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Resumen

El Cannabis es una planta con multiples aplicaciones, tanto industriales como medicinales. Sus
usos como droga de ritual y con fines terapéuticos datan de hace mas de 4.000 afos en el
continente asiatico. Se conocen 109 fitocannabinoides ademas de terpenos, flavonoides,
esteroides entre otros grupos de metabolitos presentes en el cannabis. Actualmente sus usos
medicinales han despertado gran interés debido a los continuos descubrimientos de las
implicancias que el sistema endocannabinoide presenta en varios procesos fisiolégicos. En el
sistema cardiovascular existen evidencias sobre la utilidad terapéutica de los cannabinoides en
la aterosclerosis y en la proteccion al dafio generado por isquemia-reperfusion. En este trabajo
se estudid el perfil de cannabinodes presentes en extractos de inflorescencias femeninas de
cuatro fenotipos de Cannabis sativa mediante *H-RMN en distintas etapas de maduracién y su
capacidad para inhibir la lipoperoxidacién de la proteina de baja densidad (LDL), proceso
fuertemente ligado al desarrollo de la aterosclerosis. Se evidencid una acumulacién de
metabolitos, entre ellos cannabinodes, en los tricomas glandulares durante la etapa final del
desarrollo de las flores femeninas. El principal cannabinoide encontrado en los extractos
analizados fue el acido carboxilico A9-THC (THC-A) y en una proporcién mucho menor su
producto de descarboxilacién, con propiedades psicoactivas, el A9-THC. Se realizaron andlisis
espectrofotométricos de los extractos, obteniendo dos maximos de absorcion bien definidos a
298 y 257 nm, coincidentes con lo reportado para el THC-A puro, aungque no se obtuvo una
correlacién directa entre los coeficientes de absorciéon para esas longitudes de onda y las
cuantificaciones por 'H-RMN, indicando que en el andlisis del espectro UV-Vis se estdn
observando ademas otros compuestos. Por otra parte los extractos analizados presentaron
una importante inhibicidn de la oxidacién de LDL, prolongando la fase de latencia (>2 veces) e
interrumpiendo las cadenas de propagacion de la lipoperoxidacion (>30%). Los valores de
proteccion encontrados en la oxidacion de LDL no se corresponden de forma lineal con los
niveles de THC-A cuantificados por *H-RMN, indicando la accidn sinérgica de otros compuestos
presentes en el cannabis. La identificacidon de estos compuestos y su accidn en conjunto con
los cannabinoides sobre procesos de interés biomédico serd motivo de investigacion futura.
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1. Introduccidn

1.1 Plantas medicinales

Existe evidencia de que hace mas de 60.000 afios los Neandertales (Homo neanderthalensis) ya
hacian uso de plantas por sus propiedades medicinales; en registros arqueoldgicos de un
cementerio en el norte de Iraq (Cueva Shandir) se encontraron grandes cantidades de polen de
7 especies de plantas usadas en la actualidad como tratar dolencias®. Incluso hay evidencia de
chimpancés (Pan troglodyte L)? y otros animales que utilizan plantas con fines antiparasitarios
y otros no nutricionales®.

Todas las civilizaciones antiguas hacian uso de plantas como medicinas, algunos de los muchos
registros escritos son por ejemplo del afio 5.000 (AC) los sumerios de la antigua Mesopotamia
tenian tablas hechas de barro con listas de cientos de plantas medicinales. Asimismo fue
descubierto de la civilizacién egipcia el “Papiro Ebers” que data del afno 1.600 AC, uno de los
tratados médicos mas antiguos, con informacion de mas de 850 sustancias, la mayoria
provenientes del reino vegetal. Escrituras sanscritas de la India que datan del 1.900 AC como el
“Rig Veda” y el “Atharva” documentan los conocimientos de utilidades medicinales de
plantas?. El Cannabis (Cannabis sativa L) es mencionado en estos documentos, ademds existen
evidencias de su uso en Asia central como droga de ritual® y registros de su uso en la medicina
china datan del afio 2.700 AC®.

El 50% de los farmacos aprobadas en los ultimos 30 afios provienen directa o indirectamente
de metabolitos secundario de plantas’, estos compuestos organicos no estdn directamente
relacionados con el crecimiento, desarrollo o reproducciéon de las mismas, pero si estan
implicados en mecanismos de defensa y comunicacién con otros organismos (otras plantas,
patdgenos, depredadores, etc). Estos compuestos se clasifican en alcaloides, polifenoles,
glicdsidos y terpenos. Muchos de estos presentan marcadas acciones fisioldgicas lo que les
confiere propiedades potencialmente beneficiosas y aptas para la investigacion, desarrollo y
empleo biotecnoldgico tanto en animales como en vegetales.

1.2 Cannabis sativa

Esta planta es originaria de Asia central y del subcontinente indio. Pertenece al género
Cannabis de la familia Cannabaceae y se han descrito 3 subespecies: Cannabis sativa sativa
(Linneo 1753), Cannabis sativa indica (Lamark 1785) y Cannabis sativa rudelaris (Janischewski
1942). Es una hierba alta de rapido crecimiento erguido, angiosperma, principalmente dioica y
anual, con hojas palmaticompuestas. El primer par de hojas es de un solo foliolo dentado,
aumentando gradualmente hasta un maximo de 13 (frecuentemente de 7 a 9), con estipulas y
largos peciolos. Cuando comienza el periodo de floracion hacia los extremos de los tallos se
van reduciendo hasta llegar a 1 foliolo nuevamente. Los pares de hojas inferiores se
encuentran opuestas y en las partes mds maduras alternas. Plantas con floracién de dia corto
(con excepcion de la subespecie rudelaris que son de dia neutro), flores anemdfilas en
inflorescencias cimosas axilares y terminales; las flores estaminadas son paniculiformes, las
flores pistiladas presentan un cdliz tubular corto y 2 pistilos alargados. Los cdlices y las bracteas
de las inflorescencias femeninas presentan abundantes pelos secretores con cabezas de 8-16
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Figura 1. llustracién de una planta masculina (A) y una planta femenina (B). Se muestra una
flor masculina (1) y sus estambres (2), una flor femenina (3), el ovario (4) y el fruto (5)
(Hermann Adolf Kéhler 1887).

células denominados tricomas glandulares (Figura 2) donde se sintetizan y acumulan
metabolitos secundarios, principalmente fitocannabinoides y terpenos® % 10,

Su fruto es un aquenio que se produce en grandes cantidades, de 0,5-2,5 toneladas por
hectarea de cultivo, cosechandose a los 110-150 dias de sembrado. Cuenta con excelentes
valores nutricionales con un contenido de 30-35% de proteinas de calidad comparable a las
provistas por los productos animales y un contenido de 35% de acidos grasos, siendo el 90%
insaturados®' 2, esto le da las cualidades necesarias para ser un excelente alimento tanto para
humanos como para la crianza de ganado.

