudo da estabilidade, as formulações foram desenvolvidas no 

excipiente B e C a 25ºC e a 37ºC. As formulações T0 foram analisadas por HPLC-DAD. 

Como se amostrou e dividiu cada formulação de modo a ser representativa de todo o lote, 

cada lote foi armazenado em três câmaras climáticas diferentes, a 5ºC ± 3ºC, a 25ºC ± 

2ºC e a 40ºC ± 2ºC, durante 28 dias (T28). Por fim, nos estudos preliminares, o método 

analítico demostrou ser seletivo. Os parâmetros da adequabilidade do sistema estão 

conforme os métodos de validação internos, à exceção do fator de simetria para o CBD. 

Os resultados obtidos para o THC estão dentro do intervalo aceite, à exceção dos valores 

112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que correspondem às formulações 2B (25ºC e 37ºC), 

3B (37ºC) e 4B (25ºC). No entanto, as concentrações obtidas para o CBD variam de 

116.323 a 134.377, o que indica que todos os valores estão fora de especificação. 

 

No doseamento das formulações T0, os resultados obtidos indicam que não é possível 

estimar qual é o melhor excipiente (B, C) nem a melhor temperatura de fabrico (25ºC, 

37ºC) que devem ser aplicados no processo de fabrico dos óleos.  

 

Palavras-chave: Cannabis sativa L.; formulações à base de canábis; canabinóides; 

HPLC-DAD.
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ABSTRACT 

 

Cannabis sativa L. is a plant well known worldwide, and although it is mostly used as an 

illicit drug, it’s also a highly promising plant medicine wise.  

 

With the purpose of developing cannabis-based formulations (oils), it was firstly 

evaluated the solubility of two extracts in three separate excipients (A, B and C). On 

excipient A, a precipitate was formed, which indicates the excipient was incompatible 

with the various components of the formulation. The other two purposes are performing 

the study of stability of the formulations developed and validate a method by HPLC-DAD 

that can be applied in the routine analysis of Laboratório de Estudos Farmacêuticos (LEF) 

for the dosing of cannabinoids Δ9-THC and CBD in cannabis oil-based samples.  

 

Regarding the stability study, the formulations were developed on the excipient B and C 

at 25ºC and 37ºC. The formulations T0 were analyzed by HPLC-DAD. The formulations 

were sampled and divided to represent the whole lot, and each lot was stored at three 

different climatic chambers, 5ºC ± 3ºC, 25ºC ± 2ºC e 40ºC ± 2ºC, for 28 days (T28). In 

the premilitary studies, the analytic method demonstrated to be selective. The parameters 

of the system suitability are according with the internal validation methods, except for the 

symmetry factor to the CBD. In the T0 formulations, the concentrations obtained for the 

THC are within the acceptable interval, except the values 112.011, 116.39, 112.739 and 

112.72, which corresponds to the formulations 2B (25ºC and 37ºC), 3B (37ºC) and 4B 

(25ºC). Nonetheless, the concentrations obtained for the CBD varies between 116.323 

and 134.377, which indicates that all values are outside of specification.  

 

In the dosing of the T0 formulations, the results obtained indicate that it’s not possible to 

estimate the best excipient (B, C) or the best manufactured temperature (25ºC, 37ºC) that 

should be applied in the oil manufacturing process.  

 

Keywords: Cannabis sativa L.; cannabis-based formulations; cannabinoids; HPLC-

DAD. 
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INTRODUÇÃO 

 

As plantas são usadas como medicamentos desde as civilizações antigas e com o auxílio 

da ciência moderna, continuam a ser a fonte comercial de produtos farmacêuticos de alto 

valor (Ozber et al., 2020). A Cannabis sativa L. é uma planta cujo cultivo remonta a 

vários milénios e faz há muito tempo parte da farmacopeia popular (Ozber et al., 2020; 

Chandiok et al., 2021).  

 

Esta planta é quimicamente complexa, e é constituída por mais de 500 componentes 

químicos. Para monitorizar a composição da canábis e garantir a qualidade, a eficácia e a 

segurança dos seus produtos derivados, a extração e análise dos canabinóides desempenha 

um papel crucial (Leghissa et al., 2018; Nahar et al., 2020; Brighenti et al., 2021).  

 

1. Cannabis sativa L.  

A espécie Cannabis sativa L. (C. sativa) é uma planta dióica anual, que partilha as suas 

origens com o início das primeiras sociedades humanas agrícolas (Bonini et al., 2018). 

Embora tenha origem na Ásia Central (Índia e China), o seu cultivo foi iniciado em todo 

o mundo, sendo principalmente usada como fonte de fibras, sementes, alimentos, óleo e 

medicamentos, bem como para propósitos recreativos e religiosos (Bonini et al., 2018; 

Pan et al., 2021; Adamek et al., 2022). A Cannabis sp. tem uma elevada diversidade 

genética, o que torna a sua classificação taxonómica desafiadora (Kumar et al., 2021). A 

planta da canábis pertence à ordem das Urticales e à família Cannabaceae, juntamente 

com o género Humulus (lúpulo) (Ternelli et al., 2020; Micalizzi et al., 2021). O género 

Cannabis foi inicialmente dividido em três espécies, C. sativa, C. indica e C. ruderalis, 

de acordo com as características botânicas específicas e com o nível do composto 

psicoativo Δ9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC) e do seu precursor ácido Δ9-ácido 

tetrahidrocanabinólico (Δ9-THCA) (Brighenti et al., 2021; Kumar et al., 2021). A 

Cannabis sativa é uma planta produtora de fibras é mais alta e mais altamente ramificada 

e a Cannabis indica é mais curta com folhas mais largas e tipicamente representa 

variedades usadas para propósitos recreativos ou medicinais, devido à alta concentração 

do composto psicoativo Δ9-THC (Fischedick et al, 2010; Kumar et al., 2021). A Cannabis 

ruderalis apresenta baixos níveis de canabinóides e tem aparência espessa (Fischedick et 

al., 2010). Na década de 1970, a classificação quimiotaxonómica da canábis foi superada 
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por uma monotípica, como resultado do cruzamento contínuo entre espécies de canábis 

(Callado et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Neste contexto, existem até ao momento 

cinco tipos de canábis, classificadas com base na proporção de Δ9-THC e canabidiol 

(CBD), sendo três os quimiotipos predominantes que podem ser identificados (Callado et 

al., 2018; Brighenti et al., 2021):  

• uma proporção THC/CBD > 1.0 é característica de plantas “tipo-droga” 

(quimiotipo I), 

• uma proporção THC/CBD próxima de 1.0 é para plantas “tipo-intermediário” 

(quimiotipo II), 

• e uma proporção THC/CBD < 1.0 é característica de plantas “tipo-fibra” 

(quimiotipo III).  

 

No entanto, a nomenclatura baseada na taxonomia, não é aplicada com frequência na 

indústria da canábis, pois o material da planta é rotulado principalmente de acordo com o 

seu uso final (Brighenti et al., 2021). Nesta perspetiva, a canábis recreativa (marijuana) é 

caracterizada por teores relativamente altos de THCA e/ou THC, pertence ao quimiotipo 

I e é vendida ilicitamente no mercado negro ou na dark-net (Ciolino et al., 2018a; 

Brighenti et al., 2021). As variedades de canábis medicinal têm teores médios a altos de 

THC ou conteúdos semelhantes de THC e CBD, no entanto recentemente tem havido um 

grande interesse em variedades com concentrações altas de CBD para uso medicinal 

(Ciolino et al., 2018a; Brighenti et al., 2021). Estas pertencem ao quimiotipo I e II e são 

cultivadas em condições padronizadas para manter um nível constante de compostos 

ativos e garantir o seu uso sob prescrição médica para o tratamento de patologias 

específicas (Ciolino et al., 2018a). As plantas que pertencem ao quimiotipo III são 

variedades de cânhamo (também conhecidas como cânhamo industrial) são 

caracterizadas por um alto conteúdo de CBDA e/ou CBD e um conteúdo total de THC 

abaixo do limite legal de 0.2-0.3% peso/peso (p/p), sendo que, este limite depende de 

cada país, e tem como finalidade obter um produto sem efeitos psicoativos (Ciolino et al., 

2018a; Protti et al., 2019; Brighenti et al., 2021). Os extratos obtidos desta variedade têm 

um grande potencial para um possível uso em produtos farmacêuticos e nutracêuticos 

(Protti et al., 2019).
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1.1. Características Morfológicas da Planta da Canábis  

A Cannabis sativa e a Cannabis indica são plantas herbáceas e podem crescer até 2-4 

metros (Leghissa et al., 2018). No entanto, a C. sativa (figura 1) apresenta caules erguidos 

e dependendo das condições ambientais e da variedade genética, pode atingir até 5 metros 

(Bonini et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). As folhas palmadas, geralmente compostas 

por cinco a sete folíolos, são linear-lanceoladas, afilando em ambas as extremidades e as 

margens acentuadamente serrilhadas (Bonini et al., 2018). As flores anuais (figura 2), 

contêm a maior percentagem dos componentes biologicamente ativos, florescem do final 

do verão até a meio do outono (Leghissa et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). As flores ou 

inflorescências masculinas não apresentam pétalas, panículas axilares ou terminais, 

possuem cinco tépalas amarelas e cinco anteras, são ramificadas, têm menos folhas e 

morrem logo após a floração (Bonini et al., 2018; Leghissa et al., 2018). As flores fêmeas 

germinam nas axilas e terminalmente com um perianto ovular muito aderente, são 

extremamente frondosas, não ramificadas e vivem 3-5 semanas após a floração (Leghissa 

et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). Estas, e em menor extensão, a folhagem das plantas 

fêmeas e masculinas são densamente cobertas de resina, um dos produtos mais valiosos 

com várias propriedades psicoativas e medicinais (Bonini et al., 2018). A resina é rica em 

tricomas, estruturas unicelulares ou multicelulares, que se desenvolvem a partir de células 

epidérmicas que cobrem as folhas, as brácteas e os caules da planta (Bonini et al., 2018; 

Braich et al., 2019; Micalizzi et al., 2021). Com base na capacidade de secreção e na 

morfologia, os tricomas são categorizados em tipos glandulares e não glandulares, e a 

canábis exibe estes dois tipos (Braich et al., 2019). As células secretoras dentro dos 

tricomas glandulares são estruturas exclusivamente especializadas que sintetizam grandes 

quantidades de metabólitos secundários como os fitocanabinóides, as principais 

substâncias psicoativas e medicinais da canábis e responsáveis pela defesa e interação 

com herbívoros e pragas e os terpenos, que produzem o cheiro típico e único desta planta 

(Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; Micalizzi et al., 2021). As outras partes da planta, 

como as sementes, as raízes e o pólen, também produzem fitocanabinóides, mas em baixa 

quantidade e o único fruto pequeno, liso, cinza-acastanhado claro é produzido pela flor e 

propagado graças à predação das aves (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019).  
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Figura 1: Cannabis sativa L. (Fonte: Bonini et al., 2018). 
 

 

Figura 2: Flor da planta Cannabis sativa L. 

 

1.2. Composição da Planta da Canábis  

Como mencionado anteriormente, a Cannabis sativa L. é uma planta conhecida em todo 

o mundo, devido à sua história, bioatividade e também impacto social (Brighenti et al., 

2021). Esta espécie é caracterizada pela versatilidade dos produtos derivados, sendo 

usada no âmbito industrial, medicinal, alimentar, cosmético e têxtil no fabrico de cordas, 

papel, tecidos, fibras e óleos nutricionais (Kayser et al., 2009; Callado et al., 2018; 

Brighenti et al., 2021). Embora a canábis seja considerada uma planta medicinal 
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altamente promissora e com uma longa história de uso humano devido à sua suposta gama 

de propriedades terapêuticas é mais frequentemente usada como droga ilícita, sendo uma 

das substâncias de abuso mais consumidas em todo o mundo, com mais de 20 milhões de 

usuários nos Estados Unidos (EUA) e 78.5 milhões na Europa (Fischedick et al. 2009; 

Levene et al., 2019; OEDT, 2019; Qamar et al., 2021). A planta da canábis é 

quimicamente complexa, o seu fitocomplexo é composto por mais de 500 substâncias que 

pertencem a diversas classes fitoquímicas, incluindo terpenos, flavonóides, estilbenóides, 

ácidos gordos e canabinóides (Calvi et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Estes compostos 

estão associados a propriedades terapêuticas, são produzidos nos tricomas glandulares e 

a mínima variação na sua concentração pode resultar em efeitos terapêuticos distintos 

(Kumar et al., 2021; Adamek et al., 2022). 

 

1.3. Canabinóides e Sistema Endocanabinóide  

Os canabinóides são substâncias orgânicas encontradas na planta da canábis que atuam 

em recetores específicos no cérebro e no corpo humano e apresentam propriedades 

farmacológicas semelhantes às produzidas pela planta Cannabis sativa L. (Nahar et al., 

2020; Wurglics & Ude, 2020). Estes compostos terpenofenólicos foram definidos por 

Gaoni e Mechoulam, em 1967,  “como o grupo de compostos C21 típicos da espécie 

Cannabis sativa L., incluindo os seus ácidos carboxílicos, análogos e produtos de 

transformação" (Leghissa et al., 2018; Callado et al., 2018). Os canabinóides também 

podem ser encontrados no corpo humano (endocanabinóides), mas aqueles consumidos 

para uso medicinal podem ter origem na planta da canábis (canabinóides derivados de 

plantas, também conhecidos como fitocanabinóides) ou serem sintetizados em laboratório 

(canabinóides sintéticos) (Wurglics & Ude, 2020). Os canabinóides naturais ou 

fitocanabinóides são armazenados principalmente numa resina viscosa produzida 

predominantemente nos tricomas glandulares de C. sativa, e podem ser estruturalmente 

agrupados em pelo menos nove classes estruturais principais (figura 3) (Nahar et al., 

2020): 

1) canabicromenos (CBC),  

2) canabiciclóis (CBL), 

3) canabidióis (CBD), 

4) canabigeróis (CBG),  

5) canabinóis (CBN),
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6) tetrahidrocanabinóis (THC),  

7) canabielsoínas (CBE),  

8) isotetrahidrocanabinóis, 

9) canabicitranos.  

 

 

Figura 3: Principais classes estruturais dos fitocanabinóides. 

