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RESUMEN

Cannabis; es un grupo de plantas con gran cantidad de aplicaciones tanto industriales
como medicinales: dentro de los efectos terapéuticos se encuentran antiemético,
analgésico, relajante muscular, el tratamiento de la esclerosis multiple y algunos tipos de
cancer, efectos que se atribuyen a su amplio espectro de metabolitos secundarios, entre
los que se destacan los cannabinoides, terpenos y flavonoides. La comunidad cientifica
ha desarrollado numerosos estudios evaluando el potencial terapéutico de los
cannabinoides y recientemente, se han realizado estudios sobre el efecto sinérgico o efecto
séquito de las plantas de Cannabis. Actualmente se realizan estudios preclinicos y clinicos
para evaluar la eficacia y seguridad del consumo de los cannabinoides, especialmente
cannabidiol (CBD) y tetrahidrocannabinol (THC), pero existen pocas investigaciones
sobre cannabinoides 4acidos como el 4cido cannabidiolico (CBDA). El Departamento del
Cauca posee variedades de Cannabis con actividad psicoactiva, la cual contiene
concentraciones de Tetrahidrocannabinol (THC) superior al 1% y variedades de Cannabis
con actividad no psicoactiva, con concentraciones de THC inferior al 1%. Por lo cual, en
el presente estudio se determind la composicion quimica, especialmente de cannabinoides
y terpenos presentes en la flor de cuatro variedades de C. sativa no psicoactivo cultivadas
por productores del Cauca. El estudio se inicid con la caracterizacion morfologica de las
variedad de Cannabis, los extractos se obtuvieron a partir de tres procesos diferentes;
extraccion rapida (adaptacion Live Resin), un proceso de extraccion cercano al realizado
por las industrias, extraccion por RSO (Rick Simpson Oil), proceso utilizado por los
productores y extraccion soxhlet de uso comun en los laboratorio de productos
naturales. Se cuantificaron los cannabinoides principales en el material vegetal y en los
extractos por cromatografia de liquida de alta resolucion (HPLC), encontrdndose el
cannabinoide CBDA como mayoritario en todas las variedades. Por cromatografia de
gases (GC-MS) se identificaron y cuantificaron ocho terpenos presentes en la mayoria de
los extractos, siendo el B-cariofileno y a-bisabolol los mayoritarios en tres de las cuatro
variedades de Cannabis. El andlisis revelo que el método de extraccion mas eficiente de

fitocannabinoides fue soxhlet y que la extraccion rapida concentré mayor cantidad de

Vi



terpenos. También se cuantificaron fenoles, flavonoides y antraquinonas totales por
espectrofotometria. Los fenoles basdndose en la reaccion colorimétrica de oxido-
reduccion, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante. El contenido
de flavonoides y antraquinonas totales se realizd mediante el método colorimétrico con
tricloruro de aluminio. Posteriormente; se evalu6 el potencial antioxidante mediante tres
métodos: Ensayo de atrapamiento del radical DPPH, ensayo de la captacion de radicales
ABTS y el método basado en la capacidad de la muestra para reducir metales (FRAP).
Finalmente; se evalud la actividad anticancerigena de cuatro variedades de Cannabis
mediante viabilidad celular por el ensayo de sulforrodamina B, en lineas células
tumorales MCF-7 (Adenocarcinoma humano de glandula mamaria), HT-29
(Adenocarcinoma humano colorrectal) y PC-3 (Adenocarcinoma humano de prostata).
Algunos extractos de las variedades A y D con mayor contenido del cannabinoide CBDA,
mostraron ser citotoxicos para la linea celular MCF-7 (cancer de mama), la extraccion
rapida de la variedad B, registrd la presencia del cannabinoide cannabigerol (CBQG), el
cual present6 citotoxicidad sobre las lineas celulares de mama y colon, y la extraccion
rapida de la variedad C, con un contenido importante de terpenos, fue citotdxico sobre la
linea celular HT-29 (cancer de colon).

Palabras claves: Cannabis, cannabinoides, lineas celulares, efecto séquito.
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ABSTRACT