El cafiamo, nombre que reciben los fenotipos de Cannabis sativa no psicoactivos, fue una de
las primeras plantas utilizadas para la obtencién de fibras hace mas de 10.000 afios®. Debido
al rdpido crecimiento de los tallos y la resistencia de las fibras obtenidas se cultivaba en
Inglaterra en el siglo XVI**. Estas fibras pueden utilizarse para la fabricacién de materiales



Figura 2: Tricomas glandulares de inflorescencias femeninas de Cannabis sativa.

textiles de uso industrial o para vestimenta. El cdfiamo puede ser refinado en varios productos
de interés comercial como papel, plasticos biodegradables, pinturas, aislantes térmicos,
materiales de construccion edilicia y automotriz. También ha demostrado ser muy eficiente
para la generacién de biocombustibles?®.

El uso con fines recreativos, religiosos o terapéuticos ha sido el mas relevante®®. En India era
usada para el tratamiento de neuralgias, convulsiones infantiles, calambres y para algunas
cefaleas como las migranas. Por su parte, en la medicina tradicional China preparados de esta
planta eran empleados para el tratamiento de la malaria, beri-beri y estrefiimiento,
describiéndose también sus posibles efectos psicoactivos, denominados “visiones
diabdlicas”?. Recién en el siglo XIX comenzé a utilizarse en la medicina occidental. En
Inglaterra y en Estados Unidos se utilizaban extractos de resina de cannabis disuelta en etanol
(la denominada tintura de cannabis) para el tratamiento del tétanos, rabia, cdlera,
convulsiones infantiles, reumatismo o deliriums tremens?. Sin embargo, en la primera mitad
del siglo XX el empleo medicinal del cannabis desaparecid, debido sobre todo a la variabilidad
en la potencia de los extractos, a la impredecible respuesta individual que presentaba y a la
aparicién en terapéutica de alternativas mas seguras y sin los efectos adversos psicoactivos
que presenta el cannabis®.

La marihuana (nombre que reciben los fenotipos de Cannabis satvia psicoactivos) es una droga
recreacional popular alrededor del mundo, solamente detras del alcohol, la cafeina y el tabaco.
Los efectos psicoactivos de la marihuana se sabe que poseen una naturaleza bifasica. Los
efectos psicoactivos primarios incluyen un estado de relajacion, y en menor grado de euforia,
debido a su principal componente psicoactivo, el THC. Los efectos psicoactivos secundarios,



tales como una facilidad para el pensamiento filoséfico, la introspeccidn y la metacognicion
también han sido reportados, asi como casos de ansiedad y paranoia®. Finalmente, los efectos
psicoactivos terciarios pueden incluir un aumento en el ritmo cardiaco y el hambre, causado
por el 11-OH-THC, un metabolito psicoactivo del THC producido en el higado. La cognicidon
normal se restaura después de aproximadamente tres horas para dosis grandes por via
inhalatoria®. Sin embargo, en el caso de una misma dosis recibida por via oral genera efectos
mas duraderos. El cannabidiol (CBD), que no tiene que ningun efecto psicotrépico por si mismo
atenuta o reduce los niveles de ansiedad causados por THC®®¢. Segun el andlisis realizado por
investigadores britdnicos, la marihuana tiene un factor de riesgo mas bajo para la dependencia
comparada a la nicotina y al alcohol?. Sin embargo, el uso diario de marihuana puede en
algunos casos ser correlacionado con sintomas psicolégicos de abstinencia tales como
irritabilidad, cefalea e insomnio, entre otros?®, aunque los sintomas son tipicamente suaves y
nunca son peligrosos para la vida?.

La prohibicién de drogas con cualidades psicotrdpicas, estimulantes o estupefacientes,
catalogadas por defensores de politicas prohibicionistas como nocivas para la salud humana y
de potencial uso problematico y generacion de dependencia no han cumplido con su objetivo
de reducir el consumo, trafico y venta de estas sustancias. Asimismo ha evitado que se pueda
investigar el uso de muchas de estas con fines terapéuticos. El uso del cannabis con
propiedades psicotrdpicas fue determinado como ilegal en el “Convenio para la supresion del
trafico ilicito de drogas nocivas. Ginebra, 26 de Junio de 1936”%. Sin embargo en la actualidad
la posesidn de pequefias cantidades, cultivo de pocas plantas y consumo recreativo o para uso
medicinal ha sido descriminalizado en paises como Holanda, Espafia, Portugal, Canada e Israel
entre otros y algunos estados de Estados Unidos como Oregon, Colorado y Washinton DC. En
Uruguay, donde el consumo no era ilegal pero si la produccién a partir de la ley 14.294 del 31
de octubre de 1974%%. A partir del 10 de diciembre de 2013 quedd aprobada la ley 19.172%° que
regula la produccién, comercializacion, tenencia y los usos recreativos y medicinales de la
marihuana, asi como también su uso con fines industriales. Con esta ley, Uruguay se convirtio
en el primer pais del mundo en regular la venta y el cultivo de marihuana en su totalidad. El
decreto N° 46/015% declara que el Instituto de regulacién y control del cannabis (IRCCA)
promovera la investigacion cientifica del cannabis y sus usos medicinales.