 

As moléculas de maior interesse farmacológico do ponto de vista dos seus efeitos e os 

dois principais canabinóides biossintetizados por C. sativa são o THC e o CBD. Assim 

os efeitos medicinais da planta da canábis dependem da concentração relativa destes dois 

compostos e a sua determinação nos medicamentos a serem administrados aos pacientes 

é um pré-requisito fundamental para garantir um produto consistente que forneça as 

propriedades adequadas e a qualidade necessária para os tratamentos (Nahar et al., 2020; 

Baratta et al., 2021; Adamek et al., 2022). 

Embora o CBD e o THC tenham bastante relevância medicinal, estas moléculas não são 

biossintetizadas na planta, que em vez disso produz, as suas formas carboxiladas, o ácido 

canabidiólico (CBDA) e o ácido tetrahidrocanabinólico (THCA) (Citti et al., 2016; Citti
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et al., 2018; Fletcher et al., 2022). Embora estes compostos possuam várias propriedades 

farmacológicas, eles não apresentam atividade psicotrópica simplesmente porque não são 

capazes de atravessar a barreira hematoencefálica (Citti et al., 2016). Uma reação química 

desencadeada pelo calor leva à descarboxilação destes compostos para obter as espécies 

bioativas e descarboxiladas (ou neutras) correspondentes ao CBD e THC (Citti et al., 

2018). Os produtos de degradação conhecidos incluem a canabielsoína (CBE) da pirólise 

do CBD, o canabiciclol (CBL) formado por fotólise durante o armazenamento e o CBN, 

da aromatização oxidativa do THC, e pode ser usado como uma caracterização do 

procedimento, armazenamento e administração de canábis como parâmetro de controlo 

de qualidade e apresenta potentes propriedades sedativas (Citti et al., 2018; Elkins et al., 

2019; Borges et al., 2020). 

 

No início da década de 1990, surgiu um aumento do interesse dos pacientes no uso da 

canábis que foi acompanhado por um interesse científico renovado pelas substâncias 

encontradas na planta da canábis, nomeadamente os canabinóides (Wurglics & Ude, 

2020). Isto ocorreu após a descoberta, no início da década de 1990, de um sistema 

canabinóide no cérebro e no corpo humano e dos dois principais recetores 

endocanabinóides, o recetor canabinóide tipo 1 (CB1) e o recetor canabinóide tipo 2 (CB2) 

(Fischedick et al., 2010; Bonini et al., 2018; Wurglics & Ude, 2020). Os recetores CB1 

são amplamente expressos no hipocampo, gânglios basais, amígdalas, áreas corticais e 

cerebelo, todas as regiões que estão envolvidas no humor, funções cognitivas, controlo 

motor e áreas periféricas como no intestino, fígado, tecido adiposo e células imunes. Por 

outro lado, a expressão cerebral dos recetores CB2 em condições fisiológicas é muito 

menor em comparação com os recetores CB1, no entanto, durante a inflamação, os níveis 

de recetores CB2 aumentam drasticamente na microglia e noutras células glias (Bonini et 

al., 2018).  

O THC é o principal ingrediente psicoativo que atua principalmente como agonista 

parcial em ambos os recetores canabinóides, sendo o CB1 um modulador dos efeitos 

psicoativos e analgésicos e o CB2 um modulador de efeitos imunológicos e anti-

inflamatórios (Bonini et al., 2018; Levene et al., 2019; Protti et al., 2019). Este 

canabinóide apresenta características farmacológicas e é utilizado para analgesia, 

estimulação do apetite, relaxamento muscular e como antiemético, porém os seus efeitos 

psicoativos podem causar intoxicação, ansiedade, paranoia, alterações percetuais e 

défices cognitivos (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; Capra et al., 2020). Por outro
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lado, o CBD é um canabinóide não psicoativo e apesar da semelhança estrutural química 

com o THC, o CBD tem um baixo agonismo para os recetores canabinóides e não 

apresenta os efeitos psicotrópicos e tóxicos distintos do THC (Bonini et al., 2018; Braich 

et al., 2019; McGregor et al., 2020). Para além disto, ainda apresenta alta atividade 

antioxidante e anti-inflamatória, além das suas propriedades neuroprotetoras, 

antimicrobianas, ansiolíticas e anticonvulsivantes, sendo relevante no tratamento de 

várias patologias, que constam na deliberação Nº11/CD/2019, a lista de indicações 

terapêuticas (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; I.P., 2019; Protti et al., 2019). Esta 

lista inclui a esclerose múltipla, náuseas e vómitos (resultantes da quimioterapia, 

radioterapia e terapia combinada de HIV e medicação para hepatite C), estimulação do 

apetite em pacientes oncológicos ou com SIDA, dor crónica, síndrome de Gilles de la 

Tourette, epilepsia e glaucoma (Bonini et al., 2018; Braich et al., 2019; I.P., 2019; Protti 

et al., 2019). Em particular, as preparações com maior conteúdo de CBD são indicadas 

para a epilepsia, inflamação, psicose ou distúrbios mentais, doença inflamatória intestinal, 

enxaquecas, depressão e ansiedade, enquanto as preparações com maior conteúdo de 

THC para a dor, espasticidade muscular, glaucoma, insónia, caquexia, náuseas devido à 

quimioterapia e ansiedade (Palermiti et al., 2021). Por fim, para o canabinol (CBN) foi 

observada uma baixa afinidade pelos recetores CB1 e CB2 (Bonini et al., 2018). 

 

2. Legislação  

Apesar de países como a Índia e a China mencionarem o uso de canábis e dos seus 

componentes ativos, os canabinóides, na medicina tradicional e nas práticas sociais há 

milhares de anos e de a planta ter sido amplamente utilizada como terapia médica nos 

EUA no século XIX e de ter sido incorporada pela primeira vez na Farmacopeia dos 

Estados Unidos em 1850, foi fortemente proibida no século XX devido aos seus notáveis 

efeitos psicoativos (Bonini et al., 2018; Aguillón et al., 2021; Weisman & Rodríguez, 

2021).  

Em 1932 foi retirada da Farmacopeia Britânica e as primeiras restrições federais à canábis 

nos EUA ocorreram em 1937 com a aprovação da taxa de imposto sobre a marijuana, 

“The Marihuana Tax Act”, onde a produção, a posse, o seu uso ou venda foi fortemente 

regulamentado (Bonini et al., 2018; Weisman & Rodríguez, 2021). Assim, a planta da 

canábis foi retirada da Farmacopeia dos Estados Unidos em 1942 e as penalidades legais
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pela sua posse aumentaram em 1951 e 1956 com a promulgação das Leis de Boggs e 

Narcóticos, respetivamente (Weisman & Rodríguez, 2021).  

Em 1961, a inclusão da canábis em acordos internacionais entre vários países, a Single 

Convention on Narcotic Drugs (alterada em 1972), restringiram o uso da canábis e dos 

seus constituintes sob a perspetiva de que seriam um problema de saúde pública pelo seu 

alto risco de potencial de abuso e da falta de segurança aceite, encerrando assim, o seu 

uso medicinal nos países que assinaram o tratado e onde Portugal é um país signatário 

(Amending, Single, On, & Drugs, 1961; Nations, 2008; Wurglics & Ude, 2020; Aguillón 

et al., 2021). De acordo com este tratado, a canábis é definida como a flor ou o fruto da 

planta da canábis (excluindo as sementes e as folhas quando não estão presentes com a 

flor ou o fruto), da qual não se tenha extraído a resina (Nations, 2008). Esta lei 

internacional ainda define a planta da canábis como “qualquer planta do género 

Cannabis”, para abranger as espécies Cannabis indica e Cannabis sativa e qualquer 

variedade descoberta no futuro e classifica a canábis, a sua resina e os seus derivados 

(extratos e tinturas) ao status de Tabela I ou Tabela IV, o que impôs limitações à pesquisa 

ao restringir a aquisição da planta (Nations, 2008; European Monitoring Centre for Drugs 

and Drug Addiction (EMCDDA), 2018; Kumar et al., 2021; Weisman & Rodríguez, 

2021). Na Tabela I, as substâncias têm propriedades aditivas, apresentam um sério risco 

de abuso e o controlo é muito rígido, por outro lado, a Tabela IV é a categoria mais 

restritiva, sendo proibida a produção, o fabrico, a exportação e a importação, o comércio, 

ou o uso, exceto em quantidades que possam ser necessárias para pesquisas médicas e 

científicas e as substâncias são consideradas as mais perigosas, são particularmente 

nocivas e de valor médico ou terapêutico extremamente limitado (Kumar et al., 2021; 

Weisman & Rodríguez, 2021; EMCDDA, 2022). No entanto, em 1971, a Convention on 

Psychotropic Substances, listou o THC na tabela I, o que significa, que a substância 

apresenta um alto risco de abuso, é uma ameaça particularmente grave para a saúde 

pública, tem muito pouco ou nenhum valor terapêutico e o seu uso é proibido, exceto para 

fins científicos ou medicinais muito restritos, apenas sob estrita supervisão dos governos 

ou órgãos aprovados (Khan, 1979; Kumar et al., 2021; EMCDDA, 2022). No entanto, em 

Dezembro de 2020, a Comissão das Nações Unidas (CNU) reclassificou a canábis e a sua 

resina para reconhecer o seu valor medicinal (Weisman & Rodríguez, 2021).  

Em Portugal (tabela 1), como a canábis é uma substância ilícita e controlada, o seu uso 

para fins recreativos, encontra-se ao abrigo do Decreto-Lei nº15/93, de 22 de Janeiro, a 

“Lei de Combate à Droga” e no mesmo decreto está inserida na tabela I-C e está definida 
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como folhas e sumidades floridas ou frutificadas da planta Cannabis sativa L. da qual não 

se tenha extraído a resina (Decreto-Lei n.o 15/93, 1993). O Decreto-Regulamentar 

nº61/94, de 12 de Outubro, procede à regulamentação do Decreto-Lei nº15/93 

(Regulamentar, Na, & Regulamentar, 2021). Recentemente, o renovado interesse global 

nas propriedades terapêuticas da canábis resultou numa mudança de atitudes e políticas 

legislativas em todo o mundo, o que levou o parlamento português, a aprovar a Lei nº 

33/2018, de 18 de Julho, que estabelece o quadro legal para a utilização de medicamentos, 

preparações e substâncias à base da planta da canábis, para fins medicinais, 

nomeadamente a sua prescrição e a sua dispensa em farmácia, tendo o Decreto-Lei 

nº8/2019, de 15 de Janeiro, procedido à sua regulamentação (Assembleia da República, 

2018; Ministério da Saúde, 2019; Weisman & Rodríguez, 2021). Para além desta 

legislação, ainda está em vigor, a Portaria nº44-A/2019, de 31 de Janeiro, que regula o 

regime de preços das preparações e substâncias à base da planta da canábis para fins 

medicinais, a Portaria nº83/2021, de 15 de Abril que define os requisitos e procedimentos 

relativos à concessão de autorizações para o exercício de atividades relacionadas com o 

cultivo, o fabrico, o comércio por grosso, o transporte, a circulação, a importação e a 

exportação de medicamentos, preparações e substâncias à base da planta da canábis e por 

fim, a deliberação nº11/CD/2019 que define a lista das indicações terapêuticas 

apropriadas para as preparações e substâncias à base da planta da canábis (Assembleia da 

República, 2019; I.P., 2019; Regulamentar, Regulamentar, Regulamentar, & Adjunto, 

2021). Toda a legislação relativa à canábis medicinal, encontra-se na página da autoridade 

nacional do medicamento e produtos de saúde I.P. (INFARMED), na secção “Canábis 

para fins medicinais” (INFARMED, 2022). 

 

Tabela 1: Legislação portuguesa em vigor para o uso recreativo e medicinal da planta da canábis. 

Uso Legislação Descrição 

 

Recreativo 

Decreto-Lei nº15/93 “Lei de Combate à Droga” 

Decreto-Regulamentar nº61/94 Regulamenta o Decreto-Lei nº15/93 

 

 

 

 

 

Medicinal 

Lei nº33/2018 Estabelece o quadro legal para a utilização de medicamentos, preparações e 

substâncias à base da planta da canábis, para fins medicinais, nomeadamente 

a sua prescrição e a sua dispensa em farmácia 

Decreto-Lei nº8/2019 Regulamenta a Lei nº33/2018 

Portaria nº44-A/2019 Regula o regime de preços das preparações e substâncias à base da planta da 

canábis para fins medicinais 

Portaria nº83/2021 Define os requisitos e procedimentos relativos à concessão de autorizações 

para o exercício de atividades relacionadas com o cultivo, o fabrico, o 

comércio por grosso, o transporte, a circulação, a importação e a exportação 

de medicamentos, preparações e substâncias à base da planta da canábis 

Deliberação nº11/CD/2019 Define a lista das indicações terapêuticas consideradas apropriadas para as 

preparações e substâncias à base da planta da canábis 
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3. Medicamentos, preparações e substâncias à base da planta da canábis 

disponíveis no mercado  

O “uso medicinal de canábis e de canabinóides” pode-se referir a uma grande variedade 

de preparações e de produtos que podem conter diferentes ingredientes ativos e usar 

diferentes vias de administração (Wurglics & Ude, 2020). Os produtos medicinais à base 

de canábis (CBMP) são um termo coletivo para descrever uma preparação ou outro 

produto que contém canábis ou os seus derivados para uso medicinal em humanos 

(Banerjee et al., 2022). Estes produtos estão definidos de uma forma generalizada no 

artigo nº3 da Lei nº33/2018, mas no artigo nº2 do Decreto-Lei nº8/2019 está estabelecido 

que um medicamento à base da planta da canábis é um medicamento que tenha 

exclusivamente como substâncias ativas (i) uma ou mais substâncias derivadas da planta 

da canábis; (ii) uma ou mais preparações à base da planta da canábis; ou (iii) uma ou mais 

substâncias derivadas da planta da canábis em associação com uma ou mais preparações 

à base da planta da canábis e que uma preparação à base da planta da canábis é uma 

preparação obtida submetendo as substâncias derivadas da planta da canábis a 

tratamentos como a extração, a destilação, a expressão, o fracionamento, a purificação, a 

concentração ou a fermentação, tais como substancias derivadas da planta da canábis 

pulverizadas ou em pó, tinturas, extratos, óleos essenciais, sucos espremidos ou 

exsudados transformados (Ministério da Saúde, 2019; Banerjee et al., 2022). Para além 

destes dois produtos, também existem as substâncias à base da planta da canábis que são 

plantas da canábis, ou partes destas, quer se encontrem inteiras, fragmentadas ou cortadas, 

bem como exsudados não sujeitos a tratamento específico, ou outras substâncias definidas 

através de parte da planta da canábis utilizada e da taxonomia botânica, incluindo a 

espécie, a variedade e o autor (Ministério da Saúde, 2019).  