Cannabis; is a group of plants with a large number of both industrial and medicinal
applications: within the therapeutic effects are antiemetic, analgesic, muscle relaxant, the
treatment of multiple sclerosis and some types of cancer, effects that are attributed to its
wide spectrum of secondary metabolites, among which cannabinoids, terpenes and
flavonoids stand out. The scientific community has developed numerous studies
evaluating the therapeutic potential of cannabinoids and recently, studies have been
carried out on the synergistic effect or entourage effect of Cannabis plants. Preclinical
and clinical studies are currently being conducted to assess the efficacy and safety of
cannabinoid use, especially cannabidiol (CBD) and tetrahydrocannabinol (THC), but
there is little research on acidic cannabinoids such as cannabidiolic acid (CBDA). The
Department of Cauca has varieties of Cannabis with psychoactive activity, which contain
concentrations of Tetrahydrocannabinol (THC) greater than 1%, and varieties of
Cannabis with non-psychoactive activity, with THC concentrations of less than 1%.
Therefore, in the present study, the chemical composition was determined, especially of
cannabinoids and terpenes present in the flower of four varieties of non-psychoactive C.
sativa cultivated by producers in Cauca. The study began with the morphological
characterization of the Cannabis variety, the extracts were obtained from three different
processes; rapid extraction, an extraction process close to that carried out by industries,
extraction by percolation, a process similar to that carried out by producers, and soxhlet
extraction commonly used in natural product laboratories. The main cannabinoids in the
plant material and in the extracts were quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC), finding the cannabinoid CBDA as the majority in all the
varieties. Gas chromatography (GC-MS) identified and quantified eight terpenes present
in most of the extracts, being B-caryophyllene and a-bisabolol the main ones in three of
the four Cannabis varieties. The analysis revealed that the most efficient extraction
method of phytocannabinoids was soxhlet and that the rapid extraction concentrated a
greater amount of terpenes. Total phenols, flavonoids and anthraquinones were also
quantified by spectrophotometry. Phenols based on the colorimetric oxidation-reduction

reaction, using the Folin-Ciocalteu reagent as an oxidizing agent. The content of total
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flavonoids and anthraquinones was determined by the colorimetric method with
aluminum trichloride. Subsequently; Antioxidant potential was evaluated by three
methods: DPPH radical scavenging assay, ABTS radical scavenging assay, and metal-
reducing capacity-based method (FRAP). Finally; The anticancer activity of four varieties
of Cannabis was evaluated by means of cell viability by the sulforhodamine B assay, in
tumor cell lines MCF-7 (human adenocarcinoma of the mammary gland), HT-29 (human
colorectal adenocarcinoma) and PC-3 (human adenocarcinoma of the prostate). Some
extracts of varieties A and D with higher content of the cannabinoid CBDA, were shown
to be cytotoxic for the MCF-7 cell line (breast cancer), the rapid extraction of variety B,
recorded the presence of the cannabinoid cannabigerol (CBG), the which presented
cytotoxicity on breast and colon cell lines, and the rapid extraction of variety C, with an
important content of terpenes, was cytotoxic on the HT-29 cell line (colon cancer).

Keywords: Cannabis, cannabinoids, cell lines, entourage effect.
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INTRODUCCION

El territorio colombiano se caracteriza por la elevada diversidad de grupos taxonémicos
en fauna y flora, cominmente asociada con su ubicacion privilegiada sobre la zona del
Ecuador, que lo posiciona entre los 20 méas megadiversos del planeta y el segundo con
mayor diversidad de plantas del mundo (Rangel, 2015). El territorio de Colombia posee
238 de las 414 familias de plantas con flores reconocidas a nivel global, lo cual significa
el 57,7% de esta riqueza (Rangel, 2015). En estas familias se ubican las plantas
medicinales y en este grupo se encuentra el Cannabis, vulgarmente denominada
“marihuana”. El Cannabis, un género representativo de la familia Cannabaceae
(Kinghorn, Falk, Gibbons y Kobayashi, 2017), reconocida desde la prehistoria como
fuente de fibra, alimento, aceite y medicina; sin embargo, fue convertida en planta ilegal
durante aproximadamente 80 afios, debido a su alto poder psicoactivo (UNODC, 2017).
Los estudios realizados sobre las propiedades medicinales de Cannabis, motivaron en
Austria, Bélgica, Canadd, Republica Checa, Finlandia, Israel, Paises Bajos, Espaia, Reino
Unido y 23 estados de Estados unidos la legalizacion del cultivo y la produccion de
derivados con propositos médicos (Brenneisen, 2007, Fischedick, et. al., 2010, Leung,
2011, Russo, 2011, Tiscione, et. al., 2016, Andre, et al., 2016, Citti, et. al., 2017, Russo,
et al.,, 2017, Gustavo, et al., 2019, Kornpointner, et al., 2021, Lowe, et al., 2021).
Colombia después de Chile, Puerto Rico y Uruguay, se convirtié en 2015 en el cuarto pais
latino en legislar sobre el uso del Cannabis con fines terapéuticos y paliativos. No
obstante, se debe registrar que ya existia la comercializacion informal de derivados del
extracto para uso topico con propiedades fitoterapéuticas no demostradas, sin estudios de
caracterizacion morfoldgica, fitoquimica y mucho menos con los controles de calidad

requeridos (UNODC, 2017).