1.3 Cannabinoides

Desde principios del siglo XX hubo numerosos intentos de aislar y elucidar estructuralmente
los compuestos activos de esta planta. En 1940 mediante analisis quimicos se descubrié un
nuevo grupo de metabolitos secundarios terpenofendlicos, los cannabinoides?’. En 1964 fue
presentado el aislamiento y elucidacién estructural del tetrahidrocannabinol (THC)?%, siendo el
trans-(-)A9-tetrahidrocannabinol (A9-THC,) el principal responsable de los efectos
psicoactivos?’. Actualmente se conocen 109 fitocannabinoides?” *. Los de mayor abundancia y
de conocida actividad bioldgica son los siguientes: cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC),
cannabidiol (CBD), acido cannabidiol (CBD-A), (-)-A9-trans-tetrahidrocannabinol (A9-THC),
acido tetrahidrocannabinol (THC-A), (-)-A8-trans-Tetrahidrocannabinol (A8-THC), cannabinol

(CBN), tetrahidrocannabivarin (THCV) (Figura 3).
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Figura 3. Cannabigerol (CBG), Cannabicromeno (CBC), Cannabidiol (CBD), acido Cannabidiol
(CBD-A), (-)-A9-trans-tetrahidrocannabinol (A9-THC), acido Tetrahidrocannabinol (THC-A), (-)-
A8-trans-Tetrahidrocannabinol (A8-THC), Cannabinol (CBN), Tetrahidrocannabivarin (THCV).

Su biosintesis parte de un metabolito fendlico proveniente de la ruta del acido shikimico y un
metabolito isoprenoide de la ruta del acido mevaldnico (Figura 4). La primera reaccién es
catalizada por la enzima geranilpirofosfato:olivetolato geraniltransferasa (GOT)3.. Luego el
CBG-A formado puede ser sustrato de tres enzimas que sintetizan sus productos
correspondientes: THC-A sintasa, CBD-A sintasa y CBC-A sintasa®2. Los deméas metabolitos se
producen por pérdida espontanea del acido carboxilico y el CBN se produce por oxidacion
espontanea por contacto del THC con O,. Los fitocannabinoides dentro de los tricomas se
encuentran mayoritariamente en sus formas acidas, estos no son psicoactivos y tienen

potencial como agentes terapéuticos para diversas patologias3* 3*
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Figura 4. Ruta biosintética de los principales fitocannabinoides.

1.4 Terpenos del cannabis

Otros compuestos descritos en el cannabis incluyen terpenos, azucares, hidrocarburos,
esteroides, flavonoides, compuestos nitrogenados, fenoles no cannabinoides y aminoécidos?.
Los terpenos son compuestos que derivan de la sintesis de isoprenos y poseen caracteristicas
organolépticas particulares. Los que frecuentemente se sintetizan y acumulan en los tricomas
glandulares del cannabis son: limoneno, mirceno, a-pineno, linalol, B-cariofileno, éxido de
cariofileno, nerolidol y fitol (Figura 5) entre otros®.



OH

Figura 5. Estructuras quimicas de limoneno (1), mirceno (2), a-pineno (3), linalol (4), B-
cariofileno (5), éxido de cariofileno (6) y nerolidol (7)

Estudios recientes indican la accién sinérgica entre los fitocannabinodes® y también con los
terpenos del cannabis®” 3 39 mejorando las propiedades medicinales, reduciendo los efectos
secundarios negativos.

1.5 Sistema endocannabinode

El estudio del mecanismo de accion del THC (componente psicotrépico) condujo en 1995 a la
identificacién de un nuevo sistema de sefializacidn celular, el sistema endocannabinoide (SE)*.
Este sistema se compone de los endocannabinodes: N-araquidonoiletanolamida (AEA) y 2-
araquidonilglicerol (2-AG) y receptores asociados a proteinas G: CB1 y CB2*. Estos ademads
estan sujetos a la accién de fitocannabinoides y ligandos sintéticos, tanto como agonistas o
antagonistas®.

Dependiendo del tipo celular, de la intensidad con la que se produzca la interaccion, del tipo
de cannabinoide y del receptor sobre el que actien (CB1 o CB2), resultara en la modulacion de
la actividad de la proteina quinasa C (PKC) y la proteina quinasa A (PKA), por consiguiente
modulando la actividad de quinasas activadas por mitdgeno (MAPK)*?, implicadas en la
activacion de factores nucleares que desencadenan numerosos procesos implicados en

respuestas inflamatorias, proliferacidn, diferenciacién y muerte celular programada®® %4,

El SE se encuentra ampliamente distribuido, tanto en el sistema nervioso central y periférico
como en érganos vy tejidos (Figura 6). Los receptores CB1 se encuentran fundamentalmente a
nivel del sistema nervioso central, en regiones del cerebro que regulan las funciones motoras,
cognitivas, emocionales y sensoriales. Por tanto la activacidn de los receptores CB1 centrales

10
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Figura 6. Distribucion de los receptores CB1 y CB2 en el cuerpo humano (Kalapa Clinic S.L.
Barcelona).

es responsable de la mayoria de los efectos comportamentales y psicotropicos de los
cannabinoides®. Estos receptores también se encuentran en el tronco encefdlico, el
hipotalamo y la glandula pituitaria, afectando la percepcién de dolor, la actividad hormonal y
la termorregulacién, ademas de la fisiologia cardiovascular, gastrointestinal y respiratoria. A
nivel periférico los receptores CB1 regulan el balance energético y la reproduccién®. La
regulaciéon del apetito por endocannabinoides ha recibido especial atencién, habiéndose
desarrollado una serie de terapias, en particular el uso de rimonabat y otros agonistas de CB1,
qgue demostraron un efecto beneficioso para aumentar la sensacion de saciedad y promover la
pérdida de peso, pero debieron ser retirados del mercado por sus efectos colaterales
siquiatricos 4748,

En el sistema inmune se ha visto la presencia de receptores CB2, donde participan en la
diferenciacion de linfocitos T y en la regulacién del patron de citoquinas expresadas®. La
activacion de los receptores CB2 inhibe la activacidon de linfocitos Ty a linfocitos T CD4**°, estas
células expresan gran densidad de ligando de CD40 (CD40L). La unién de CD40L con el receptor
CD40 en células del sistema inmune, sistema nervioso, musculo liso y fibroblastos produce la
expresion de moléculas de adhesion, citoquinas proinflamatorias y enzimas que degradan la
matriz extracelular®. Esta funcién de modulacién posiciona al SE como un buen blanco de
investigacion, en particular para el desarrollo de tratamientos de diversas patologias
relacionadas con la inflamacion y el dafio oxidativo del sistema nervioso central > >3,