Os CBMP representam um largo espectro de produtos farmacêuticos com farmacologia 

complexa e as formulações disponíveis variam de canabinóides únicos isolados a 

produtos de espectro completo contendo uma variedade de canabinóides, terpenos, 

flavonóides e outros compostos com propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas 

individuais (Erridge et al., 2021). As autoridades reguladoras de medicamentos em certos 

países já concederam autorizações de comercialização, com base numa ampla base de 

evidências em evolução, mas limitada, para uma ampla variedade de preparações 

contendo derivados de plantas e canabinóides sintéticos para várias indicações (Erku et 

al., 2021). 
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Em Setembro de 2019, a Agência Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou o 

Epidiolex®, uma solução oral de CBD altamente purificada a 100 mg/mL derivada de 

plantas indicada para o tratamento de convulsões associadas à síndrome de Lennox-

Gaustat ou síndrome de Dravet em pacientes com 2 anos de idade ou mais e o Sativex® 

(nabiximoles), uma solução para pulverização bucal, que contém aproximadamente 

quantidades iguais de THC e CBD (1:1) de dois extratos de canábis e foi aprovado para 

o tratamento da espasticidade muscular resultante da esclerose múltipla (EMA, 2010; 

Ema, 2013, INFARMED, 2018; INFARMED, 2019; McGregor et al., 2020; Wurglics & 

Ude, 2020; Erridge et al., 2021; Palermiti et al., 2021). A aprovação da EMA fornece a 

autorização de comercialização para todos os 28 países da UE, incluindo Portugal, o que 

levou o INFARMED a aprovar estes produtos medicinais, mais a Tilray Flor seca THC 

18, uma substância de origem vegetal para inalação por vaporização que consiste em 

flores secas do género feminino da planta Cannabis sativa L. e contém uma variedade de 

substâncias ativas como o THC e o CBD (tabela 2) (INFARMED, 2018; INFARMED, 

2021). Para além destes medicamentos, preparações e substâncias à base da planta de 

canábis, existem outros produtos medicinais constituídos por canabinóides que foram 

autorizados para comercialização noutros países como o Marinol® e o Syndros® 

(dronabinol) que são cápsulas orais ou uma solução oral que contém THC sintético e é 

indicado para a anorexia associada à perda de peso em pacientes com síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA) e náuseas e vómitos associados à quimioterapia do 

cancro e o Cesamet® e o Canemes® (nabilona) que são cápsulas orais que contém um 

canabinóide sintético semelhante ao THC e a principal indicação para o seu uso são 

náuseas e vómitos associados à quimioterapia (Wurglics & Ude, 2020). A Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou o Epidiolex®, o Cesamet®, o Syndros® e o Marinol® 

(FDA, 2022). 

 

Tabela 2: Medicamentos, preparações e substâncias à base da planta da canábis aprovados em Portugal. 

Autoridade 

Reguladora 

Produto 

Medicinal 

 

Via de administração Substância(s) Ativa(s) Dosagem 

(mg/mL) 

INFARMED Epidiolex® Solução oral CBD  100 mg/mL 

Sativex® Solução para pulverização 

bucal 

THC e CBD 27 mg/mL THC 

25 mg/mL CBD 

Tilray Flor 

seca THC 18 

Substância de origem vegetal 

para inalação por vaporização 

THC e CBD 18% THC 

<1% CBD 

CBD – Canabidiol; INFARMED – Autoridade nacional do medicamento e produtos de saúde, I.P.; THC - Δ9-

Tetrahidrocanabinol. 
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4. Revisão da Literatura  

A legalização da canábis e a expansão do uso de produtos de canábis levou a uma 

necessidade urgente de métodos analíticos validados para a quantificação de canabinóides 

em flores e produtos acabados de Cannabis sativa L. (Borges et al., 2020; Mudge & 

Brown, 2020). Desde a descoberta dos principais canabinóides e à medida que os países 

começaram a legalizar a marijuana medicinal e recreativa, aumentou a necessidade da sua 

análise, o que exigiu que os laboratórios analíticos se adaptassem rapidamente, 

recorressem às publicações existentes para obter orientação sobre o desenvolvimento de 

métodos e desenvolvessem metodologias capazes de realizar o controlo de qualidade 

nestas amostras (Steimling & Kahler, 2018; Borges et al., 2020). Vários métodos 

analíticos foram introduzidos para a deteção, identificação, quantificação e análise de 

vários canabinóides naturais, predominantemente da planta C. sativa e as abordagens 

analíticas consistem na melhor opção para este tipo de análise devido à sua alta 

sensibilidade e especificidade (Borges et al., 2020; Nahar et al., 2020).  

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia laboratorial que possa ser aplicada na 

análise de rotina de um laboratório de controlo de qualidade, foi realizada uma revisão 

dos métodos analíticos para o doseamento dos canabinóides THC e CBD presentes na 

planta Cannabis sativa L, tabela 3. Nesta tabela só foram considerados estudos que 

descrevam a análise dos analitos alvo em produtos medicinais à base da planta da canábis, 

inclusive a planta produzida através de produtores internacionais licenciados, 

independentemente do método de preparação de amostra e do equipamento analítico 

utilizado.
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Tabela 3: Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Choi, Hazekamp, 

et al., 2004) 

 

Isolamento e identificação dos principais 

canabinóides 

Materiais da planta de Cannabis sativa L.(flores secas) Δ9-THC, THCA, Δ8-THC, 

CBG, CBN, CBD e CBDA 

1H-NMR 
13C-NMR 

FT-NMR 

 

(Choi, Kim, et al., 

2004) 

 

Análise metabolómica de 12 cultivares de 

canábis 

12 cultivares e extratos de Cannabis sativa (flores secas e folhas) THCA, THC, CBN e CBDA 1H-NMR 

(Hazekamp et al., 

2004) 

 

Análise quantitativa de canabinóides puros e 

de canabinóides presentes no material da 

planta de Cannabis sativa 

Material da planta de Cannabis sativa (4 cultivares diferentes)  

(flores secas) 

CBN, THCA, THC, CBDA e 

CBD 

1H-NMR 

GC-FID 

(Stolker et al., 

2004) 

Quantificação e confirmação de canabinóides 

em produtos de canábis 

Lúpulo e canábis CBD, CBDA, CBN, THC e 

THCA 

HPLC-MS 
Extração 

LPE 

(Ilias et al.,2005) Extração e análise de canabinóides 

diretamente da planta da canábis 

3 séries de amostras de marijuana de 3 regiões diferentes da Suíça CBD, THC e CBN GC-MS 
Extração 

HS-SPME 

(Hazekamp et al., 

2007) 

Estudar a composição canabinóide do chá em 

condições padronizadas e quantitativas 

Canábis de alta qualidade disponível nas farmácias holandesas  

(1 flor fêmea seca) 

THC e THCA HPLC 

(Politi et al., 2008) 

 

Comparação de extratos e tinturas de canábis 

(diferenças quanto à sua composição geral) 

Extratos e tinturas de canábis (material seco de canábis) THC e THCA 1H-NMR 
13C-NMR 

(Fischedick et al., 

2009) 

 

Quantificação de Δ9-THC e análise qualitativa 

dos outros principais canabinóides neutros da 

canábis 

2 variedades diferentes: 1 variedade de Δ9-THC total relativamente alta 

e uma variedade de Δ9-THC total relativamente baixa  

(flores fêmeas secas) 

CBD, Δ9-THC, Δ8-THC, 

CBN, THCV, CBG e CBC 

HPLC-DAD 

HPTLC 

(Kayser et al., 

2009) 

Investigação do estabelecimento de diferenças 

entre quimiotipos  

2 chemotipos de C. sativa L. (flores secas) Δ9-THC, Δ8-THC, CBG, 

CBD, CBC, CBN, CBNA, 

THCA, CBGA e CBDA 

HPLC-DAD 
1H-NMR 

(Fischedick et al., 

2010) 

Impressão digital metabólica para o estudo da 

composição química e da variabilidade de 

terpenos e canabinóides 

 

Estudo da variação no perfil químico da 

canábis 

11 variedades da planta da canábis (buds) 

 

 

 

2 plantas canábis fêmea (flor seca e sementes)  

CBDV, THCV, CBD, CBC, 

CBGM, Δ8-THC, Δ9-THC, 

CBG e CBN 

GC-FID 

GC-MS 
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Tabela 3 (CONT): Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 
 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Happyana et al., 

2013) 

Determinar a distribuição e densidade dos 

tricomas 

 

Análise do perfil de canabinóides 

Variedade medicinal Bediol®  

(Tricomas de vários tipos de Cannabis sativa L.). 

THCA, CBDA, CBGA, 

THC, CBD, CBG, CBC e 

CBN 

SEM 

LMD 

HPLC-MS 
1H-NMR 

(Romano & 

Hazekamp, 2013) 

 

Comparar métodos de preparação com base no 

conteúdo de canabinóides, terpenos e 

componentes de solventes residuais 

Planta da canábis (flores fêmeas secas) 

 

Extratos concentrados de canábis (óleos de canábis) 

 

THCA, THC, CBN, CBGA, 

CBG, CBCA e CBC 

GC-FID 

HPLC-DAD 
1H-NMR 

(Gul et al., 2015) 

 

Deteção e quantificação dos 11 principais 

canabinóides 

Biomassa e extratos de 3 variedades diferentes de canábis  

(amostras secas de canábis) 

CBDA, CBGA, CBG, CBD, 

THCV, CBN, Δ9-THC, Δ8-

THC, CBL, CBC e THCA  

HPLC-DAD 

(Hung et al., 2015) Separação de canabinóides Amostra de um concentrado de marijuana medicinal com alto teor de 

THC (bubble hash) 

THC, CBD, CBN, THCA e 

CBDA 

HPLC-UV 

HPLC-DAD 

(Peschel & Politi, 

2015) 

Distinguir quimiotipos e identificar extratos de 

polaridade diferente 

4 tipos de C. sativa L. seca  

(flores fêmeas, folhas, caules superiores a 2 mm de diâmetro e sementes) 

THC, CBD, CBG, THCA, 

CBDA, CBGA e CBN 

1H-NMR 

HPLC-DAD 

 

(Citti et al., 2016) Determinação qualitativa e quantitativa dos 

principais canabinóides  

 

Avaliar a identidade e a pureza dos analitos 

 

Avaliar a influência do solvente na taxa de 

degradação dos canabinóides 

 

Avaliar a variação da composição dos terpenos 

Extratos de canábis medicinal (CME) CBDA, CBD, CBN, THC e 

THCA 

 

 

HPLC-DAD 

HPLC-MS 

GC-MS 

(Mudge et al., 

2017) 

Quantificação de oito canabinóides  9 amostras secas de marijuana medicinal (flores secas) e 1 óleo de 

Cannabis 

Δ9-THC, THCA, Δ8-THC, 

CBD, CBDA, CBG, CBN, 

CBC e THCV 

HPLC-DAD 

(Pacifici et al., 

2017) 

 

Avaliação da concentração e da estabilidade 

dos canabinóides 

Preparações padronizadas de chá de canábis e óleo de canábis  

(flores secas) 

THC, THCA, CBD, CBDA, 

CBN, CBG e CBC  

UPLC-

MS/MS 

(Patel et al., 2017) 

 

Medição, monitorização da potência e da 

estabilidade dos canabinóides 

Material da planta da canábis (flores, buds e caules) e 1 produto 

embalado acabado 

CBDA, CBGA, CBD, CBG, 

THCA, CBN, Δ9-THC e Δ8-

THC 

HPLC-DAD 
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Tabela 3 (CONT): Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 
 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Calvi et al., 2018) Perfil e impressão digital de compostos 

voláteis 

 

Avaliar a viabilidade da espectrometria de 

massa de alta resolução  

 

Estabelecer um novo procedimento para a 

preparação de óleos macerados de canábis 

2 variedades medicinais (Bedrocan® e Bediol®) de Cannabis sativa L. 

(inflorescências) 

 

Óleos macerados 

THC, CBD, THCA, CBDA, 

CBN, CBG e CBGA 

 

GC-MS 

 

HPLC-MS  

 
Extração 

HS-SPME 

(Carcieri et al., 

2018) 

 

Avaliar a variabilidade das concentrações de 

canabinóides  

 

Avaliar a variabilidade interlote e 

interlaboratorial no rendimento da extração e 

na composição da preparação 

201 preparações galénicas de óleo THC, CBD, THCA, CBDA e 

CBN 

UPLC-

MS/MS 

(Ciolino et al., 

2018a) 

Análise qualitativa de canabinóides 5 variedades da planta da canábis ricas em THCA (buds secos) 

 

60 produtos comerciais (suplementos orais, alimentos, doces, bebidas, 

vapores/elíquidos e tópicos) 

 

2 óleos de cânhamo, 2 óleos de haxixe 

 

Cápsulas genéricas de dronabinol (dosagem 2.5 mg e 5.0 mg) 

CBD, CBDA, Δ9-THC, 

THCA, CBN, Δ8-THC, CBG, 

CBGA, CBDV, THCV e 

CBC 

GC-MS 

 

 

(Ciolino et al., 

2018b) 

Determinação dos canabinóides da canábis em 

produtos de consumo comerciais e substâncias 

tradicionais relacionadas à planta 

 

 

 

 

 

5 variedades da planta da canábis ricas em THCA (buds secos) 

 

60 produtos comerciais (suplementos orais, alimentos, doces, bebidas, 

vapores/elíquidos e tópicos) 

 

2 óleos de cânhamo, 2 óleos de haxixe 

 

Cápsulas genéricas de dronabinol (dosagem 2.5 mg e 5.0 mg) 

 

CBD, CBDA, Δ9-THC, 

THCA, CBN, Δ8-THC, CBG, 

CBGA, CBDV, THCV e 

CBC 

 

HPLC-DAD 
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Tabela 3 (CONT): Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 
 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Citti et al., 2018) 

 

Destacar as principais diferenças na 

composição química dos extratos de Bediol® 

24 extratos de canábis medicinal (CME) (inflorescências)  CBDA, THCA, CBD, THC e 

CBN 

HPLC-DAD 

HPLC-MS 

HPLC-

MS/MS 

(Callado et al., 

2018) 

Quantificação dos principais canabinóides 189 amostras secas de variedades medicinais e de cânhamo industrial de 

Cannabis sativa L. (folhas e inflorescências fêmeas) 

CBDV, THCV, CBD, CBC, 

Δ8-THC, Δ9-THC, CBG e 

CBN 

GC-FID 

NIR 

FT-NIR 

(Baratta et al., 2019) 

 