Mediante el decreto 2467 del 22 de diciembre del 2015, se reglamento el cultivo,
uso y produccion de Cannabis y la Ley 1781 de 2016 regul6 el acceso seguro e informado
del uso médico y cientifico de Cannabis y sus derivados en el territorio colombiano. El
Decreto 613 de 2017 establecidé las autoridades de control, atribuciones 'y

responsabilidades, tipos y modalidad de licencia, requisitos y vigencias. La modificacion
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mas reciente se realizo el 23 de julio del 2021 a través del Decreto 811, contemplando la
produccion y transformacion de Cannabis con fines medicinales. El proceso legislativo
mencionado contribuy¢d al desarrollo socioecondémico de las regiones y abrié el camino
para el estudio de la quimica de Cannabis y la comercializacion de los productos
derivados con propdsitos medicinales, bajo el control detallado de la Direccion de
Medicamentos y productos Biologicos. La proyeccion de la investigacion de Cannabis
ha llevado a realizar estudios en diferentes campos, pero aun falta informacion referente
a la composiciéon quimica y propiedades medicinales de Cannabis que se cultiva y
comercializa en Colombia (Ramirez, 2019, Rivera, 2019, Mora, 2020, Pastrana, 2020,
Rendon, 2021, Leon, et al., 2021).

Cannabis sativa L. es una especie herbacea anual de hasta 4 metros de alto, dioica,
de tallo recto y hojas palmadas estipuladas opuestas en su parte inferior y alternas en el
otro extremo y se encuentran sobre peciolos de hasta 7 cm de largo. Cada hoja se compone
de 3 a 9 foliolos angostos, de apice agudo, con margenes cerrados y tricomas glandulares
recostados sobre el haz y el envés (Taura et al., 2007, Flores, et al., 2008, Yoshimatsu, et
al., 2010, McPartland, 2018). Los productores locales han reportado en el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) una vasta variedad de genotipos de esta planta,
registrados con prueba de evaluacion agrondémica (PEA) con el fin de certificarse como
productores, importadores, comercializadores o exportadores de semillas para siembra y/o
el registro de las Unidades de Investigacion en Fitomejoramiento, de conformidad con lo

dispuesto el Decreto 613 del 2017 y la Resolucion 3168 del 2015 del ICA.

A nivel fitoquimico, los estudios de Cannabis se han enfatizado en identificar y
cuantificar metabolitos secundarios presentes en la planta. En la actualidad se han
identificado mas de 500 metabolitos de diferentes clases biogenéticas, utilizando
especialmente cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de gases
(CG) (Peschel, et al., 2015; Tiscione, et. al., 2016; Citti, et al., 2016; Mwanza, et. al,.
2016). El interés en estos compuestos obedece a la actividad medicinal y fisiologica de
muchos de estos fitoquimicos, especialmente los cannabinoides A9-tetrahidrocannabinol
(A9-THC) y cannabidiol (CBD), los mas estudiados en estas ultimas décadas (Carbone,
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et al., 2010, Ruso, et al., 2011, Elsohly et al., 2017). Ademas de los cannabinoides estan
los terpenos, en conjunto presentes en mayor proporcion en la flor de la planta,
especificamente en los tricomas glandulares que abundan en la superficie de la
inflorescencia femenina de gran interés en numerosas investigaciones (Andre, et al., 2016,
Booth, et al., 2017, Sommano, et al., 2020). Recientemente, un nimero abundante de
estudios se han enfocado en determina, cuantificar o evaluar la presencia de compuestos
en otras partes de la planta y en metabolitos no cannabinoides con potencial terapéutico
(Kornpointner, et al., 2021, Lowe, et al., 2021). El interés por estudiar y comprobar los
beneficios médicos de las plantas de Cannabis, aumenta de manera exponencial, en la
medida que se reconoce el potencial bioactivo que tienen sus metabolitos aislados y
extractos. La confirmacion de la actividad bioldgica aumenta por el efecto séquito en
muestras con diferentes cannabinoides, terpenos, flavonoides u otros metabolitos de la
planta, con resultados que respaldan la hipotesis medicinal de Cannabis para el
tratamiento de diversas enfermedades; en especial, las que generan dolor crénico y

neuropatico, (Leung, 2011, Russo, et al., 2017, Turner, et al., 2017, Gustavo, et al., 2019).