1.6 Efectos farmacoldgicos
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Se ha demostrado que el THC inhibe a la enzima acetilcolinesterasa, evitando la agregacién de
péptidos B-amiloide, marcador clave de la enfermedad de Alzheimer®*. El rol de los
cannabinodes como inhibidores pre-sindpticos via sefializacidon retrégrada® le confiere
capacidad neuroprotectora, evitando la toxicidad producida por la sobre-excitacién neuronal
(exitotoxicidad)®®, neuroinflamacién y estrés oxidativo asociado®’, procesos directamente
relacionados con el dafio y envejecimiento cerebral®®. Ademas se ha visto que sus cualidades
neuroprotectoras pueden ser efectivas en tratamientos para la epilepsia; por ejemplo el CBD>®
y el CBDV®? han funcionado con éxito en la terapia anticonvulsivante.

Por otra parte, estudios recientes evidencian el potencial del uso de cannabinoides como
agentes antineopldsicos por sus cualidades antiproliferativas y antiangiogénicas in vitro e in
vivo en diferentes modelos de cancer, actuando a nivel de las rutas de senalizacion celular
implicadas en estos procesos®’. También se conoce la accién como analgésico del CBDA (Clso= 2
uM) inhibiendo selectivamente la ciclooxigenasa 2 (COX2)%2. De igual manera el uso de los
cannabinodes tiene potencial para la regulacion del apetito®y como paliativo del dolor
neuropatico crénico y las nduseas de pacientes en quimioterapia®, enfermos de VIH®y
esclerosis multiple®®.

Los receptores de cannabinoides también se han encontrado a nivel del sistema cardiovascular
y existen evidencias significativas sobre la utilidad terapéutica de los cannabinoides en
patologias cardiovasculares. Bajas dosis orales (menores que las dosis psicoactivas) de THC
inhibieron la progresion de ateroesclerosis en ratones Apo-E”-®’. Por su parte los receptores
CB1y CB2 ha sido implicado en el pre-acondicionamiento a la isquemia inducido por LPS®%° y
en el efecto beneficioso de la nitroglicerina y por tanto del ‘NO en la cardioproteccion
retardada’. Las células linfoides aisladas de los ratones tratados con THC demostraron
ademds una capacidad menor de proliferacion y secrecion de INF-y. La chemotaxis
macrofagica, un paso crucial para el desarrollo de ateroesclerosis, también fue inhibida in vitro
por THC®”. Ademas se ha demostrado el efecto protector del cannabis en el dafio generado por
isquemia-reperfusion, la cual involucra un importante componente de estrés oxidativo’.

1.7 Oxidacién de lipoproteinas

En los procesos inflamatorios los macréfagos y neutréfilos reclutados producen radical
superdxido (0,7 ) y perdxido de hidrégeno (H,0,)’%, estas moléculas son muy reactivas y
pueden generar otras especies también fuertemente oxidantes como el radical oxidrilo ( - OH),
radical éxido nitrico y (- NO) y peroxinitrito (ONOO™). Estas moléculas a pesar de estar
implicadas en procesos de sefializacion y defensa frente a patégenos’, si la inflamacidn no se
resuelve y persiste, pueden comenzar a reaccionar con componentes endégenos, provocando
disfuncion endotelial y dafio en los tejidos’. Son ya conocidas las asociaciones entre la
oxidaciéon de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el desarrollo de la aterogénesis’. Las
moléculas de LDL retenidas en la tunica intima (capa subendotelial) sufren modificaciones
oxidativas mediadas por las especies reactivas descritas anteriormente y son reconocidas por
los receptores scavenger de los macréfagos 6, estos comienzan a internalizar la LDL oxidada y
dan lugar a la formacidon de células espumosas 7”78, implicadas en la formacién de placas de
ateroma’® (figura 7).
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Figura 7. Formacion de células espumosas mediante la internalizacion de LDL oxidada. Proceso
relacionado con la formacion de placas de ateroma. Adaptado a partir de .

El interior de la LDL es un centro lipofilico compuesto principalmente por moléculas de ésteres
de colesterol y moléculas de triglicéridos, rodeado por una monocapa formada principalmente
por fosfatidilcolina y colesterol libre. Alrededor del 50% de los 4cidos grasos presentes en la
LDL son poliinsaturados, principalmente acido linoleico (18:2, w6). En la capa externa de la
particula se encuentra la apolipoproteina B-100. Ademas posee diversos antioxidantes como
componentes estructurales, entre ellos se destacan el a-tocoferol y el B-caroteno®.

La lipoperoxidacién es el proceso por el cual el oxigeno molecular es incorporado a las
moléculas de lipidos insaturados (LH) para formar hidroperdxidos lipidicos (LOOH)®. El proceso
de ataque oxidativo que sufren los lipidos insaturados se debe a reacciones en cadena
mediadas por radicales libres, iniciadas por la abstraccion de un atomo de hidrégeno del
metileno bis-alilico del lipido insaturado por un radical libre reactivo y seguido por una
secuencia de reacciones de propagacién. La lipoperoxidacidon procede a través de tres fases:
iniciacidn, propagacion y terminacién®? (Figura 8). La fase de iniciacidn, el primer paso critico,
esta promovida por algun tipo de iniciador que sobrepasa la energia de disociacion del enlace
alilico causando la abstraccion del hidrogeno y la formacién del radical alquilo (L -). Una vez
que se formo el radical alquilo, grupos adyacentes le proveen estabilizacién por resonancia,
formandose dobles enlaces conjugados (dienos conjugados) que presentan un maximo de
absorbancia caracteristico a 234 nm. El oxigeno molecular reaccionara rapidamente con el
radical alquilo para formar en el radical peroxilo (LOO -), este radical es un importante
intermediario en la cadena de propagacidn porque una vez formado, continuara la cadena de
reacciones oxidativas abstrayendo un atomo de hidrégeno de otros grupos alquilo cercanos.
Este ciclo de reacciones propagadoras se repite a través de la abstraccion de hidrégenos y
formacién del LOO -, siempre que se encuentren disponibles suficientes moléculas de O, y
sustratos lipidicos insaturados. Al evaluar la lipoperoxidacion, dependiendo de la técnica, se
observara lo que llamamos “fase de latencia” que va a estar dada por la fase de iniciacion, la
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Figura 8. Mecanismo de lipoperoxidacion de un acido graso insaturado. Se muestran las tres
etapas: iniciacion, propagacion y terminacién. R -: radical iniciador, LH: lipido, L - : radical
alquilo, LOOH: hidroperdxido lipidico, LOO - : radical peroxilo, LL: dos moléculas lipidicas
unidas covalentemente, LOOL: perdxido lipidico, XH: compuesto antioxidante. Modificado a
partir de %2,