Preparação e otimização de formulações 

galénicas à base de canábis 

Formulações galénicas à base de canábis (146 decocções e 93 óleos) 

(flores do tipo Cannabis FM2) 

THC, THCA, CBD, CBDA e 

CBN 

UPLC-MS 

(Bettiol et al., 2019) 

 

Estudar a variabilidade em termos da 

concentração dos canabinóides 

219 preparações magistrais de óleo CBD, CBN, THC e THCA HPLC-DAD 

(Coogan, 2019) 

 

Estudo da gama de perfis de canabinóides 

disponíveis no programa de Marijuana 

Medicinal de Nova Jérsia 

Variedades de canábis (flores) CBGA, CBG, CBDA, CBD, 

THCA, Δ9-THC, Δ8-THC e 

CBN  

HPLC 

(Deidda et al., 2019) 

 

Monitorizar as concentrações de Δ9-THC e 

CBD  

459 extratos de azeite de canábis 

 

 

CBD e THC HPLC-DAD 

(Elkins et al., 2019) Qualificação e quantificação dos 

canabinóides 

Biomassa (inflorescências secas) e resina de canábis medicinal CBDA, CBD, CBN, THC, 

CBC, THCA, CBE e CBL 

UHPLC-

MS-DAD 

UHPLC-

DAD 
Extração 

SFE 

(Protti et al., 2019) Identificar e quantificar canabinóides em 

produtos de canábis 

 

Monitorizar o conteúdo de compostos não 

psicoativos  

2 tipos de produtos recreativos: 2 produtos à base de plantas 

(inflorescências fêmeas secas e 2 amostras de haxixe) 

 

1 variedade de canábis medicinal 

 

7 amostras de cânhamo (inflorescências fêmeas secas) 

 

2 extratos líquidos obtidos de canábis do tipo-fibra 

THC, THCA, CBD, CBDA e 

CBN 

HPLC-

DAD-

MS/MS 

 
Extração 

UAE 

(Borges et al., 2020) Análise de CBD, CBN e THC 4 óleos de Cannabis sativa CBD, CBN e THC GC-FID 

(Cas et al., 2020) Determinar o conteúdo de canabinóides 8201 óleos de canábis CBDA, CBD, THCA, THC e 

CBN 

GC-MS 
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Tabela 3 (CONT): Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 
 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Povedano et al., 

2020) 

Análise metabolómica não direcionada de 

extratos de canábis polares e não polares 

Extratos de 17 cultivares de Cannabis sativa L. (folhas e inflorescências) 

 

 

 

 

CBG, CBC, CBD, Δ9-THC, 

Δ8-THC, CBL, CBE, CBN, 

CBDN, CBT, CBDV, 

THCV, CBGV, CBDVA, 

CBDA, CBGA e THCA 

GC-MS 

HPLC-

MS/MS 

(Montone et al., 

2020) 

 

Identificação abrangente de fitocanabinóides Extratos de canábis medicinal italiana FM-2 (inflorescências) CBG, Δ9-THC, CBD, CBC, 

CBN, Δ8-THC, CBL, CBDN, 

CBE, CBT, CBR, CBCT, 

CBTT, CBF, DCBF,  CBM, 

CBCN, CBGA, THCA, 

CBDA, CBCA, CBNA, 

CBEA, CBTA, CBRA, 

CBFA, DCBFA, THCOA, 

THCV, THCVA e CBDV 

HPLC-MS 

(Mudge & Brown, 

2020) 

Quantificação de 10 canabinóides Cannabis sativa (marijuana) (flores secas e amostras de óleo) CBDA, CBD, CBN, THCA, 

THC, THCV, CBG, CBC, 

CBDVA e CBGA 

HPLC-UV 

(Rochfort et al., 

2020) 

Desenvolver um método de extração para a 

canábis medicinal 

Material seco de canábis medicinal (buds) THC e CBD UHPLC 
Extração 

CO2-SFE 

(Ternelli et al., 

2020) 

 

Caracterização química de diferentes óleos de 

canábis medicinal  

Óleos de canábis medicinal (inflorescências) CBDA, CBGA, THCA, 

CBN, CBG, CBD e THC 

HPLC-

MS/MS 

GC-MS 

GC-FID 
Extração 

HS-SPME 

(Yang et al., 2020) 

 

Estudar a composição química e a atividade 

dos recetores CB1/CB2 

59 amostras de canábis medicinal  

(45 amostras de flores secas, 2 resinas e 12 amostras de óleo) 

 

CBD, THC, CBDA e THCA UPLC-MS 
Extração 

SFE 
MAE 

(Ahmed et al., 

2021) 

Caracterização química da canábis de valor 

medicinal 

Identificação e quantificação de canabinóides 

6 variedades de canábis (flores secas) 

 

Extratos de canábis (secos) 

CBL, CBD, CBC, THC, 

CBG e CBN 

GC-MS 
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Tabela 3 (CONT): Métodos analíticos descritos para a análise de canabinóides em produtos medicinais à base da planta da canábis (Cannabis sativa L.). 
 

REFS Objetivo(s) Amostra(s) Analito(s) Método(s) 

(Baratta et al., 

2021) 

Estudo da qualidade e da estabilidade Cápsulas orais e óleos (inflorescências e flores secas)   CBD, THC, CBDA, THCA e 

CBN 

UPLC-MS 

(Brighenti et al., 

2021) 

 

Comparar a eficiência das técnicas analíticas  Variedades dos tipos fibra, recreativa e medicinal de canábis 

(inflorescências fêmeas) 

CBDA, CBD, CBGA, CBG, 

THCA, THC e CBN 

HPLC-DAD 
13C-NMR 

(Palermiti et al., 

2021) 

Descrever um protocolo de manuseamento e 

harmonização de processos para a atividade de 

titulação 

Preparações galénicas (óleos) THC, CBD, THCA e CBDA UPLC-

MS/MS 

HPLC-

MS/MS 

(Qamar et al., 

2021) 

 

Quantificação dos 11 principais canabinóides 

e dos seus ácidos 

Material da planta da canábis (flores secas de canábis medicinal) CBDV, THCV, CBD, CBG, 

CBDA, CBGA, CBN, Δ9-

THC, Δ8-THC, CBC e THCA 

UHPLC-

DAD 
Extração 

CO2-SFE 

(Viviers et al., 

2021) 

Analisar uma porção dos produtos à base de 

canábis disponíveis no mercado sul-africano e 

fornecer uma visão geral detalhada dos seus 

perfis de THC e CBD 

840 amostras: alimentos, extratos, infusões, líquidos, material da planta 

e sólidos   

THC e CBD GC-MS 

HPLC-DAD 

 

 

CBC – Canabicromeno; CBD – Canabidiol; CBDA – Ácido canabidiólico; CBDN – Canabidinol; CBDV – Canabidivarina; CBDVA – Ácido canabidivarínico; CBCA – Ácido canabicromênico; 

CBCN – Canabicromanona; CBNA – Ácido canabinólico; CBCT – Canabicitrano; CBE – Canabielsoína; CBEA – Ácido canabielsoínico; CBF – Canabifurano; CBFA – Ácido canabifurânico; 

CBG – Canabigerol; CBGA – Ácido canabigerólico; CBGM – Éter monometílico de canabigerol; CBGV – Canabigerovarina; CBL – Canabiciclol; CBM – Canabimovona; CBN – Canabinol; 

CO2 – SFE – Extração com CO2 supercrítico; CBR – Canabiripsol; CBRA – Ácido canabiripsol; CBT – Canabitriol; CBTA – Ácido canabitriolíco; CBTT – Canabitetrol; CME – Extratos de 

canábis medicinal; 13C-NMR – Ressonância magnética nuclear do átomo de carbono; DCBF – Dihidrocanabifurano; DCBFA – Ácido dihidrocanabifurânico; FT-NIR – Espectroscopia de 

infravermelho próximo com transformada de Fourier; FT-NMR – Ressonância magnética nuclear com transformada de Fourier; GC-FID – Cromatografia gasosa acoplada ao detetor de ionização 

de chama; GC-MS – Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa; 1H-NMR– Ressonância Magnética Nuclear do átomo de hidrogénio; HPLC – Cromatografia líquida de alta 

eficiência; HPLC-DAD – Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detetor de rede de díodos; HPLC-DAD-MS/MS – Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detetor de 

rede de díodos e à espectrometria de massa em tandem; HPLC-MS – Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa; HPLC-MS/MS – Cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrometria de massa em tandem; HPLC-UV – Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detetor de ultravioleta; HPTLC – Cromatografia em camada fina de 

alta eficiência; HS-SPME – Microextração por fase sólida no modo headspace; LMD – Microdissecação a laser; LPE – Extração em fase líquida; MAE – Extração assistida por micro-ondas; 

NIR – Espectroscopia de infravermelho próximo; SEM – Microscopia eletrónica de varrimento; SFE – Extração com fluído supercrítico; Δ8-THC - Δ8-Tetrahidrocanabinol; Δ9-THC ou THC - 

Δ9-Tetrahidrocanabinol; THCA - Ácido Tetrahidrocanabinólico; THCOA – Éster de acetato de THC; THCV – Δ9-Tetrahidrocanabivarina; THCVA – Ácido tetrahidrocanabivarínico; UAE – 

Extração assistida por ultrassom; UHPLC – Cromatografia líquida de ultra-alta eficiência; UHPLC-DAD – Cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada ao detetor de rede de díodos; 

UHPLC-MS-DAD – Cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada ao detetor de rede de díodos e à espectrometria de massa; UPLC-MS – Cromatografia líquida de ultra eficiência 

acoplada à espectrometria de massa; UPLC-MS/MS – Cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massa em tandem.
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A escolha da(s) abordagem(ens) analítica (s) empregue(s) representa hoje uma tarefa 

fundamental para monitorizar a composição do material da planta da canábis e garantir a 

qualidade, a eficácia e a segurança dos seus produtos derivados, assim os parâmetros de 

extração bem como os de pré-tratamento da planta e a análise de canabinóides 

desempenham um papel crucial para garantir um produto final rico em compostos 

bioativos (Calvi et al., 2018; Nahar et al., 2020; Brighenti et al., 2021; Micalizzi et al., 

2021). Como mencionado anteriormente, as técnicas de extração desempenham um papel 

importante na análise de uma molécula alvo, assim um protocolo de extração deve 

fornecer não apenas altos valores de recuperação, mas ao mesmo tempo deve ser simples, 

seletivo e reprodutível e com base na complexidade da matriz, a preparação da amostra 

deve reduzir o maior número possível de interferências para garantir resultados analíticos 

exatos (Micalizzi et al., 2021).  

Na planta da canábis, os canabinóides estão presentes nas flores e nas folhas, e o método 

de extração mais empregue é a extração sólido-líquido (SLE), que envolve o uso de um 

solvente apropriado com grande afinidade por canabinóides, embora também possam ser 

encontrados outros métodos na literatura como a microextração em fase sólida (SPME) e 

a extração com fluído supercrítico (SFE) (Citti et al., 2018; Micalizzi et al., 2021). Os 

canabinóides são compostos não polares com baixa solubilidade em água e podem ser 

extraídos usando uma variedade de solventes, desde solventes polares, como metanol 

(MeOH), etanol (EtOH) ou acetato de etilo (EtOAc), até solventes apolares, como n-

hexano (Citti et al., 2018; Rochfort et al., 2020; Micalizzi et al., 2021). Contudo, devido 

à sua alta afinidade pela estrutura molecular dos canabinóides, o etanol permite uma 

extração seletiva de ácidos ou canabinóides neutros, no entanto, graças ao caráter 

lipofílico, também o n-hexano é empregue para o controlo de qualidade dos canabinóides 

(Micalizzi et al., 2021). Ao lidar com a canábis medicinal, os solventes orgânicos tóxicos 

devem ser evitados (Citti et al., 2018). 

 

A seleção da técnica analítica mais adequada geralmente é um compromisso entre a 

velocidade, a seletividade e a sensibilidade (Politi et al., 2008). Vários métodos foram 

publicados para a análise de canabinóides na canábis, incluindo a cromatografia em 

camada fina (TLC), a cromatografia em camada fina de alta eficiência (HPTLC), a 

cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Gul et 

al., 2015). A maioria dos laboratórios e dos artigos publicados para a quantificação dos 

canabinóides no material da planta da canábis descreve o uso da cromatografia líquida de 
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alta eficiência acoplada a um detetor de rede de díodos (HPLC-DAD) e/ou à 

espectrometria de massa (HPLC-MS), embora outras técnicas também possam ser 

aplicadas, como a cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ionização de chama 

(GC-FID) ou á espectrometria de massa (GC/MS) e a ressonância magnética nuclear 

(NMR) (Ciolino et al., 2018b; Borges et al., 2020; Ahmed et al., 2021; Brighenti et al., 

2021). 

 

As técnicas baseadas em GC têm uma longa história e dominaram inicialmente a arena 

de análise da canábis, no entanto, este equipamento analítico é uma técnica lenta e 

dispendiosa e não permite a análise direta da amostra extraída, pois envolve o 

aquecimento da amostra a alta temperatura (cerca de 280ºC) antes da separação 

cromatográfica para transformar a amostra líquida na sua fase gasosa (Ciolino et al., 

2018a; Callado et al., 2018; Steimling & Kahler, 2018; Nahar et al., 2020). Este 

aquecimento leva inevitavelmente à descarboxilação dos ácidos canabinóides para obter 

os correspondentes canabinóides neutros, pelo que é necessário uma derivatização antes 

da injeção para preservar a sua estrutura antes da análise e proteger os seus grupos 

funcionais (ácido carboxilo) (Citti et al., 2018; Leghissa et al., 2018; Steimling & Kahler, 

2018). Portanto, esta metodologia não pode ser empregue para avaliar a composição real 

dos canabinóides presentes nas preparações à base de canábis sem uma etapa preliminar 

de derivatização, pois o resultado final a emitir é a soma da concentração das formas 

ácidas com as formas neutras respetivas (Citti et al., 2016; Citti et al., 2018). A 

derivatização requer preparação extra da amostra, mas melhora a separação 

cromatográfica devido ao aumento da volatilidade dos produtos (Leghissa et al., 2018). 