Aunque existen diversos estudios alrededor del Cannabis y su actividad bioldgica,
son escasos los estudios realizados a variedades de Cannabis cultivadas en Colombia. Por
ello la importancia del presente estudio, en el cual se correlaciona el contenido de los
principales metabolitos; cannabinoides, terpenos, fenoles totales, flavonoides totales,
antraquinonas totales con la actividad antioxidante y anticancerigena en cuatro variedades
de C. sativa que se cultivan en el departamento del Cauca. El estudio inicio con la
caracterizacion morfoldgica de cada variedad incluido el proceso de cultivo, por la
influencia que pudiese tener en el contenido de cannabinoides. Los extractos se obtuvieron
por tres métodos de extraccion sencillas habituales en la industria y laboratorios de
andlisis de productos naturales. Se pretendi6 identificar el mejor protocolo con base en el
rendimiento de la extraccion del cannabinoide CBD Total (CBD y CBDA). Las técnicas
de HPLC y CG se utilizaron para identificar y cuantificar la presencia de los
cannabinoides y terpenos, se cuantificaron fenoles totales, flavonoides y antraquinonas
totales en los extractos obtenidos por métodos colorimétricos. Se realizaron estudios de
la actividad antioxidante mediante tres métodos: ensayo de la capacidad antioxidante total
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(TRAP), de la actividad atrapadora del radical (DPPH) y del potencial antioxidante
reductor del hierro (FRAP). También se han incluido pruebas biologicas de viabilidad
celular en una linea de cancer de mama MCF-7 (Adenocarcinoma humano de glandula
mamaria), una linea de cancer de colon HT-29 (Adenocarcinoma humano colorrectal) y
una linea de cancer de prostata PC-3 (Adenocarcinoma humano de préstata). Los tipos de
cancer estudiados son de interés nacional e internacional por su elevada incidencia. En el

estudio se utilizé como control la linea celular no tumoral de epitelio de mama MCF-10A.



FORMULACION DEL PROBLEMA

Cada dia es mas frecuente a nivel mundial el uso de la medicina tradicional y
complementaria, es por ello que la organizacion mundial de la salud (OMS), ha
promovido el lema: “Salvar plantas para salvar vidas” (OMS, 2013). Segin la OMS, las
plantas medicinales atienden las necesidades de salud de un alto porcentaje de la
poblacion mundial ubicada en paises en desarrollo. En el 2013, la OMS presento la
estrategia sobre medicina tradicional 2014-2023, con el fin de desarrollar politicas
dindmicas y aplicar planes de accion que refuercen el papel de la medicina tradicional en
el mantenimiento de la salud de las personas. En Colombia seglin el documento: “Bases
del plan de desarrollo 2014-2018, todos por un nuevo pais, paz equidad y educacion”, del
departamento nacional de planeacion (DNP), solo el 84% de la poblacion nacional se
encuentra cubierta por los sistemas de salud y para las comunidades indigenas el 46% y

sorprende saber, que para el 2018 la cobertura sera apenas del 50% (DNP, 2014).

Teniendo en cuenta este panorama, y reconociendo a Colombia como uno de los paises
con mayor diversidad de plantas del mundo, y que en el 2015 reglamento el cultivo y
transformacion de Cannabis, resulta muy importante abordar el estudio vy
aprovechamiento de las plantas medicinales, en busca de promover el bienestar de las
comunidades y el desarrollo cientifico y econémico del pais. En este sentido, al ser
Cannabis considerada una de las plantas mas polémicas de nuestra sociedad por sus
propiedades psicoactivas y medicinales (Backer, et. al,. 2009), est4 en la mira de muchos
investigadores que le atribuyen importantes aplicaciones en el mundo clinico, como lo
registran (Backer et. al, 2009, Fischedick, et. al., 2010, Hazekamp, 2010, Russo, 2012,
Kinghorn, 2017, Russo, et al.,, 2017). El panorama de Colombia relacionado con
Cannabis medicinal es tan ambicioso que, a principios del 2018 el periddico el tiempo
presentd una nota en la cual informan que el pais adquirié un 44 % de la produccion
autorizada por la Junta Internacional para la fiscalizacion de estupefacientes (Jife), lo que
convertiria a Colombia en el pais con mayor produccion de Cannabis medicinal (El

Tiempo, 2018).



Aunque en Colombia ya existia un incipiente mercado de productos derivados de
Cannabis con fines medicinales, dichos productos no eran regulados y por lo tanto se
desconoce si cumplian con los requerimientos y controles de calidad. Especificamente en
el departamento del Cauca se cuenta con diversas empresas en modalidad de cooperativas,
legalmente constituidas y registradas que cultivan, procesan y comercializan productos
derivados de Cannabis, sin los correspondientes estudios de caracterizacion morfologica,
molecular o fitoquimica, o relacionar su composicién quimica con las propiedades
medicinales que se le atribuyen, ni protocolos para evaluar la calidad de los productos

fitoterapéuticos comercializados por ellas.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar los cannabinoides y terpenoides en cuatro variedades de Cannabis
sativa cultivadas en el departamento del Cauca, y su potencial en la elaboracion de

productos fitoterapéuticos.