cual esta determinada por las caracteristicas de reactividad de los lipidos involucrados y en el
caso de las lipoproteinas plasmaticas de la presencia, concentracidon y reactividad de los
antioxidantes presentes, entre los que se incluyen carotenoides y vitamina E principalmente®.
La duracidon del ciclo de reacciones de radicales peroxilo es gobernada por varias reacciones
competidoras de terminacidn, estas incluyen la reaccién bimolecular de dos radicales alquilo o
de dos radicales peroxilo para formar productos no radicalares reconocidos por los receptores
scavenger de macréfagos como fue descrito anteriormente. También existe la posibilidad de
que algin compuesto antioxidante, ya sea enddgeno o no, finalice la cadena de
lipoperoxidacién. Por este motivo es que en este trabajo se pretendié estudiar el perfil de
cannabinodes de cuatro variedades de Cannabis sativa y su capacidad de prevenir la oxidacion
de LDL.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar el perfil de cannabinoides en extractos de Cannabis sativa mediante Resonancia
Magnética Nuclear de protédn *H-RMN y evaluar la capacidad de los mismos de prevenir la
oxidacién de LDL mediada por Cu?*.

2.2 Objetivos especificos

1. Preparacidn de extractos mediante maceracidn dindmica con cloroformo.

2. Cuantificacién de los principales cannabinoides presentes mediante *H-RMN de los extractos
obtenidos.

3. Estudio de las caracteristicas espectrofotométricas de dichos extractos.

4. Evaluacién in vitro de la capacidad de los mismos de prevenir la oxidacidon de LDL mediada
por Cu?*,

15



3. Materiales y métodos

3.1 Extractos de Cannabis sativa

3.1.1 Obtencién de las muestras

Se colectaron muestras frescas de las inflorescencias femeninas en distintos momentos del
final del periodo de floracién de cuatro fenotipos estables de Cannabis sativa: White
strawberry skunk (SB), Exodus cheese (EC), Magma (Mag) y Money maker (MM) del banco de
semillas Green House Seeds (Amsterdam). Las muestras fueron donaciones del Club Cannabico
Guidai Dioi. Se realizaron tres colectas de muestras frescas, entre la primer colecta y la
segunda hubo 5 dias de diferencia, entre la segunda y la tercera (cosecha final) 10 dias.
También se obtuvo una cuarta muestra de las partes florales secas obtenidas 30 dias después
de la cosecha.

3.1.2 Preparacion de los extractos

En matraces Erlenmeyer de 200 mL y por duplicado se realizaron maceraciones dindmicas de
20 minutos en cloroformo (CHCl;) de aproximadamente 1 g de muestra con el fin de extraer
el contenido de los tricomas glandulares presentes. Se filtré y luego fueron llevados a
sequedad mediante la utilizacién de un evaporador rotatorio.

3.2 Cuantificacidon por Resonancia Magnética Nuclear de protdon (*H-RMN)

En tubos de vidrio se disolvieron aproximadamente 20 mg de los extractos secos en 600 pL de
cloroformo deuterado (CDCl3) y se adicionaron 20 pL de tetrametilsilano (TMS; 0,25 M
concentracién final) como estandar interno. Se adquirieron los espectros en un equipo Bruker
DPX 400, se aplicaron 64 scanes que requieren 10 minutos y 26 segundos de tiempo de
adquisicion con los siguientes parametros: 0.16 Hz/punto, ancho de pulso (PW) = 30° (11,3
ms), y tiempo de relajacién (RD) = 1,5 s &8,

3.3 Andlisis espectrofotométricos

Para trabajar las muestras se solubilizaron en dimetilsulféxido (DMSO). Se realizaron espectros
UV/Vis (200 a 600 nm) empleando concentraciones crecientes de los extractos de Cannabis
sativa (en el rango de 0,1-2 mg/mL), diluidos en DMSO:amortiguador fosfato (100 mM, pH 7,4)
1:20 (v:v), contra un blanco que contenia DMSO y buffer en la misma relacién.

3.4 Determinacién de la capacidad antioxidante

Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos se procedid a analizar cdmo éstos
afectan la latencia o fase de iniciacidn y la velocidad de formacién de dienos conjugados en la
etapa de propagacion de la lipoperoxidacion de los acidos grasos insaturados presentes en la
LDL.

3.4.1 Purificacidén de LDL por ultracentrifugacién

Se partié de plasma humano fresco, se agregd 0,28 g de KBr por mL de plasma para llevar la
solucion a una densidad de 1,3 g/L. Se colocaron en los tubos de ultracentrifugacién hasta
aproximadamente un 40% de su volumen y se adiciond, lentamente por las paredes del tubo
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para no romper el gradiente de densidad, hasta completar el tubo una solucién de NaCl 0,15
M. Se centrifugd a 300.000 g durante una hora y media a 4°C, luego se colecté la banda de
color naranja, a la que se determind la concentracidn proteica mediante medida de
absorbancia a 280 nm, empleando para el cdlculo de concentracion un coeficiente de extincidn
de 1 (mg/mL.cm)™.