Embora as técnicas de cromatografia gasosa, ainda se encontrem em uso e pertencem à 

lista dos métodos recomendados pela United Nations Office on Drugs and Crime 

(UNODC) para a análise de canábis e dos seus produtos, os laboratórios geralmente 

preferem o uso da cromatografia líquida (LC) devido às etapas adicionais de preparação 

de amostras associadas à derivatização, especialmente desde a introdução da 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e da cromatografia líquida de ultra 

eficiência (UPLC) ou cromatografia líquida de ultra-alta eficiência (UHPLC) (Leghissa 

et al., 2018; Elkins et al., 2019; Nahar et al., 2020).
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As técnicas baseadas em cromatografia líquida (LC), nomeadamente a cromatografia 

líquida hifenada, incorporando o HPLC, o UPLC ou o UHPLC, geralmente acoplados a 

um detetor ultravioleta (UV), a uma rede de díodos UV (DAD) ou à espectrometria de 

massa (MS), tornaram-se ferramentas analíticas populares nas últimas décadas e são os 

métodos de eleição para a determinação de canabinóides naturais na maioria dos 

laboratórios (Nahar et al., 2020). O UPLC é uma técnica cromatográfica líquida avançada 

que oferece um tempo de análise significativamente curto, muito melhor eficiência de 

separação e resolução de misturas de analitos, permite a deteção de analitos numa 

concentração muito baixa devido à sua melhor relação sinal-ruído e requer um volume de 

injeção muito menor sem perda de sensibilidade, bem como utiliza uma pequena 

quantidade de solvente(s) como fase móvel, no entanto, o HPLC ainda continua a ser o 

método de escolha devido à maior acessibilidade dos laboratórios a este sistema em 

comparação ao UPLC e também devido à maior pressão em comparação ao HPLC 

convencional, o que leva à diminuição do tempo de vida das colunas (Nahar et al., 2020). 

 

O HPLC é considerado um método simples e indiscutivelmente é a técnica de separação 

cromatográfica mais popular, moderna, poderosa e versátil que tem sido usada 

rotineiramente para separar, identificar e quantificar componentes de misturas complexas, 

por exemplo, extratos de produtos naturais, frações ou produtos acabados (Nahar et al., 

2020; Qamar et al., 2021). O HPLC é frequentemente usado para a análise de 

canabinóides em canábis ou produtos derivados na sua forma nativa, sendo um método 

mais adequado do que o GC porque não requer pré-tratamentos de amostra demorados, 

não envolve stress térmico, permite a quantificação simultânea dos compostos ácidos e 

neutros de cada canabinóide na mesma corrida cromatográfica, sem o uso de protocolos 

de derivatização particulares ou procedimentos de aquecimento (Gul et al., 2015; Patel et 

al., 2017; Micalizzi et al., 2021; Qamar et al., 2021). Com o HPLC podem ser empregues 

diferentes tipos de detetores, como o de ultravioleta (UV), a rede de díodos (DAD), o de 

fluorescência (FLD) e a espectrometria de massa (MS), embora o UV e o DAD são os 

mais frequentemente usados com análise por LC com base no baixo custo inicial, 

facilidade de uso e robustez (Citti et al., 2018; Nahar et al., 2020; Micalizzi et al., 2021). 

A deteção UV é uma abordagem muito direta, o instrumento é mais simples e menos caro, 

em relação aos sistemas MS, e é a mais utilizada para a análise de canabinóides em 

materiais de plantas, onde a quantidade dos principais canabinóides é relativamente alta, 

no entanto, tem menos sensibilidade, seletividade e especificidade em comparação com 
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o MS (Citti et al., 2018; Leghissa et al., 2018; Deidda et al., 2019). Embora o detetor de 

UV seja o mais empregue, apresenta algumas desvantagens relacionadas à pouca 

sensibilidade e especificidade, porém, a baixa especificidade pode ser superada pelo uso 

de um detetor DAD, uma vez que os ácidos canabinóides apresentam um espectro de 

absorção diferente dos canabinóides neutros (Citti et al., 2018). Enquanto, o comprimento 

de onda (λ) usado para detetar os canabinóides na forma neutra é de cerca de 220 nm, as 

formas ácidas apresentam uma absorção máxima entre 270 e 310 nm (Citti et al., 2018; 

Micalizzi et al., 2021). O custo comparativamente baixo do detetor e a manutenção 

combinados com a maior reprodutibilidade, tornam o DAD o instrumento de escolha para 

análises de rotina (Elkins et al., 2019).  

 

Outros detetores, como por exemplo, o detetor evaporativo de dispersão de luz (ELSD), 

o detetor de infravermelho (IR), o detetor eletroquímico (ELD) e o detetor de 

fluorescência (FLD) também se encontram em uso, embora poucos estudos descrevam o 

uso de HPLC-FLD, uma vez que os espectros de fluorescência dos canabinóides são 

fortemente afetados pelo pH da fase móvel e os ácidos canabinóides perdem 

completamente as suas propriedades de fluorescência em condições ácidas (Citti et al., 

2018; Nahar et al., 2020).  

Por fim, a crescente necessidade de metodologias mais rápidas e ecológicas encorajou a 

testar outros métodos analíticos alternativos à análise convencional de HPLC e GC para 

a determinação de canabinóides, o que inclui a ressonância magnética nuclear (NMR) 

(Peschel & Politi, 2015; Citti et al., 2018; Brighenti et al., 2021). Esta técnica é rápida e 

seletiva e as suas principais vantagens estão relacionadas à quantidade reduzida de 

solvente necessário para a análise e aquisição simultânea dos dados quali-quantitativos 

dos analitos-alvo e a falta de sensibilidade às impurezas presentes no material de plantas, 

como a clorofila e os lípidos, no entanto, não é comumente empregue devido aos altos 

cultos instrumentais e à necessidade de pessoal altamente especializado (Politi et al., 

2008; Citti et al., 2018; Brighenti et al., 2021). 
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5. Propósitos e objetivos da dissertação  

O objetivo do presente trabalho é desenvolver formulações à base de canábis na forma 

farmacêutica líquida (óleos) para administração oral, para posteriormente se registar os 

produtos através de uma Autorização de Colocação no Mercado (ACM), concebida com 

base na avaliação da qualidade. Todos os produtos medicinais à base de canábis 

disponíveis no mercado português contêm THC e/ou CBD, à exceção do Epidiolex®, 

assim o que distingue, as formulações que foram desenvolvidas são a sua composição e 

as suas formas farmacêuticas líquidas, sendo o primeiro produto a ser introduzido no 

mercado nacional com os dois ativos e na forma de solução oral. Os produtos finais não 

foram testados em nenhum modelo animal, pois os pedidos de ACM são procedimentos 

simplificados não exigindo a realização de ensaios clínicos, não obstante existem 

pressupostos na legislação que salvaguardam a segurança e eficácia dos produtos, como 

é o caso da definição das possíveis vias de administração e a listagem das indicações 

terapêuticas aplicáveis.  

 

Para além do desenvolvimento galénico de formulações, os outros dois objetivos deste 

projeto de dissertação são: 

• Realizar o estudo da estabilidade das formulações desenvolvidas; 

• Desenvolver e validar um método por HPLC-DAD que possa ser aplicado nas 

análises de rotina do Laboratório de Estudos Farmacêuticos (LEF) para o 

doseamento dos canabinóides Δ9-THC e CBD em amostras de óleo à base de 

canábis.
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Revisão da Literatura 

A revisão da literatura foi realizada através de uma pesquisa detalhada e da análise de 

artigos científicos presentes em bases de dados, nomeadamente a biblioteca do 

conhecimento online (B-on), base de dados de referência portuguesa, o PubMed, o 

Science Direct, o Mendeley, o Google Académico, o Scielo, o Springer e o Elsevier. Para 

esta pesquisa utilizou-se as seguintes palavras-chave: “analysis cannabinoids medicinal”, 

“analysis cannabinoids medical” e “medical cannabis”. Após a análise do título/resumo 

só foram incluídos artigos originais e de revisão em inglês sobre a planta Cannabis sativa 

L. no âmbito medicinal. Para além destas bases de dados, também foi possível recolher 

informação relevante para a elaboração deste projeto de dissertação na página do 

INFARMED, no diário da República Eletrónico (DRE), no EUR-LEX, na UNODC, na 

FDA, na European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), na 

EMA e no International Conference on Harmonization (ICH).  

 

2. Reagentes, materiais e amostras 

A autoridade reguladora nacional, o INFARMED, licencia o uso de um medicamento, 

preparação ou substância com base nos requisitos europeus, assim as formulações foram 

desenvolvidas de acordo com: 

• As Boas práticas agrícolas e de colheita - Guideline on Good Agricultural and 

Collection Practice (GACP) publicada pela EMA; 

• As Boas práticas de fabrico de substâncias ativas destinadas a medicamentos para 

uso humano, aprovadas pelo Regulamento Delegado (UE) nº1252/2014 da 

Comissão, de 28 de Maio de 2014, que complementa a Diretiva 2001/83/CE do 

Parlamento Europeu e do Conselho, no que se refere aos princípios e diretrizes de 

boas práticas de fabrico de substâncias ativas destinadas a medicamentos para uso 

humano; 

• As Boas Práticas de Fabrico de Medicamentos (GMP), previstas no Decreto-Lei 

nº176/2006, de 30 de Agosto, que na sua redação atual, estabelece o regime 

jurídico dos medicamentos de uso humano, com as devidas adaptações; 

• As Boas práticas de distribuição de substâncias ativas e de medicamentos, fixadas 

no âmbito da União Europeia;
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• A guideline ICH Q8 referente ao desenvolvimento farmacêutico; 

• A guideline ICH Q1A (R2) que determina quais os testes de estabilidade a realizar 

em novas substâncias e nos produtos farmacêuticos; 

• E segundo a guideline ICH Q6A que estabelece as especificações quanto aos 

procedimentos de teste e aos critérios de aceitação para novos medicamentos. 

 

Como os produtos desenvolvidos vão ser introduzidos no mercado através de uma ACM 

estão sujeitos a um termo de confidencialidade. Assim, os fornecedores do laboratório, 

os reagentes, as soluções-padrão, as soluções usadas no método e as condições 

instrumentais do equipamento analítico são confidenciais, bem como a metodologia 

aplicada no desenvolvimento galénico de formulações, para o estudo da estabilidade dos 

lotes laboratoriais e para o desenvolvimento e validação do método por HPLC-DAD para 

o doseamento dos compostos THC e CBD. Assim, os métodos apresentados são uma 

metodologia geral do que foi desenvolvido ao longo deste projeto. Todos os reagentes 

usados para o desenvolvimento do método por HPLC são de grau analítico (HPLC grade). 

O software usado na análise e no processamento dos dados também está incluído neste 

acordo de confidencialidade.  

  

2.1. Acondicionamento dos extratos 

A empresa que subcontratou o LEF para a elaboração das formulações à base de canábis, 

enviou dois extratos, THC e CBD. Os extratos provenientes da Colômbia chegaram ao 

laboratório na forma de resina com elevada concentração de matéria ativa e com tendência 

para formação de cristais, pelo que foi necessário um processo de aquecimento e agitação 

até se obterem amostras mais homogéneas. Posteriormente, ambos foram colocados e 

armazenados no laboratório à temperatura ambiente (25ºC) e com acesso restrito. 

 

2.2. Métodos 

2.2.1. Preparação das formulações galénicas à base de canábis 

Antes de se proceder ao desenvolvimento das formulações, os dois extratos THC e CBD 

foram analisados no departamento de controlo de qualidade na área de introdução de 

novos produtos. Neste departamento realizaram-se diversos ensaios, tais como a análise 

de aflatoxinas, ocratoxinas, solventes residuais, bem como a identificação e o doseamento 
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dos canabinóides THC e CBD, tendo como objetivos assegurar a qualidade dos dois 

extratos e garantir que estes estão em conformidade com as especificações do fornecedor. 

Contudo, a metodologia e os resultados destes ensaios não são apresentados porque não 

pertencem aos propósitos e objetivos desta tese de dissertação.  

Após verificar que os contaminantes microbiológicos, os solventes residuais e que a 

concentração dos canabinóides se encontravam dentro dos parâmetros dos certificados de 

análise enviados pelo fabricante, realizou-se uma pesquisa sobre quais os excipientes 

líquidos mais utilizados na formação dos medicamentos à base de canabinóides, 

nomeadamente em formulações líquidas (óleos). Com base nas suas características físico-

químicas selecionaram-se três excipientes diferentes. Posteriormente, as formulações 

foram desenvolvidas de acordo com o grau de pureza dos dois extratos, e tendo em 

consideração que existe a presença de THC e CBD no extrato de CBD e THC, 

respetivamente, as concentrações finais e as respetivas massas foram calculadas conforme 

a percentagem de THC e CBD pretendida. 

 

Tendo em conta que foi assinado um termo de confidencialidade aquando do início da 

parte laboratorial do presente projeto, as quatro concentrações a que foram preparadas as 

formulações e os três excipientes usados não podem ser mencionados, sendo as 

concentrações e os excipientes a partir de agora denominados 1, 2, 3, 4 e A, B, C, 

respetivamente. Para as formulações com os dois compostos ativos, pesou-se cada extrato 

para o mesmo balão de 10 mL e perfez-se o volume com o excipiente A (2A, 3A, 4A). 

Este processo foi realizado para o excipiente B (2B, 3B, 4B) e C (2C, 3C, 4C). Para as 

formulações à base de CBD, pesou-se o extrato em triplicado para balões de 10 mL 

diferentes e perfez-se o volume dos balões com o excipiente A, B e C (1A, 1B, 1C). Esta 

etapa teve como finalidade avaliar a solubilidade dos extratos nos excipientes usados, 

sendo um excipiente ou um veículo, um solubilizador que aumenta a biodisponibilidade 

dos ingredientes farmaceuticamente ativos (API), neste caso, os canabinóides, fornecendo 

forma e volume à preparação, para possibilitar a toma única dos ativos. Posteriormente, 

as formulações desenvolvidas foram submetidas a uma cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a um detetor de rede de díodos (HPLC-DAD). 
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2.2.2. Acondicionamento das formulações  

As doze formulações anteriormente desenvolvidas e os três excipientes foram colocados 

e armazenados no laboratório à temperatura ambiente (25ºC) e com acesso restrito. Os 

excipientes, com base nas indicações do fornecedor, não necessitam de condições 

específicas de armazenamento. 

 

2.2.3. Estudos preliminares 

Antes de se desenvolver formulações galénicas em larga escala e otimizar a metodologia 

de extração e análise, é necessário realizar estudos preliminares. Estes estudos envolvem 

a análise de diferentes parâmetros, um dos quais, a seletividade. Para avaliar este 

parâmetro foram selecionadas quatro formulações que foram desenvolvidas em dois 

veículos diferentes (B e C): duas apenas com CBD (1B e 1C) e as restantes com a mesma 

proporção dos API, THC e CBD (2B e 2C). O veículo A foi excluído na etapa 2.2.1. 

devido à formação de um precipitado, o que é indicativo de que os vários componentes 

da formulação são incompatíveis com este veículo. Relativamente a estas quatro 

formulações, pesou-se cada uma para balões volumétricos de 25 mL diferentes, tendo as 

suas massas sido ajustadas, para uma determinada concentração final de THC/CBD, 

concentração teste, com base na concentração dos canabinóides nas formulações líquidas.  