Objetivos especificos:

v' Caracterizar morfologicamente las cuatro variedades de Cannabis sativa

cultivadas en el departamento del Cauca.

v Evaluar la influencia de las condiciones de extraccion en la composicion de

cannabinoides y terpenoides de Cannabis del departamento del Cauca.

v" Evaluar la actividad bioldgica a los extractos y al aceite esencial de las variedades

de Cannabis sativa seleccionadas.

v" Correlacionar el contenido de cannabinoides y terpenoides presentes en los

extractos con las actividades bioldgicas estudiadas.



CAPITULO 1. Revisioén de Literatura

Las plantas del género Cannabis se creen nativas de Asia Central, aparecieron de
forma silvestre y posteriormente fueron cultivadas por humanos para diferentes fines;
recreativos, medicinales y terapéuticos. La farmacopea de Shen Nung Ben Ts’ao, una
farmacopea clésica de la medicina China, habla del uso de Cannabis como medicamento
ya en el 2730 a. C. aunque su cultivo se plantea en el afio 8000 a. C. (Crocq, 2020;
Schilling, et al., 2020). En China el cultivo de Cannabis se extendié a Oriente Medio y
Rusia hacia el afio 2000 a. C. y posteriormente en Africa civilizada en el afio 700 d.C. En
América Central y América del Sur, se tiene evidencia a mediados del siglo XVI y en
América del norte a lo largo del siglo XVII. (Ferrer, 2005; Lynch, 2020). De manera
reciente, en la primera mitad del siglo XX, Cannabis se convierte en una planta “ilegal”
por su propiedad como sustancia psicoactiva, lo que limit6é por mas de 50 afos el estudio
y comercializacion de los cultivos de Cannabis (Gazmuri, 2014). En la década de los 60,
a partir de los estudios realizados por el cientifico el Dr. Raphael Mechoulan se posiciona

Israel por la investigacion y uso terapéutico de Cannabis.

1.1 Taxonomia de Cannabis.

Cannabis es una planta anual que pertenece a la familia Cannabaceae, del género
Cannabis, donde se distinguen tres especies: C. sativa L., C. indica Lam. y C. ruderalis
Janisch. Fue clasificada por primera vez por el botanico Carl Linnaeus “padre de la
taxonomia moderna” en 1753. En 1785, Jean Baptiste Lamarck descubre otra especie a la
que denomind Cannabis indica. (Schultes, et al., 2011; Angeles, et al., 2014; Clarke, et
al., 2016; McPartland, 2018). El nombre latino Cannabis, proviene del latin tardio
cannabum, que es una deformacion del latin cannabis, que proviene del griego (Kannabis),

el término sativa significa “cultivada” (Clarke, et al., 2016).

Tabla 1. Clasificacion genética de Cannabis

Division Magnoliophyta (plantas con flores)

Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)




Orden Rosales (antes Urticales)
Familia Cannabaceae

Género Cannabis

Especie C. sativa L

Fuente. Adaptado de Ren (2021).

1.1.1 Historia Genémica

Se considera que Cannabis se origind en algin lugar de Asia Central. La hipotesis
evolutiva propone que se extendié a nuevas regiones geograficas y contextos culturales,
evolucionando en cuatro grupos genéticos y grupos taxondémicos principales; C. sativa,
cafiamo de foliolos estrechos, C. indica subsp chinensis canamo de foliolos anchos, C.
indica tarmaco de folios estrechos y C. indica subsp. Afganica (McPartland, 2018).
Actualmente se reconocen tres especies C. indica, C. sativa 'y C. ruderalis, y el nimero
de variedades de C. indica y C. sativa no estd confirmado, pero se reportan miles de

variedades (Beutler, et al., 1978; Aliferis, et al., 2020).

A pesar que Cannabis se ha usado desde hace miles de afios, la historia genémica de
domesticacion de esta planta ha sido poco estudiada en comparacion con otras especies
de cultivos, en gran parte, debido a restricciones legales (Ren, et al., 2021). Se han
estudiado diferentes variedades de Cannabis, domesticado o silvestre (Schultes, 2011;
Mudge, et al., 2018). Cannabis como producto agricola, estd por debajo de otras plantas
domesticadas en el conocimiento de los genes y la variacion genética que influyen en los
rasgos de interés de la planta, aunque hoy en dia existen recursos disponibles que
documentan los rasgos fenotipicos asociados con determinadas variedades de Cannabis
(Aardema, et al., 2021). Se han realizado estudios utilizando marcadores moleculares para
diferenciar variedades y determinar el sexo en plantas de Cannabis (Navas,
2019).También se utiliza el polimorfismo como una herramienta confiable para
discriminar las plantas con potencial en THC (Staginnus, et al., 2014), al igual que utilizar
un enfoque metabolémico para el mapeo quimiotaxonémico de variedades de Cannabis
para uso médico (Haekamp, et al., 2016; Aliferis, et al., 2020). Concluir con precision
cuando evolucion6 el Cannabis no resulta facil, ya que se carece de un registro fosil de
impresion so6lido (impresiones de hojas y frutos en las rocas), por lo que los