3.4.2 Evaluacidon de lipoperoxidacion mediante medida de formacién de dienos conjugados

Se desencadend la lipoperoxidacién a 37°C en solucién buffer fosfato (100 mM, pH 7,4) en la
fraccién de plasma humano enriquecida en LDL (0.01 g/L) mediante la adicién de CuSO,
(0.2mM), en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes del extractos de Cannabis
sativa (0,01-5 pg/mL) solubilizados en DMSO. Para todas las reacciones se utilizé exactamente
el mismo volumen de DMSO (0,2% volumen final). En estas condiciones no se observé una
interferencia significativa con la lectura de absorbancia, como ocurria si se utilizaba una mayor
proporcién de DMSO. Empleando un espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies,
CA) multicubeta termostatizado a 372 C se procedié a medir la absorbancia a 234 nm debida a
la formacidon de dienos conjugados, contra un blanco que contenia buffer y la misma
proporcién de DMSO. Ademas se realizd un control de autooxidacion de LDL que prescindia de
extracto e iniciador, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Esquema de trabajo para la medida de dienos conjugados

Cuba Buffer DMSO Extracto LDL CuSO,
Reaccidn + - + + +
Blanco + + - - -
Control sin extracto + + - + +
Control sin iniciador + + - + -

Los datos obtenidos se ajustaron a una funcién sigmoidea mediante la siguiente ecuacion:

A+ (A Ay)
y= (1 4 10(ogxo—x)*P))

Donde A; y A; representan los valores minimo y maximos a los que tiende la absorbancia
respectivamente, mientras que xo y P representan ti/; y la pendiente, respectivamente.

Estos pardmetros fueron utilizados para calcular la duracién de la latencia, considerando que la
fase de iniciacidn termina cuando la absorbancia aumenta a un 10% del total de la absorbancia
maxima registrada. La capacidad para interrumpir las reacciones en cadena de la fase de
propagacion se calculd a partir de la pendiente de esta fase mediante la siguiente ecuacion:

P
% Proteccion = 100 — P—ex100

a

Donde P.y P,representan la pendiente en presencia y ausencia de extracto respectivamente.
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3.5 Estadistica
Los graficos se realizaron utilizando el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation, MA).

Se realizaron ajustes lineales con los valores de absorbancia maxima para obtener los
coeficientes de absorcidn de las muestras.

Para el procesamiento y comparacion de los espectros de H-RMN se utilizé el paquete de
programas MestreC Nova (Mestrelab Research S.L. La Coruiia).

Para determinar la independencia entre pardmetros se empleé ANOVA, seguido por
Bonferroni post test.
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4. Resultados y discusion

4.1 Extracciones

Como era de esperarse, se observd un aumento en los rendimientos de extraccion
acompafiando la maduraciéon de las muestras, denotando una acumulacién de metabolitos en
el periodo final de la maduracién de la flor (Tabla 2), como ya ha sido reportado®. Asimismo se
evidencia este aumento de metabolitos en los tricomas glandulares debido a cambios en la
coloracion que presentan estos; los cuales comienzan siendo mayoritariamente transparentes,
pasando a un color blanco mas denso, y finalizando en una tonalidad dmbar (Figura 9).

Se puede apreciar un aumento importante en el rendimiento para las extracciones realizadas
sobre muestras secas (SB4, EC4, Mag4 y MMA4), lo que era de esperarse ya que en el secado el
material vegetal pierde cerca el 80% del agua presente (Tabla 2).

Tabla 2: Rendimiento de las extracciones.

Extracto Rendimiento (%)*
SB1 11
SB2 13
SB3 16
SB4 26
EC1 8
EC2 13
EC3 15
EC4 26

Magl 10
Mag?2 16
Mag3 21
Mag4 31
MM1 16
MM?2 20
MM3 22
MM4 24

*El rendimiento de las extracciones se expresé como el porcentaje de la masa obtenida
respecto a la masa de partida, en las extracciones realizadas por duplicado de las muestras en
los distintos momentos de maduracién.
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pmmm (Dia -15) MUESTRA 1

Tricomas transparentes en su mayoria.

mmmm (Dia -10) MUESTRA 2

Los tricomas comienzan a toranrse de
un color blanco lechoso.

mmmm (Dia 0) MUESTRA 3 -COSECHA-

Las cabezas de los tricomas empiezan
a adquirir un color ambar.

 (Dia +30) MUESTRA 4

Tricomas mayoritariamente ambar.

Figura 9: Maduracidén de los tricomas glandulares con el paso del tiempo. Capturas realizadas

con microscopio digital.
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4.2 Cuantificacion por *H-RMN

Utilizando las sefiales en los espectros de *H-RMN especificas para los fitocannabinoides que
en cloroformo deuterado aparecen entre 5,5-6,8 ppm & 8% 88 se realizé la cuantificacion
de los mismos. Se integré el drea bajo los picos con un desplazamiento quimico de 6,25
y 6,39 ppm para el THC-A y 6,14 ppm para el THC (Figura 10 A), utilizando como
estandar interno TMS (tetrametilsilano) a una concentraciéon conocida. No se
registraron sefales significativas que permitieran la cuantificacién de otros
fitocannabinodes como ser el cannabinol (CBN, H-4 6=6,44 ppm), cannabidiol (CBD, H-
2 6=6,18 ppm), el acido carboxilico cannabidiol (CBD-A, H-10 6=5,57 ppm) o el acido
cannabicromeno (CBC-A, H-8 6=6,74 ppm) en los extractos de los fenotipos

A
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analizados.
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Figura 11. Reaccién de descarboxilacién de THC-A

Como ya ha sido reportado®®, en los extractos frescos el cannabinoide predominante es el
acido carboxilico THC (THC-A) y en una proporcidn muy baja su producto de descarboxilacion,
el THC. Las relaciones se mantienen entre las distintas variedades analizadas. Dado que el THC
se genera por la pérdida espontanea del grupo carboxilo del THC-A en forma de CO; (Figura
11), es coherente ver una acumulacién significativa de este metabolito en los extractos de las
muestras secas.

Ademas se observa un incremento en la cantidad de cannabinoides de los extractos a medida
que la maduracidon de las muestras avanza, concordante con los valores de rendimientos
obtenidos en el punto anterior. Es coincidente también con lo que reporta un grupo de
investigadores, ellos encuentran un incremento significativo en la acumulacién de
cannabinoides en las dos uUltimas semanas antes de la cosecha, asociado a el aumento en la

Tabla 3. Contenido de cannabinoides en los extractos.