 

Após a pesagem, perfez-se cada balão com um determinado solvente de extração e filtrou-

se as soluções com filtros de seringa estéreis. Este procedimento foi realizado para os 

quatro placebos, que são os dois veículos que foram usados no fabrico das formulações 

(B e C) e os dois restantes são os mesmos excipientes aos quais se juntou duas gotas de 

uma essência. Posteriormente, as oito soluções foram agitadas manualmente. A injeção 

dos placebos e da essência têm como finalidade avaliar o seu comportamento nas 

formulações desenvolvidas e se estes interferem no doseamento dos analitos alvo. Além 

disto, a solução aromática permite disfarçar as características organoléticas da planta da 

canábis presente nos óleos. Para determinar os tempos de retenção (TR) dos canabinóides 

em estudo e consequentemente proceder à sua identificação, preparou-se uma solução-

padrão (P1), a partir das soluções-stock de THC, CBD e CBN a uma concentração de 

1000 µg/mL, para uma concentração de 200 µg/mL, 200 µg/mL e 2 µg/mL, para um 

volume final de 1 mL e perfez-se com o solvente do padrão. Posteriormente, as quatro 

amostras, os quatro placebos, a solução-padrão, o solvente da amostra e o solvente do 

padrão foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de onda. Cada 
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solvente e cada solução padrão foi injetada duas vezes no sistema e relativamente aos 

solventes têm como objetivo discriminar eventuais picos que possam aparecer nos 

cromatogramas das amostras e da solução padrão.  

 

2.2.4. Estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais  

Antes de se desenvolverem formulações em grande escala para se prosseguir com o 

estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais, realizou-se outro estudo preliminar para 

verificar se a concentração dos fitocanabinóides, THC e CBD, corresponde às 

concentrações a que foram desenvolvidas as formulações. Nesta etapa, preparou-se uma 

nova formulação, denominada formulação-teste, apenas num único veículo (4C) para um 

balão de 50 mL, conforme se encontra ilustrado na figura 4. Como se preparou uma maior 

quantidade de óleo, desta vez, pesaram-se os dois extratos para o mesmo gobelet de 100 

mL e adicionou-se o excipiente C. Após a diluição dos extratos, transferiu-se a solução 

para um balão e perfez-se o volume com o mesmo excipiente.  

 

Figura 4: Formulação-teste desenvolvida no excipiente C (4C). 

 

Relativamente ao doseamento dos canabinóides, pesou-se a formulação 4C para um balão 

volumétrico de 25 mL, tendo a sua massa sido ajustada, para uma determinada 

concentração final de THC/CBD, concentração teste, com base na concentração dos 

canabinóides presentes no óleo. Após a pesagem, perfez-se o balão com um determinado 

solvente de extração e filtraram-se as soluções com filtros de seringa estéreis. Este 

procedimento foi realizado em duplicado, toma 1 (T1) e toma 2 (T2). Como se pretende 

determinar a concentração dos compostos THC e CBD, traçou-se uma curva de calibração 
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para cada composto através de uma solução-padrão, FS-CI, preparada a partir das 

soluções-stock de THC, CBD e CBN, a uma concentração de 1000 µg/mL, para uma 

concentração de 200 µg/mL, 200 µg/mL e 2 µg/mL, para um volume final de 1 mL e 

perfez-se o volume com o solvente dos padrões.  

Segundo os métodos internos, para avaliar a adequabilidade do sistema (system 

suitability), recomenda-se no mínimo 6 níveis de concentração para as retas de calibração, 

assim o FS-CI foi injetado no sistema 6 vezes. Posteriormente, o solvente da amostra, o 

solvente do padrão, a solução padrão FS-CI e a FS-CI D-Check, bem como as duas tomas 

da amostra foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de onda. 

A solução D-Check é de contra-verificação da reta de calibração e consiste em soluções-

stock individuais dos canabinóides a 1000 µg/mL de THC, CBD e CBN e têm como 

finalidade determinar a recuperação, ou seja, a quantidade de analito (em percentagem) 

que é extraído e passível de ser analisado pelo sistema de medição. As condições 

instrumentais do equipamento analítico utilizadas no doseamento dos canabinóides são 

iguais às que foram usadas na etapa 2.2.3. que se refere aos estudos preliminares. 

 

Relativamente ao estudo da estabilidade dos lotes laboratoriais, antes de se preparar as 

formulações, foi necessário aquecer novamente os extratos a uma determinada 

temperatura segundo as indicações do fabricante para homogeneização dos API. 

Posteriormente, para as formulações com os dois compostos ativos, THC e CBD, pesou-

se cada extrato para gobelets de 100 mL diferentes e adicionou-se o excipiente B (1B, 2B, 

3B, 4B). Após a solubilização de cada extrato no veículo, transferiram-se as soluções para 

balões de 100 mL e perfez-se o volume com o mesmo excipiente. Este processo foi 

realizado para o excipiente C (1C, 2C, 3C, 4C). Para as formulações de CBD, pesou-se o 

extrato para dois gobelets de 100 mL, adicionou-se o excipiente B e C e após a sua 

diluição, transferiram-se as soluções para balões de 100 mL diferentes e perfez-se o 

volume com o respetivo veículo. Estas formulações foram preparadas à temperatura 

ambiente (25ºC). Para avaliar qual a influência da temperatura no processo de fabrico dos 

produtos, mais propriamente, a solubilização dos extratos nos dois veículos e 

consequentemente o doseamento dos canabinóides no produto final, cada extrato foi 

pesado em duplicado e a sua solubilização nos veículos B (1B, 2B, 3B, 4B) e C (1C, 2C, 

3C, 4C) foi realizada a 37ºC. Esta temperatura foi controlada através de uma sonda e após 

a completa solubilização da mistura, transferiu-se para um balão de 100 mL e perfez-se o 

volume com o mesmo veículo. 
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No final, cada formulação foi amostrada e dividida de modo a ser representativa de todo 

o lote para quatro tubos de 15 mL. As formulações com as temperaturas de fabrico de 

25ºC e 37ºC que representam o tempo zero (T0), data em que o produto é colocado nas 

condições de estabilidade e que não deverá ultrapassar os 90 dias após fabrico, foram 

analisadas por HPLC-DAD quanto ao seu conteúdo de THC e CBD.  

 

Os estudos de estabilidade em produtos farmacêuticos têm como finalidade fornecer 

evidências sobre a qualidade de uma substância ativa ou produto ao longo do tempo, 

sendo este sujeito a diferentes fatores ambientais tais como a temperatura, a humidade e 

a exposição à luz. A realização destes estudos visa o estabelecimento de prazos de 

validade e a determinação das condições de armazenamento adequadas. Nesta primeira 

fase, para avaliar as condições de conservação, nomeadamente a influência da 

temperatura na concentração dos ativos, armazenou-se cada formulação (25ºC e 37ºC) 

em três câmaras climáticas diferentes durante 28 dias (T28), a 5ºC ± 3ºC,  a 25ºC ± 2ºC e 

a 40ºC ± 2ºC, com base na guideline ICH Q1(A), que determina quais os testes de 

estabilidade a realizar em novas substâncias e nos produtos farmacêuticos. Estas 

temperaturas representam as condições de ensaio nas zonas climáticas I (Zona 

“Moderada”) e II (Zona “Subtropical”), na qual se incluí Portugal. Como a região 

climática na qual o produto será comercializado condiciona as suas condições de 

armazenamento, ainda existe mais 2 zonas identificadas, para abranger os países com 

temperaturas mais quentes, a zona III (“Quente e seco”) e a zona IV (“Tropical”). 

 

Após os 28 dias de estabilidade, e tendo em conta a guideline ICH Q6A e as normas 

internas do próprio laboratório, deve-se incluir no protocolo de estabilidade, os testes que 

permitem detetar possíveis alterações das características do produto, que influenciam a 

qualidade/eficácia do mesmo ao longo do tempo de armazenagem, sendo três destes 

testes, o aspeto, o doseamento dos princípios ativos e o doseamento das substâncias de 

degradação (CBN). A metodologia e os resultados destes ensaios não vão ser 

apresentados, pois as formulações foram colocadas nas câmaras climáticas dia 6 de 

Setembro, assim, só poderiam ser analisadas, dia 4 de Outubro, o que significa que os 

dados não puderam ser processados em tempo útil até à data de submissão da tese de 

dissertação. No final, o doseamento dos canabinóides irá permitir escolher qual o melhor 

excipiente e a temperatura de fabrico para o desenvolvimento das formulações através da 

comparação entre a concentração dos ativos na T0 e na T28. Como as formulações
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também foram armazenadas durante 28 dias, a 5ºC, 25ºC e a 40ºC, as eventuais diferenças 

nas concentrações de THC e CBD entre a T0 e a T28 também irá possibilitar escolher 

qual das três temperaturas é a indicada para a sua conservação. 

 

2.2.5. Desenvolvimento do método  

As formulações T0 anteriormente preparadas à temperatura ambiente (25ºC) e a 37ºC em 

dois excipientes diferentes (B e C) foram analisadas por HPLC-DAD quanto ao seu 

conteúdo de THC e CBD. Como tal, pesou-se cada formulação diretamente para um balão 

volumétrico de 25 mL, tendo a sua massa sido ajustada, para uma determinada 

concentração final de THC/CBD, concentração teste, com base na concentração dos 

canabinóides presentes nos óleos. Após a pesagem, perfez-se o volume do balão com um 

determinado solvente de extração, agitou-se manualmente as soluções e filtrou-se com 

filtros de seringa estéreis. Este procedimento foi realizado em duplicado, toma 1 (T1) e 

toma 2 (T2). Para determinar a concentração dos analitos alvo, traçou-se uma curva de 

calibração para cada composto, concentração (µg/mL) versus área do pico (mV.s), através 

uma solução-padrão, FS-CI, preparada a partir das soluções-stock de THC, CBD e CBN, 

a uma concentração de 1000 µg/mL, para uma concentração de 200 µg/mL, 200 µg/mL 

e 2 µg/mL, para um volume final de 1 mL e perfez-se o volume com o solvente dos 

padrões.  

 

Segundo os métodos internos, para avaliar a adequabilidade do sistema (system 

suitability), recomenda-se no mínimo 6 níveis de concentração para as retas de calibração, 

assim o FS-CI foi injetado no sistema 6 vezes. Posteriormente, o solvente da amostra, o 

solvente do padrão, as soluções padrão FS-CI e a FS-CI D-Check, bem como as duas 

tomas da amostra foram analisados por HPLC-DAD a um determinado comprimento de 

onda. De acordo com as normas internas do laboratório, a cada 6 injeções de amostra, é 

necessário colocar novamente no sistema o solvente dos padrões, a solução-padrão FS-

CI (D-End) e o solvente da amostra. Como foram analisadas 16 formulações, ou seja, no 

total 32 formulações contabilizando as duas tomas, foi necessário colocar mais cinco 

vezes cada solvente e solução-padrão no equipamento. As condições instrumentais do 

equipamento analítico utilizadas no doseamento dos canabinóides são iguais às que foram 

usadas na etapa 2.2.3. e 2.2.4. 
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2.2.6. Sistema de limpeza do equipamento HPLC-DAD 

A preparação do sistema de HPLC, nomeadamente a lavagem da bomba e dos seus canais 

e do injetor, foi realizada da seguinte forma: primeiramente retirou-se a coluna da análise 

anterior e colocou-se a união. Posteriormente, lavou-se e purgou-se todos os canais e a 

agulha do equipamento com água durante 5 min a um fluxo de 5.0 mL/min. Ao realizar 

este processo, se o sistema apresentar uma pressão constante, coloca-se a fase móvel num 

dos canais e repete-se o mesmo procedimento para esta solução. O próximo passo é 

colocar a coluna e para a acondicionar aumenta-se gradualmente o fluxo da fase móvel 

até chegar ao fluxo pretendido, monitorizando sempre a pressão do equipamento. 

 

2.2.7. Validação do método 

Os dois extratos que foram usados como substâncias ativas nas formulações, foram 

importados da Colômbia e devido a um atraso bastante alargado não foi possível realizar 

a última parte deste projeto de dissertação, a validação do método analítico, no prazo 

inicialmente previsto. Antes da metodologia ser aplicada nas análises de rotina do LEF, 

é necessário validar alguns parâmetros, segundo as diretrizes europeias como a guideline 

ICH Q2 e a EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2** da EMA, tendo também 

em consideração as normas internas do próprio laboratório. Os parâmetros de validação 

anteriormente mencionados incluem: a seletividade, a gama de trabalho, a linearidade, o 

limite de deteção (LOD) e o limite de quantificação (LOQ), a exatidão, a precisão 

(repetibilidade do sistema, repetibilidade da análise e precisão intermédia), o estudo da 

filtração e a estabilidade das soluções e do sistema. Posteriormente, o próximo passo é a 

otimização do processo de fabrico. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Formulações galénicas à base de canábis 

A avaliação da solubilidade é um dos parâmetros de grande relevância para o 

desenvolvimento farmacêutico. No caso dos API destas formulações, como apresentam 

uma solubilidade muito reduzida em água e são lipofílicos, a primeira etapa antes de se 

proceder ao desenvolvimento galénico em larga escala é testar a solubilidade do produto 

em vários excipientes, sendo que estes têm de permitir a sua solubilização e posterior 

administração. Como tal, as formulações foram testadas em 3 veículos diferentes. Os 

resultados obtidos encontram-se na figura 5, 6 e 7 e pode-se observar a formação de um 

precipitado no excipiente A (figura 5) em todas as preparações, contudo, este fenómeno 

não ocorreu no excipiente B (figura 6) nem no excipiente C (figura 7). O veículo A, um 

surfactante líquido não iónico dispersível em água, quando interage com duas moléculas 

muito lipofílicas, nomeadamente os dois principais fitocanabinóides, o THC e o CBD, 

leva à formação de um precipitado em meio aquoso, o que releva a incompatibilidade 

entre o excipiente e os vários componentes da formulação, o que consequentemente 

inviabiliza a sua utilização nos produtos. 