paleobotanicos recurrieron a los microfosiles, en forma de polen fosil o polen subfosil
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(McPartland, 2018). Pero un reciente estudio realizado por Ren y colaboradores en el
2021, registra la historia de domesticacion de Cannabis sativa por primera vez a
principios del Neolitico en el este de Asia. En el estudio; se muestra el compilado de 110
genomas completos que cubren el espectro de plantas silvestres, variedades locales,
cultivares histdricos e hibridos modernos de cafiamo y otros tipos. Existen varios sistemas
de clasificacion que permiten discriminar entre las diferentes variedades de Cannabis,
como “tipo fibra” o “tipo droga” (Fetterman, et al., 1971; Small, et al., 1973; Fournier, et
al., 1979), la caracterizacion cualitativa indica la determinacién de la relacion THC/CBD

en las plantas y se asigna un fenotipo quimico o quimiotipo, como también se conoce.

En la ilustracion 1, los codigos de color corresponden a los cuatro grupos obtenidos
en el analisis filogenético; amarillo indica Cannabis basal, el verde Cannabis tipo
cafiamo, el azul Cannabis silvestre tipo droga y el rojo Cannabis tipo droga. Las formas
indican tipos de domesticacion; los cuadrados rojos vacios simbolizan cultivares de tipo
farmaco obtenidos de tiendas comerciales ubicadas en Europa y E.E.U.U, cuadrado
completo simboliza cultivar, triangulo silvestre y circulo raza autdctona. Los resultados
que ellos presentan apoyan un escenario evolutivo que explica la variabilidad en la
composicion de cannabinoides entre plantas como resultado de la seleccion artificial de
los primeros agricultores por mutaciones de pérdida de funciones (Ren, et al., 2021),
especificamente en Latinoamérica se reporta en Perti un cultivar tipo droga. En Colombia,
la legislacion diferencia Cannabis como psicoactivo, cuando tiene mas del 1% de THC

y no psicoactivo, menos 1% de THC.

A r. A Basal cannabis Domesticated type
_— :9"";':”'9 . W Cultivar
et A Feral
— Dru e
i ® Landrace
PBE
NCN PEQ. '
GBA =) <
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Tlustracion 1. Distribucion geogrdfica de plantas asilvestradas o paises de origen de razas
locales y cultivares.

Fuente. Adaptado de Ren (2021).
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En la taxonomia vernacula en la literatura refiere que “Indica” es una planta con
foliolos anchos, maduracion temprana, tipificada por plantas de Afganistan. “Ruderalis”
se aplica a plantas con morfologia tipo salvaje o floracion temprana. “sativa” se refiere a
plantas con folios estrechos, hdbito delgado y alto, maduracion tardia, tipificado por
plantas de India y sus descendientes en Tailandia, Sur y Este de Africa, Colombia y
Meéxico, para los cientificos se resumen tras las nomenclaturas vernaculas y formales que
“sativa” es en realidad Indica, “indica” es en realidad afganica y “ruderalis” suele ser
sativa. Las tres son variedades de una especie, C. sativa L. (McPartland, 2018) ver

lustracién 2.

“Ruderalis”

HNustracion 2. Taxonomia verndcula de Cannabis, imagen adaptada de Anderson.

Fuente. McPartland (2018).
1.2 Morfologia de Cannabis sativa L.

Cannabis es una planta herbacea anual de hasta 4 metros de alto, dioica, de tallo
recto y hojas palmadas estipuladas, las inferiores opuestas y las superiores alternas. Las
hojas se encuentran sobre peciolos de hasta 7 cm de largo. Cada hoja se compone de 3 a
9 foliolos angostos, de apice agudo, con margenes cerrados y tricomas glandulares
recostados sobre el haz y el envés de color mas claro (Yoshimatsu, et al., 2010). Los
tricomas glandulares producen una resina como una forma de proteger a la planta contra
las agresiones externas. C. sativa 'y C. indica se pueden separar por morfologia, C. sativa

es mas alta con un tallo fibroso y C. indica es mas corta con un tallo lefioso.

En las plantas de Cannabis sativa L. se distinguir los géneros femenino y
masculino. Las flores femeninas comprenden los cogollos que todo el mundo conoce
como marihuana, con altas cantidades de cannabinoides y terpenos y a la cual se le
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atribuyen efectos médicos y recreativos. Una planta de Cannabis macho no tiene flores,
pero produce pequeios sacos de polen. Las inflorescencias masculinas son ramificadas,
laxas y con muchas flores; mientras que, las femeninas son densas, pero con pocas flores
(de 5 a 8) (Angeles, 2014). El cafiamo es una planta de dias cortos, por lo cual requiere
un largo periodo de oscuridad para formar las flores, su floracion se retrasa en dias largos

y se acelera en dias cortos.