Extracto THC-A (%)* THC (%)*
SB1 13,2+0,3 0,1
SB2 13,6 +1,1 0,4+0,1
SB3 16,2 +0,5 0,3+0,03
SB4 15,3+0,3 1,1+0,08
EC1 8,3%0,1 0,1
EC2 8,0+0,3 0,2+0,02
EC3 13,6 +0,2 0,2
EC4 13,9+ 0,4 0,9+0,03

Magl 11,4+0,2 0,1
Mag?2 5,8+0,3 0,1+0,001
Mag3 - -
Mag4 15,4+0,6 1,1+0,08
MM1 9,3+0,03 0,2
MM2 3,6+0,5 0,2+0,06
MM3 11,8+0,3 0,4
MM4 15,2+0,8 1,2+0,2

*Los valores de THC-A y THC de las diferentes plantas (SB, EC, Mag y MM) en las diferentes
etapas de maduracién (1-4) se expresan en porcentaje de la masa calculada a partir de la
integracion de los picos en los espectros de *H-RMN de los metabolitos corregida por la masa
del extracto analizado.
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expresion de los genes que codifican para la sintesis de las enzimas acido olivetolico ciclasa
(OAC) y olivetol sintasa (OLS), necesarias para la sintesis del precursor fendlico en la sintesis de
los cannabinoides®.

Los valores de los extractos Mag2 y MM2 no siguen las tendencias esperadas, esto puede
explicarse por no haber tomado esas muestras de los mismos cimulos florales que las demas
muestras para las extracciones. Respecto a la muestra Mag3, no fue posible la realizacion del
espectro debido a un incidente en la manipulacién.

4.3 Analisis espectrofotométrico

Como se muestra en la Figura 12, se obtuvieron espectros de absorcidon UV-Vis de los extractos
gue mostraron dos maximos de absorcidn bien definidos, uno a 298 y el otro a 257 nm,
coincidente con los resultados publicados empleando THC-A puro®, lo que confirma los
resultados de los perfiles de cannabinoides obtenidos por *H-RMN. Realizando ajustes lineales
se obtuvieron los valores de los coeficientes que relacionan la absorbancia con la
concentracion del extracto para esas longitudes de onda (Tabla 4).

ABS

0,0 T T T
250 300

T
350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 12. Caracteristicas espectrales UV-Vis de los extractos de cannabis sativa. A modo de
ejemplo se muestra el espectro de absorcién UV-Vis del extracto SB3 entre 240 y 400 nm (los
espectros se continuaron hasta los 600 nm mostrando un perfil plano cercano a cero). Las
concentraciones utilizadas fueron: 0,625; 0,833; 1,25; 1,667 mg/mL. En el inserto se muestra el
ajuste lineal (R?= 0,987) realizado para el méximo de absorbancia a 298nm.
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Tabla 4: Coeficientes de absorcién a 298 y 257 nm de los extractos.

298 nm 257 nm
coeficiente | Ordena coeficiente Ordenada
Extracto | de absorcion | daen el s de absorcién enel R
(mg/mL) origen R (mg/mL)em origen R
‘em? y(x=0) ! y(x=0)
SB1 0,36 0,006 0,999 0,82 0,028 0,999
SB 2 0,32 -0,02 0,994 0,71 -0,02 0,994
SB3 0,32 0,03 0,987 0,73 0,06 0,99
SB 4 0,43 0,011 0,999 0,96 0,036 0,999
EC1 0,32 0,06 0,999 0,68 0,19 0,998
EC2 0,33 0,05 0,991 0,74 0,09 0,993
EC3 0,43 0,06 0,998 1,054 0,067 0,999
EC4 0,39 0,02 0,994 0,88 0,06 0,994
Mag 1 0,389 0,01 0,998 0,84 0,05 0,998
Mag 2 0,25 0,02 0,994 0,522 0,066 0,999
Mag 3 0,45 -0,01 0,989 0,73 -0,01 0,981
Mag 4 0,241 -0,03 0,972 0,53 -0,06 0,969
MM 1 0,47 0,05 0,979 1,08 0,02 0,985
MM 2 0,15 -0,03 0,948 0,3 -0,03 0,954
MM 3 0,47 0,02 0,976 1,01 0,1 0,977
MM 4 0,49 0,01 0,97 1 0,04 0,978

Los coeficientes de correlacidn obtenidos (R?) fueron relativamente altos (>0,97) sefialando
una relacién lineal entre la absorbancia y la concentracién para todos los extractos analizados,
con excepcién de MM2 que mostré una relacion mas pobre (0,95), coincidente con los
resultados de RMN que fueron discordantes con el resto de las muestras, por lo que su efecto
en las siguientes aproximaciones se descarté. Por su parte, las pendientes fueron similares,
con una mediana de 0,39 (rango 0,24-0,49) (mg/mL)*cm™a 298 nm y 0.82 (rango 0,52-1,08)
(mg/mL)ecm™ a 257 nm, demostrando una consistencia apreciable en la composicién de los
diferentes extractos. A pesar de no contar aun con los compuestos puros ni con un valor de
coeficiente de correlacidn fiable de la literatura, y debido a que el valor de la ordenada en el
origen fue muy cercano a cero nos hizo sospechar que la presencia en los extractos de otros
compuestos diferentes de THC-A deberia ser muy escasa. Los carotenoides entre los que se
incluyen la luteina, el B-caroteno y el licopeno muestran maximos de absorbancia entre 400 y
550 nm, con coeficientes de extincién en el rango de 200-300 (mg/mL)*cm™? (dependiendo del
tipo especifico y del solvente)®, por lo que aun a baja concentracién deberian ser
espectrofotométricamente evidenciables. Tampoco habrian evidencias espectrales sobre la
presencia de flavononas como quercetina y rutina (Amax ~ 250 y 370 nm) o acidos fendlicos
como el cafeico y el clorogénico (Amax ~ 325 nm), con coeficientes de extincidn en el rango de
10-35 mM?*cm™ 0 18-62 (mg/mL)tem™™ &,

Para analizar la relacion entre los coeficientes de absorcion determinados
espectrofotométricamente y la concentracién de cannabinoides determinada por 'H-RMN se
realizo el grafico de correlaciéon (Figura 13), el cual no mostré una correlacion directa entre los
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Figura 13. Correlacién entre los niveles de THC-A (porcentaje masa/masa de THC-A en el
extracto) y los coeficientes de absorcién a 298nm (negro) y 257nm (rojo) de los extractos
analizados.

datos, indicando que si bien el analisis del espectro UV-Vis mostré una marcada prevalencia de
los cannabinoides, en esa técnica se estdn observando ademads otros compuestos. La
investigacion de estos compuestos va a ser motivo de estudio en la etapa de maestria, asi
como la posibilidad de analizar la potencial descarboxilacidon del THC-A a su forma psicoactiva,
ya que estas especies presentan espectros de absorcidon muy distintos, con desaparicién de la
banda a 298 nm?3, siendo de relevancia esta informacién para aplicaciones medicinales.