 

 

Figura 5: Formulações à base de canábis desenvolvidas no excipiente A. Da esquerda para a direita, o 

primeiro balão representa a formulação de CBD (1A) a uma determinada concentração e os três restantes 

são as formulações desenvolvidas a três concentrações diferentes de THC e CBD (2A, 3A, 4A). 
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Figura 6: Formulações à base de canábis desenvolvidas no excipiente B. Da esquerda para a direita, o 

primeiro balão representa a formulação de CBD (1B) a uma determinada concentração e os três restantes 

são as formulações desenvolvidas a três concentrações diferentes de THC e CBD (2B, 3B, 4B). 

 

 

Figura 7: Formulações à base de canábis desenvolvidas no excipiente C. Da esquerda para a direita, o 

primeiro balão representa a formulação de CBD (1C) a uma determinada concentração e os três restantes 

são as formulações desenvolvidas a três concentrações diferentes de THC e CBD (2C, 3C, 4C). 
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2. Estudos preliminares  

Os dados foram analisados e processados a um comprimento de onda. Para facilitar a 

compreensão e discussão dos resultados, o comprimento de onda que se analisou os 

canabinóides THC e CBD é a partir de agora mencionado como λ1. Este estudo preliminar 

tem como finalidade avaliar a seletividade ou especificidade do método analítico, ou seja, 

se este tem a capacidade de avaliar e diferenciar inequivocamente o(s) analito(s) de 

interesse de outros componentes endógenos que podem estar presentes na amostra, bem 

como dos solventes usados no procedimento analítico. A partir da solução-padrão P1, foi 

possível identificar os canabinóides THC e CBD através dos seus tempos de retenção 

(TR) (min) (anexo I e tabela 4), estando os cromatogramas da solução-padrão P1 e das 

amostras presentes nos anexos II e na figura 8, respetivamente. 

 

Tabela 4: Tempo de retenção (TR) (min) dos compostos THC e CBD nas amostras 1B, 1C, 2B e 2C. 

 Substância TR (min) 

 

1B 

THC 8.415 

CBD 4.622 

 

1C 

THC 8.419 

CBD 4.778 

 

2B 

THC 8.310 

CBD 4.732 

 

2C 

THC 8.329 

CBD 4.730 

                     CBD – Canabidiol; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol; TR – Tempo de retenção. 

 

 

Figura 8: Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B e 2C ao comprimento de onda λ1. 

1B 
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Figura 8 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B e 2C ao comprimento de onda λ1.  

 

 

A comparação entre os cromatogramas das amostras (figura 8), dos solventes (anexo III) 

e dos placebos com e sem a essência (anexo IV), permite concluir que o método analítico 

identifica os canabinóides THC e CBD de outros componentes presentes na matriz. Por 

fim, no cromatograma dos placebos (anexo IV), é possível observar a presença dos ativos, 

muito possivelmente, devido a um efeito de carry over. Este efeito é um problema comum 

em HPLC, e é detetado através da presença inesperada de pequenos picos correspondentes 

aos compostos de interesse. Estes picos surgem quando uma amostra em branco é injetada 

após a injeção de amostras com os analitos. Assim, na etapa 2.2.7., referente ao 

desenvolvimento do método analítico, para evitar contaminações, deve-se injetar 

primeiro os placebos no sistema.

1C 

2B 

2C 
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3. Desenvolvimento do método  

Para determinar as concentrações dos fitocanabinóides THC e CBD, traçou-se duas 

curvas de calibração, concentração (µg/mL) vs área do pico (mV.s), para cada composto 

(figura 9 e 10). Segundo as normas internas do LEF, a determinação da linearidade através 

da acuidade visual, do coeficiente de determinação (R2) e do gráfico de resíduos só se 

aplica na validação do método, contudo as duas retas apresentam um R2 de 1.00 (tabela 

5). Apesar das guidelines da EMA não referirem qual o valor mínimo aceite para o R2, a 

guideline de referência na área forense, Guidance for the validation of analytical methodology 

and calibration of equipment used for testing of illicit drugs in seized materials and biological 

specimens, da UNODC menciona que um alto coeficiente de determinação de 0.99 é 

frequentemente usado como um critério para avaliar a linearidade. As áreas (mV.s) e as 

concentrações (µg/mL) usadas para as retas de calibração para o THC e CBD encontram-

se nos anexos V e VI, respetivamente.  

 

 

Figura 9: Curva de calibração, concentração (µg/mL) versus área do pico (mV.s), para o THC.

y = 2.51 x 107X 

R2 = 1.00 
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Figura 10: Curva de calibração, concentração (µg/mL) versus área do pico (mV.s), para o CBD. 

 
Tabela 5: Equação das retas de calibração e respetivos coeficientes de determinação (R2). 

Curva de calibração Equação R2 

THC y = 2.51 x 107X R2 = 1.00 

CBD y = 2.50 x 107X R2 = 1.00 

CBD – Canabidiol; R2 – Coeficiente de determinação; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol. 

 

Apesar de não se determinar a linearidade no desenvolvimento do método, o que vigora 

no LEF é a avaliação da adequabilidade do sistema (system suitability). O teste à 

adequabilidade do sistema é uma parte que integra muitos procedimentos analíticos, 

sendo considerado uma qualificação do desempenho, onde se testa características 

relacionadas ao equipamento, ao software (integração de cromatogramas) e ao método 

analítico. O objetivo deste teste é garantir a qualidade do método e se este é adequado 

para um determinado propósito. Os parâmetros do teste de adequação do sistema a serem 

estabelecidos para um determinado método depende do tipo de procedimento que está a 

ser validado. Neste caso, e tendo em conta, os métodos de validação internos pretende-se 

avaliar: 

• A Eficiência da coluna (N), a capacidade de eluição com o mínimo de dispersão 

do analito (equação 1);  

                                              N = 16 x (
𝑇𝑅

𝑊
) 2                          (Equação 1) 

N = Número de pratos teóricos 

TR = Tempo de retenção (min) 

W = Largura do pico na linha de base

y = 2.50 x 107X 

R2 = 1.00 
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• O Fator de simetria (T), simetria do pico em relação ao seu eixo (equação 2); 

   

                                                       T =  
𝑊0.05

2𝑓
                                              (Equação 2) 

T = Fator de simetria 

𝑊0.05 = Largura do pico a uma altura de 5% 

f =  Distância do pico da linha central ao início do pico 

 

• O Desvio do padrão relativo (RSD, %) (equação 3), usado para comparar a 

dispersão ou variação em grupos de medidas; 

 

RSD (%) =  
𝑆

𝑥𝑚é𝑑𝑖𝑎
 

(Equação 3) 

RSD = Desvio do padrão relativo (%) 

S = Desvio do padrão 

xmédia = média dos valores 

 

• E a recuperação (R), a quantidade (em percentagem) de analito que é extraído e 

passível de ser analisado pelo sistema de medição (equação 4). 

 

𝑅 (%) =
𝐶𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎

𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
 x 100 

(Equação 4) 

R = Recuperação (%) 

Cdeterminada = Concentração do componente determinada a partir das 6 injeções de solução-padrão (µg/mL) 

Cnominal = Concentração da solução de referência do componente (µg/mL) 

 

Para além destes quatro parâmetros, na validação do método também se pretende calcular 

o grau de separação entre picos adjacentes (resolução, Rs), nomeadamente entre o THC 

e o seu isómero Δ8-THC, bem como a menor quantidade de analito numa amostra que 

pode ser quantificada, ou seja, o limite de quantificação (LOQ) para as impurezas 

presentes nas formulações, o THCA, o CBDA e o CBN. Os critérios de aceitação da 

adequabilidade do sistema usadas no desenvolvimento do método e os valores obtidos 

para o doseamento dos canabinóides THC e CBD encontram-se sumarizados na tabela 6, 

7 e 8. 
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Tabela 6: Critérios de aceitação da adequabilidade do sistema (eficiência, fator de simetria, RSD e 

recuperação) para o doseamento dos canabinóides THC e CBD. 

Solução Parâmetros Critérios de aceitação 

Reta de calibração  

FS-CI (n ≥ 6) 

 

Eficiência ≥ 2000 

Fator de simetria 0.8-1.5 

Área do pico, RSD (%), n ≥ 6 ≤ 2.0%  

Soluções de contra-verificação 

FS-CI D-Check 

FS-CI D-End 

Recuperação 85.0 – 115.0% 

RSD – Desvio do padrão relativo. 

 

Tabela 7: Resultados da adequabilidade do sistema para o doseamento de THC. 

THC 

Solução TR  

(min) 

Área  

(mV.s) 

Eficiência Fator de 

simetria 

RSD 

(%) 

Recuperação 

(%) 

FS-CI 

 

 

8.045 5047064 28704 1.38  

 

 

0.32 

NA 

8.066 5048095 28888 1.39 NA 

8.100 5031681 29154 1.38 NA 

8.126 5020580 29626 1.38 NA 

8.134 5018376 28786 1.39 NA 

8.172 5009379 28968 1.39 NA 

FS-CI D-Check 8.184 5121334 NA NA NA 101.832 

FS-CI D-End 

8.137 4918494 NA NA NA 97.799 

8.138 4851434 NA NA NA 96.465 

8.173 4755733 NA NA NA 94.563 

8.234 4670730 NA NA NA 92.872 

8.170 4586694 NA NA NA 91.201 

NA – Não aplicável; RSD – Desvio do padrão relativo; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol; TR – Tempo de retenção. 

 

Antes de se introduzir as formulações no equipamento, é necessário avaliar se os critérios 

de aceitação da adequabilidade do sistema são cumpridos. De acordo com as tabelas 6, 7 

e 8, é possível observar que todos os parâmetros estão conforme os métodos de validação 

internos do laboratório, à exceção do fator de simetria para o CBD. Este fator é 

influenciado pelo tipo de análise e pelas condições analíticas do equipamento (fase móvel 

ou coluna), sendo crucial na validação do método perceber a causa do alargamento da 

base dos picos. 
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Tabela 8: Resultados da adequabilidade do sistema para o doseamento de CBD. 

CBD 

Solução TR  

(min) 

Área  

(mV.s) 

Eficiência Fator de 

simetria 

RSD 

(%) 

Recuperação 

(%) 

FS-CI  

 

 

4.543 5047121 14348 1.64  

 

 

0.55 

NA 

4.558 5051699 14509 1.65 NA 

4.578 4998011 14603 1.64 NA 

4.598 5023856 14691 1.62 NA 

4.591 4981721 14410 1.65 NA 

4.632  5011582 14569 1.64 NA 

FS-CI D-Check 4.641 5084688 NA NA NA 101.309 

FS-CI D-End 

4.610 4878644 NA NA NA 97.204 

4.618 4810467 NA NA NA 95.845 

4.639 4746188 NA NA NA 94.564 

4.678 4628904 NA NA NA 92.228 

4.630 4542748 NA NA NA 90.511 

CBD – Canabidiol; NA – Não aplicável; RSD – Desvio do padrão relativo; TR – Tempo de retenção. 

 

Em relação ao doseamento dos canabinóides THC e CBD nas amostras, cada 

concentração foi calculada de acordo com as seguintes equações: 

 

C𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 =  
𝑊𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐷𝑖𝑙𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 x 100 

(Equação 5) 

Camostra = Concentração da amostra (µg/mL) 

Wamostra = Massa da amostra (mg) 

Dilamostra = Fator de diluição da amostra (mL) 

 

 

C (%) =  
𝐶𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 x 100 

(Equação 6) 

C = Concentração da amostra (%) 

Ccomponente = Concentração do componente determinada a partir das 6 injeções de solução-padrão (µg/mL) 

Camostra = Concentração da amostra (µg/mL)
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De acordo com a farmacopeia europeia, o intervalo aceite para o doseamento dos 

canabinóides THC e CBD é de 90.0 a 110.0% do conteúdo nominal indicado no rótulo 

(tabela 9). Os resultados obtidos para o THC (tabela 10) estão dentro do intervalo aceite, 

à exceção dos valores 112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que correspondem às 

formulações 2B (25ºC e 37ºC), 3B (37ºC) e 4B (25ºC). No entanto, as concentrações 

obtidas para o CBD (tabela 10) variam de 116.323 a 134.377, o que indica que todos os 

valores estão fora de especificação. Assim, as formulações para este canabinóide não 

obedecem aos critérios de aceitação definidos. As especificações são padrões críticos de 

qualidade propostos e justificados pelo fabricante e aprovados pelas autoridades 

reguladoras. 

 

Tabela 9: Intervalo de aceitação (%) para o doseamento dos canabinóides THC e CBD no produto final. 

THC e CBD 

Farmacopeia europeia 90.0 a 110.0% 

 

CBD – Canabidiol; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol. 
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Tabela 10: Tempo de retenção (TR) (min), área do pico (mV.s) e concentração (%) do THC e CBD nas amostras. 

 

Formulação Toma API Temperatura de 

Fabrico (ºC) 

Tempo de retenção 

(TR) (min) 

Área do pico  

(mV.s) 

Concentração  

(%) 

Concentração 

Média (%) 

    

1B 

1 CBD  

25ºC 

4.577 2959096 118.482 118.47 

2 CBD 4.582 3008775 118.457 

 

1B 

1 CBD  

37ºC 

4.622 3025725 118.195 118.185 

2 CBD 4.620 2960274 118.174 

 

1C 

1 CBD  

25ºC 

4.643 2966320 117.131 117.025 

2 CBD 4.618 2972603 116.918 

 

1C 

1 CBD  

37 ºC 

4.599 2894156 115.882 116.323 

2 CBD 4.592 2974526 116.764 

 

2B 

1 THC  

25ºC 

8.199 3144734 111.880 THC = 112.011 

 

CBD = 133.417 

CBD 4.664 3440249 133.089 

2 THC 8.201 3124659 112.141 

CBD 4.663 3427110 133.744 

 

2B 

1 THC  

37ºC 

8.203 3258811 116.614 THC = 116.39 

 

CBD = 134.377 

 

CBD 4.659 3459031 134.596 

2 THC 8.205 3157944 116.166 

CBD 4.659 3353935 134.157 

 

2C 

1 THC  

25ºC 

8.175 2874403 104.586 THC = 104.502 

 

CBD = 119.635 

CBD 4.627 3019367 119.461 

2 THC 8.157 2847093 104.418 

CBD 4.620 3004198 119.808 
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Tabela 10 (CONT): Tempo de retenção (TR) (min), área do pico (mV.s) e concentração (%) do THC e CBD nas amostras. 