Existen diferentes cepas o fenotipos de Cannabis que pertenecen a una sola
especie (C. sativa L), con diferencias significativas en términos de apariencia y efectos
fisioldgicos simplemente debido a la expresion de genes individuales. Dependiendo del
potencial uso pueden clasificarse como: cepas para la produccion de fibra, denominada
como canamo y las cepas cultivadas para uso medicinal o recreativo. El fenotipo habla de
la apariencia, el rendimiento y la adaptacion del cultivar en el entorno determinado. Por
lo que diversos factores y condiciones ambientales pueden inducir la expresion de un
fenotipo especifico al afectar el papel que desempefian los genes (ilustracion 3). Los
rasgos de cada planta de Cannabis dependen de genes especificos que se expresan en
pequenias estructuras microscopicas llamadas cromosomas (Lynch, 2020). El fendmeno
mediante el cual un organismo vivo o genotipo cambia su comportamiento con
variaciones del ambiente se conoce como interaccién genotipo por ambiente (G x A). La
interaccion G x A reduce la correlacion entre los valores fenotipicos y genotipicos,
disminuye el progreso por seleccion y dificulta las recomendaciones de nuevos cultivares

con amplia adaptabilidad.

Fenotipo = genotipo + ambiente

Tustracion 3. Fenotipo de Cannabis

Fuente. Lynch (2020).
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En la ilustracion 4, se puede observar algunas de las posibles aplicaciones que se
le atribuye a la planta de Cannabis y cada una de sus partes (tallo, hojas, flor, semillas)
(Linger, et al., 2002; McLaren, et al., 2008; Ogata, et al., 2013; Ahmad, et al., 2016;
Kumar, et al.,2017; Brzyski, et al., 2017; Mirski, et al., 2017; Rijavec, et al., 2017; Lara,
2018; Charai, et al., 2021; Gomez, et al., 2021; Kornpointner, et al., 2021; Parvez, et al.,
2021).
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Tlustracion 4. Posibles aplicaciones industriales de Cannabis.

Fuente. Government of Alberta (2020).

1.3 Composicion quimica de Cannabis sativa L.

El canamo cultivado para obtener fibra generalmente produce cantidades mas altas
de CBDA, que de THCA, y lo que se conoce como marihuana contiene concentraciones
mas altas THCA y niveles mas altos de cannabinoides. El cafiamo y la marihuana han
recibido definiciones legales separadas, generalmente en funcion del umbral de
concentracion de THC; en la Uniéon Europea y los Estados Unidos por el 0,3% de peso
seco de THC, también en funcién del fenotipo quimico o quimiotipo (alta, baja o mediana
proporcion de THCA a CBDA) (De Meijer, et al., 2003). Se puede distinguir el C. sativa
del C. indica por fitoquimica, sativa tiene una proporcion del cannabinoide A-9

tetrahidrocannabinol (THC) mayor al cannabidiol (CBD). Mientras que Cannabis indica
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tiene proporcion de THC menor que CBD, Cannabis ruderalis CBD = THC (Staginnus,
et al., 2014; McPartland, 2018). En Colombia a partir del Decreto 613 del 2017, se
establece Cannabis psicoactivo a la flor que presenta THC superior al 1% y Cannabis no
psicoactivo THC inferior al 1%. Cuando se habla de las aplicaciones de Cannabis, los
cannabinoides THC, CBD y CBN registran prioridad por orientar la aplicacién de la
planta, y en el campo terapéutico, la presencia y concentracién de ellos, permite el

cumplimiento de la normativa legal.

La planta de Cannabis sativa L. es reconocida por ser una especie quimica
compleja, basada en un rico espectro de fitoquimicos. En las tltimas décadas la planta ha
tenido un resurgimiento del interés debido a sus aplicaciones multipropdsito, ademas de
su composicion fitoquimica, es una rica fuente de fibras celulosas y lefiosas, lo que motiva
no soélo al sector farmacéutico y de la construccion (Andre, et al., 2016). En el afio 1980
Turner et al. informé 423 compuestos de esta planta (Turner, et al., 2017), en 1995 se
reportaron 483 compuestos y a finales de 2005 se registraban 491 compuestos naturales
identificados y aislados de Cannabis (Kinghorn, 2017), hasta la fecha se han aislado
alrededor de 565 compuestos naturales provenientes del metabolismo de Cannabis
(Kinghorn, 2017, Jin, et al., 2020), donde se destacan los cannabinoides y sus rutas

biosintéticas (Angeles, et al., 2014, Andre, et al., 2016).