4.4 Oxidacion de LDL

A continuacién pasamos a analizar la capacidad de los extractos de Cannabis Sativa de prevenir
la oxidacion de LDL, para ello evaluamos la generacién de dienos conjugados a 234 nm en
presencia de la lipoproteina expuesta a CuSO, (0.2mM). En la Figura 14 se muestra la curva
obtenida al medir las absorbancias a 234 nm registradas durante la reaccién de
lipoperoxidacidn tomada como control -sin el agregado de extracto de Cannabis sativa- (Figura
14 A) y utilizando concentraciones crecientes del extracto SB3 (Figura 14 B).
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Figura 14. A. Curva obtenida al incubar LDL con Cu?*. La seccién (1) del grafico se corresponde
con la fase de iniciacion, la (2) con la de propagacion y la (3) con la fase de terminacién. B.
Generacién de dienos conjugados por el sistema LDL/Cu? en ausencia (linea negra) y en
presencia de concentraciones crecientes del extracto SB3: 0,01 (linea roja); 0,05 (linea azul);
0,5 (linea celeste); 1 (linea rosada); 2,5 (linea verde oliva) y 5 (linea azul marino) pug/mL. C.
Gréfico dosis respuesta para SB3 realizado a partir de las pendientes de la fase de propagacion
de la figura B.

26



Tomando como referencia la concentracién de 1 ug/mL, que para SB3 estaba en el orden de la
Clso (Figura 14 C), se procedid a analizar los extractos provenientes de las plantas SB y EC
ajustando las concentraciones utilizadas para que todos los ensayos tengan la misma
concentraciéon de THC-A. No se estudid el efecto de los extractos Mag y MM debido a los
resultados inconsistentes obtenidos en los andlisis de los puntos anteriores. De este modo se
obtuvieron importantes inhibiciones de la lipoperoxidacion de LDL. En primer lugar los
extractos mostraron una importante capacidad antioxidante, es decir de actuar como dadores
de hidrégeno, y de este modo retardaron el inicio de la sefial proveniente de la formacion de
dienos conjugados. En efecto, la fase de latencia aumentd entre 2,6 y 2,2 veces en presencia
de los extractos de SB y EC respectivamente, provenientes de la primera recoleccién. Ademas
la fase de propagaciéon también se vio afectada por la presencia de estos mismos extractos,
con una disminucidon muy significativa en la pendiente, del orden de 40 y 30% para SB y EC
respectivamente, evidenciando su capacidad de interrumpir las cadenas de lipoperoxidacion.

Por un lado, las inhibiciones de oxidacién lipidica inducidas por los extractos SB parecen no
presentar diferencias para los distintos estadios de maduracién (Figura 15 Ay B). Por otro lado,
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Figura 15. Inhibicion de la lipoperoxidacion. El efecto de los extractos SB y EC sobre la fase de
latencia (A y C, respectivamente) y de propagacion (B y D, respectivamente) de la
lipoperoxidacion. Esta ultima se representdé como se describe en la Seccién Materiales y
Métodos. La latencia se expresa como veces respecto al control (*** <0.001, *<0.05).
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los extractos EC provenientes de las colectas posteriores mostraron un aumento significativo
en la latencia (Figura 15 C), asi como también se observa la misma tendencia en la proteccion
correspondiente a la fase de propagacién (Figura 15 D). La maduracion de esta planta parece
llevar a un aumento en los componentes capaces de disminuir la oxidacién lipidica.

La tendencia al aumento de la inhibicién de la oxidacién lipidica cuanto mds maduras las
muestras EC y el hecho de haber realizados ajustes para nivelar la cantidad de THC-A en los
ensayos estaria indicando que el efecto de proteccidn estaria dado no solo por el cannabinoide
presente (THC-A). Esto es coherente con el hecho de que el extracto entero posee también
otros compuestos presentes en el cannabis como los son los terpenos, que poseen
propiedades antioxidantes®”, pudiendo estar actuando en sinergismo con el THC-A °.
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5. Conclusiones

- En la etapa final del desarrollo del periodo de floracién, se produce una acumulaciéon de
metabolitos secundarios, entre ellos fitocannabinodes, en los tricomas glandulares de las
inflorescencias femeninas de Cannabis sativa.

- En los extractos enteros de los fenotipos de Cannabis sativa analizados, el principal
fitocannabinoide encontrado fue el A9-tetrahidrocannabinol en su forma 4acida (THC-A) no
psicoactiva.

- La falta de correlaciéon entre la concentracion de cannabinoides obtenidos mediante estudios
de H-RMN vy los resultados de espectrofotometria UV/Vis sefialan la presencia de otros
compuestos que absorben en el mismo rango del espectro.

- Los extractos enteros presentan la cualidad de inhibir la lipoperoxidacién de LDL mediada por
Cu®.
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6. Perspectivas

- Empleo de otras técnicas de extraccion de los compuestos bioactivos: maceracién con etanol
y extraccion con CO; supercritico.

- Profundizar en el estudio de los cambios en los perfiles quimicos de los extractos mediante
andlisis de *H-RMN durante el periodo de floracidon, haciendo énfasis en los cannabinoides y
terpenos presentes, aumentando nimero y diversidad de muestras de Cannabis sativa.

- Complementar los estudios de metabolémica mediante HPLC y espectrometria de masas.

- Continuar con los estudios de la capacidad de los extractos de prevenir la oxidacién de LDL
y/o su internalizacién mediada por receptores scavenger celulares.

- Evaluar la capacidad de los extractos de inhibir la activacién de monocitos/macréfagos
inducida por LDL oxidada.

- Estudio de la correlacion entre la variabilidad del perfil quimico y la actividad biolégica.
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