 

Formulação Toma API Temperatura de 

Fabrico (ºC) 

Tempo de retenção 

(TR) (min) 

Área do pico  

(mV.s) 

Concentração  

(%) 

Concentração 

Média (%) 

    

2C 

1 THC  

37ºC 

8.136 2988088 106.719 THC = 106.883 

 

CBD = 123.137 

CBD 4.607 3161014 122.761 

2 THC 8.127 2950765 107.047 

CBD 4.605 3130989 123.512 

 

3B 

1 THC  

25ºC 

8.226 2764383 109.386 THC = 109.046 

 

CBD = 116.679 

CBD 4.673 2936244 116.982 

2 THC 8.221 2760830 108.705 

CBD 4.665 2935581 116.376 

 

3B 

1 THC  

37ºC 

8.215 2962798 112.966 THC = 112.739 

 

CBD = 123.75 

CBD 4.662 3241865 124.452 

2 THC 8.204 2908449 112.512 

CBD 4.652 3159168 123.047 

 

3C 

1 THC  

25 ºC 

8.206 2683650 106.723 THC = 106.651 

 

CBD = 117.49 

CBD 4.649 5869315 117.503 

2 THC 8.180 2722880 106.578 

CBD 4.632 5961837 117.476 

 

3C 

1 THC  

37ºC 

8.155 2714014 107.074 THC = 106.295 

 

CBD = 117.067 

CBD 4.619 5988077 116.843 

2 THC 8.150 2674534 105.516 

CBD 4.619 5905601 117.291 
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Tabela 10 (CONT): Tempo de retenção (TR) (min), área do pico (mV.s) e concentração (%) do THC e CBD nas amostras. 

API – Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD – Canabidiol; TR -Tempo de retenção; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol.

Formulação Toma API Temperatura de 

Fabrico (ºC) 

Tempo de retenção 

(TR) (min) 

Área do pico  

(mV.s) 

Concentração  

(%) 

Concentração 

Média (%) 

    

4B 

1 THC  

25ºC 

8.190 5885090 113.500 THC = 112.72 

 

CBD = 123.661 

CBD 4.645 6406510 124.401 

2 THC 8.167 5714109 111.940 

CBD 4.616 6231996 122.920 

 

4B 

1 THC  

37ºC 

8.175 5569889 109.114 THC = 108.634 

 

CBD = 117.654 

CBD 4.638 3012995 118.857 

2 THC 8.158 5499133 108.154 

CBD 4.627 2940337 116.450 

 

 

4C 

1 THC  

 

25ºC 

8.134 5299101 103.301 THC = 103.467 

 

CBD = 122.614 

CBD 4.616 3119803 122.467 

2 THC 8.137 5337004 103.633 

CBD 4.619 3139562 122.761 

 

 

4C 

1 THC  

37ºC 

8.245 5462084 104.935 THC = 106.535 

 

CBD = 124.176 

CBD 4.683 6381142 123.430 

2 THC 8.223 5525346 108.135 

CBD 4.670 6339706 124.922 
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A concentração dos API no veículo B é superior à concentração no veículo C (tabela 11), 

à exceção da formulação 3C e 4C para o canabinóide CBD. O conteúdo de CBD apesar 

de se encontrar fora de especificação no excipiente C, é o que mais se aproxima do 

intervalo de aceitação descrito na farmacopeia europeia, 90.0 a 110.0%. A diferença na 

concentração dos API entre os dois veículos varia entre 2.099 a 9.507 e 0.811 a 13.782 

para o THC e CBD, respetivamente. Comparando os dois veículos e de acordo com os 

resultados obtidos na tabela 11, não é possível estimar qual dos dois deverá ser usado no 

desenvolvimento das formulações. A escolha do excipiente só poderá ser realizada após 

o produto final sair do período de estabilidade e se proceder ao seu doseamento. Contudo, 

a nível cromatográfico, os cromatogramas de todas as formulações desenvolvidas no 

veículo C apresentam menos diversidade de compostos (figura 11).  

 

Relativamente à temperatura de fabrico (25ºC e 37ºC), o resultado expectável é que as 

formulações desenvolvidas a 37ºC apresentem um decréscimo na concentração dos 

ativos, já que o calor leva à degradação dos compostos THC e CBD. Este comportamento 

não se observou para as formulações 2B, 2C, 3B e 4C, pois a concentração dos API é 

superior nas formulações que foram desenvolvidas a 37ºC (tabela 12). A diferença na 

concentração dos API entre as temperaturas de fabrico varia entre 0.356 a 4.086 e 0.285 

a 9.019 para o THC e CBD, respetivamente. Comparando as temperaturas e de acordo 

com os resultados obtidos na tabela 12, não é possível estimar qual das duas é que deve 

ser aplicada na formação dos óleos. A temperatura indicada só poderá ser confirmada 

após o produto final sair do período de estabilidade e se proceder ao seu doseamento. A 

partir dos cromatogramas não se observa qualquer diferença entre as temperaturas de 

fabrico, porque a temperatura só influencia a concentração dos ativos (figura 11). 

 

Nos anexos estão apresentados todos os cromatogramas relativos ao desenvolvimento do 

método, incluindo os cromatogramas das soluções-padrão FS-CI utilizadas para traçar as 

duas retas de calibração, bem como os cromatogramas das soluções de contra-verificação 

FS-CI D-Check e FS-CI D-End (Anexo VII).  
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Tabela 11: Diferença na concentração (%) dos API entre veículos (B e C). 

API – Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD – Canabidiol; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol.  

 

 

Formulação API Temperatura de 

Fabrico (ºC) 

Concentração 

Média (%) 

Diferença na 

concentração 

dos API (%) 

 1B CBD  

25ºC 

118.47 1.445 

1C CBD 117.025 

1B CBD  

37ºC 

118.185 1.862 

1C CBD 116.323 

2B THC  

25ºC 

112.011 THC = 7.509 

 

CBD = 13.782 

CBD 133.417 

2C THC 104.502 

CBD 119.635 

2B THC  

37ºC 

116.39 THC = 9.507 

 

CBD = 11.24 

CBD 134.377 

2C THC 106.883 

CBD 123.137 

3B THC  

25ºC 

109.046 THC = 2.809 

 

CBD = 0.811 

CBD 116.679 

3C THC  106.651 

CBD 117.49 

3B THC  

37ºC 

112.739 THC = 6.444 

 

CBD = 6.683 

CBD 123.75 

3C THC 106.295 

CBD 117.067 

4B THC  

25ºC 

112.72 THC = 9.253 

 

CBD = 1.047 

CBD 123.661 

4C THC 103.467 

CBD 122.614 

4B THC  

37ºC 

108.634 THC = 2.099 

 

CBD = 6.522 

CBD 117.654 

4C THC 106.535 

CBD 124.176 
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Tabela 12: Diferença na concentração (%) dos API entre temperaturas de fabrico (25ºC e 37ºC). 

API – Ingrediente farmaceuticamente ativo; CBD – Canabidiol; THC - Δ9-Tetrahidrocanabinol.

Formulação API Temperatura de 

Fabrico (ºC) 

Concentração 

Média (%) 

Diferença na 

concentração 

dos API (%) 

 1B CBD 25ºC 118.47 0.285 

1B CBD 37ºC 118.185 

1C CBD 25ºC 117.025 0.702 

1C CBD 37ºC 116.323 

2B THC 25ºC 112.011 THC = 4.379 

 

CBD = 0.96 

CBD 133.417 

2B THC 37ºC 116.39 

CBD 134.377 

2C THC 25ºC 104.502 THC = 2.381 

 

CBD = 3.502 

CBD 119.635 

2C THC 37ºC 106.883 

CBD 123.137 

3B THC 25ºC 109.046 THC = 3.693 

 

CBD = 7.071 

CBD 116.679 

3B THC  37ºC 112.739 

CBD 123.75 

3C THC 25ºC 

 

106.651 THC = 0.356 

 

CBD = 0.423 

CBD 117.49 

3C THC 37ºC 106.295 

CBD 117.067 

4B THC 25ºC 112.72 THC = 4.086 

 

CBD = 9.019 

CBD 123.661 

4B THC 37ºC 108.634 

CBD 117.654 

4C THC 25ºC 103.467 THC = 3.068 

 

CBD = 1.562 

CBD 122.614 

4C THC 37ºC 106.535 

CBD 124.176 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 

Figura 11: Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de onda λ1. A 

informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico (25ºC, 

37ºC). 

1B 

1B 

1B 

1B 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 

Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC)

1C 

1C 

1C 

1C 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC).

2B 

2B 

2B 

2B 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC).

2C 

2C 

2C 

2C 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC).

3B 

3B 

3B 

3B 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC). 

3C 

3C 

3C 

3C 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC).

4B 

4B 

4B 

4B 
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T1 – 25ºC 

 
T2 – 25ºC 

 
T1 – 37ºC 

 
T2 – 37ºC 

 
Figura 11 (CONT): Cromatogramas das amostras 1B, 1C, 2B, 2C, 3B, 3C, 4B e 4C ao comprimento de 

onda λ1. A informação abaixo dos cromatogramas representa as tomas (T1, T2) e a temperatura de fabrico 

(25ºC, 37ºC).

4C 

4C 

4C 

4C 
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CONCLUSÃO 

 

A planta Cannabis sativa L. é quimicamente complexa e para monitorizar a sua 

composição e garantir a qualidade, a eficácia e a segurança dos seus produtos derivados, 

a extração e análise dos canabinóides desempenha um papel crucial. Com o objetivo de 

desenvolver formulações à base de canábis na forma farmacêutica líquida, avaliou-se a 

qualidade do produto, para posterior registo através de ACM. Realizou-se também o 

estudo da estabilidade das formulações desenvolvidas e procedeu-se ao desenvolvimento 

e validação do método por HPLC-DAD para que possa ser aplicado nas análises de rotina 

do LEF para o doseamento dos canabinóides Δ9-THC e CBD em amostras de óleo à base 

de canábis. No desenvolvimento das formulações, avaliou-se a solubilidade da matéria-

prima e observou-se a formação de um precipitado no veículo A, revelando assim a 

incompatibilidade entre o excipiente e os vários componentes da formulação. Em relação 

ao método analítico, este demonstrou ser seletivo. Na avaliação da adequabilidade do 

sistema, todos os parâmetros estão conforme os métodos de validação internos, à exceção 

do fator de simetria para o CBD. Os resultados obtidos para o THC estão dentro do 

intervalo aceite, à exceção dos valores 112.011, 116.39, 112.739 e 112.72 que 

correspondem às formulações 2B (25ºC e 37ºC), 3B (37ºC) e 4B (25ºC). No entanto, as 

concentrações obtidas para o CBD variam de 116.323 a 134.377, o que indica que todos 

os valores estão fora de especificação. O conteúdo de CBD apesar de se encontrar fora de 

especificação no excipiente C, é o que mais se aproxima do intervalo de aceitação descrito 

na farmacopeia europeia. No doseamento das formulações T0, os resultados obtidos 

indicam que não é possível estimar qual é o melhor excipiente (B, C) nem a melhor 

temperatura de fabrico (25ºC, 37ºC) que devem ser aplicados no processo de fabrico dos 

óleos.  

Por fim, devido a um atraso bastante alargado na entrega dos extratos não foi possível 

processar os dados em tempo útil do doseamento das formulações T28 e realizar a última 

parte deste projeto, a validação do método analítico. Face a estes resultados é que se irá 

concluir qual o melhor processo de fabrico e demonstrar a confiabilidade do método para 

a determinação da concentração dos analitos. Assim, a validação é uma etapa essencial, 

já que estes compostos estão associados a propriedades medicinais e psicoativas, e a 

mínima variação na sua concentração pode resultar em efeitos terapêuticos distintos, o 

que consequentemente afeta a qualidade do produto. 
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ANEXOS 

 
Anexo I (Estudos preliminares): Tempo de retenção (TR) (min) e tempo de retenção médio (TR médio) 

(min) dos compostos THC e CBD na solução-padrão P1. 

 Substância TR (min) TR médio (min) 

 

P1  

THC 8.393 8.409 8.401 

CBD 4.781 4.789 4.785 

 

 

 

Anexo II (Estudos preliminares): Cromatogramas da solução-padrão P1 ao comprimento de onda λ1. 

 

 

  
Anexo III (Estudos preliminares): Cromatogramas dos solventes ao comprimento de onda λ1.  

A - Solvente do padrão P1;. B – Solvente da amostra. 

 

A 

A 

A 
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Anexo III (Estudos preliminares, CONT): Cromatogramas dos solventes ao comprimento de onda λ1. 

A– Solvente do padrão P1;. B – Solvente da amostra. 
 

 

 

 
Anexo IV (Estudos preliminares): Cromatogramas dos placebos ao comprimento de onda λ1. 

A – Veículo B; B – Veículo C; C – Veículo B com a essência; D – Veículo C com a essência.

A 

A 

B 

B 
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Anexo IV (Estudos preliminares, CONT): Cromatogramas dos placebos ao comprimento de onda λ1.  

A – Veículo B; B – Veículo C; C – Veículo B com a essência; D – Veículo C com a essência.  
 

 

Anexo V (Desenvolvimento do método): Tempo de retenção (TR) (min) e área do pico (mV.s) usadas 

para a reta de calibração do THC. 

THC 

Solução-padrão Tempo de retenção (TR) 

(min) 

Concentração  

(µg/mL) 

Área 

(mV.s) 

FS-CI 8.045 0.201 5047064 

FS-CI 8.066 0.201 5048095 

FS-CI 8.100 0.200 5031681 

FS-CI 8.126 0.200 5020580 

FS-CI 8.134 0.200 5018376 

FS-CI 8.172 0.199 5 009379 

 

 
Anexo VI (Desenvolvimento do método): Tempo de retenção (TR) (min) e área do pico (mV.s) usadas 

para a reta de calibração do CBD. 

CBD 

Solução-padrão Tempo de retenção (TR) 

(min) 

Concentração  

(µg/mL) 

Área 

(mV.s) 

FS-CI 4.543 0.201 5047121 

FS-CI 4.558 0.201 5051699 

FS-CI 4.578 0.200 4998011 

FS-CI 4.598 0.200 5023856 

FS-CI 4.591 0.200 4981721 

FS-CI 4.632 0.199 5011582 
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Anexo VII (Desenvolvimento do método): Cromatogramas das soluções-padrão ao comprimento de onda 

λ1. A - FS-CI; B – FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End.

A 

A 

A 

A 
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Anexo VII (Desenvolvimento do método, CONT): Cromatogramas das soluções-padrão ao comprimento 

de onda λ1. A - FS-CI; B – FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End. 

A 
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Anexo VII (Desenvolvimento do método, CONT): Cromatogramas das soluções-padrão ao comprimento 

de onda λ1. A - FS-CI; B – FS-CI D-Check; C - FS-CI D-End. 
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