Los cannabinoides representan el grupo de compuestos mas estudiados, por su
amplia gama de efectos farmacéuticos y actividades psicotrdpicas, a la fecha se reportan
alrededor de 120 (Pertwee, R. G., 2006). (Broséus, et al., 2010, Hao, et al., 2015, Brand
et al., 2017, Christelle et al., 2016, Kinghorn, 2017, Russo, et al., 2017, Bernstein, et al.,
2019, Aliferis, et al., 2020, Jin, et al., 2020, Kornpointner, et al., 2021). Ademas de los
cannabinoides, en Cannabis se encuentra una serie de fitocompuestos tales como
terpenos, flavonoides, hidrocarburos, compuestos nitrogenados, entre otros que se
registran en la tabla 2 (Jin, et al., 2020), algunos de estos compuestos con mucho interés
por las propiedades medicinales ampliamente conocidas, dichos compuestos se
distribuidos en diferentes partes de la planta. Los cannabinoides, terpenos y flavonoides

se encuentran de forma mayoritaria en las flores de Cannabis. Recientemente; se destaca
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el efecto sinérgico o efecto séquito que sugieren que otros compuestos presentes en la
hierba de Cannabis podrian influir en la actividad de los cannabinoides, especialmente en
la actividad del CBD y THC, por lo cual algunos estudios buscan analizar otras partes de
la planta y enfocarse en metabolitos no cannabinoides que también tienen potencial
terapéutico (Kornpointner, et al., 2021, Lowe, et al., 2021). Junto con los cannabinoides,
los terpenos tienen efectos sinérgicos, o también llamado efecto séquito (Russo, 2011;
Sommano, et al., 2020; Micalizzi, et al., 2021). El termino sinergia proviene de la palabra
griega atica ouvvepyia (synergia, “colaboracidon), que se basa en la palabra cvvepyog
(synergos, “trabajar juntos”) (Hanus, et al., 2020), refiriéndose al aumento de la potencia
de los compuestos activos cuando estan juntos, en comparacion cuando estdn cada uno
por separado. El efecto séquito se viene estudiando desde hace muchos afios, en 1972,
Mechoulam et al. sugirieron que otros compuestos presentes en el Cannabis podrian
influir en la actividad del THC, en 1974 Carlini et al., determinaron que los extractos de
Cannabis producian efectos “dos o cuatro veces mayores que los esperados por su
contenido de THC”, en 1981, Fairbairn y Pickens, detectaron la presencia de “poderosos
sinergistas”, compuestos presentes en los extractos que provocaban una actividad un

330% mayor en ratones que el THC solo (McPartland, et al., 2001).

Tabla 2. Principales clases biogenéticas de compuestos en Cannabis sativa L.

Terpenos 120
Cannabinoides 66
Hidrocarburos 50
Azicares y compuestos relacionados 34
Compuestos nitrogenados 27
Fenoles no cannabinoides 25
Acidos grasos 22
Acidos simples 21
Flavonoides 21

Fuente. Jin, et al., (2020).

En el Cannabis se han aislado y detectado alrededor de 21 flavonoides, que se
encuentran principalmente en las flores, hojas, ramas y polen (Ross, et al., 2005,
Vanhoenacker, et al., 2010), la canflavina A y la canflavina B (ver ilustracién 5), son

flavonas isoprenoides metiladas (Barron et al., 1996, Angeles, et al., 2014), que han
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mostrado actividad farmacoldgica como; inhibicion de la produccion de prostaglandina
E> (Barrett et al., 1986) y se sugiere modulacion con los cannabinoides (McPartland, et
al., 2002), otros flavonoides presentes; apigenina, kamferol y quercetina (Flores-Sanchez,

et al., 2008).

a.

Tlustracion 5. Principales flavonoides de Cannabis. a. Canflavina A, b. Canflavina B.

Fuente. McPartland (2001).

Los estilbenoides son compuestos fendlicos distribuidos en todo el reino vegetal,
Se han identificado 19 estilbenoides en el Cannabis (Turner et al., 1980, Ross, et al.,
1995), en el tallo, hojas y resina (Crombie, et al., 1982, El-Feraly et al., 1986) sus
funciones en las plantas incluyen mecanismos de defensa constitutivos e inducibles,
inhibidores del crecimiento de las plantas y factores de latencia (Flores-Sanchez, et al.,
2008). Los estilbenoides tienen actividades antifiingicas y antibacterianas (Molnar et al.,
1986, Kostecki et al., 2004), antiinflamatoria (Djoko et al., 2007), antineoplastica
(Yamada et al., 2006), entre otros (Stivala et al., 2001, Lee et al. 2005, Valenzano et al.,
2006, Angeles et al., 2014).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados bésicos, son ciclicos de 13 miembros
en los que la poliamina espermidina est4 unida a través de sus atomos de N terminales a
la posicidn beta y al carbono carboxilo de un acido graso C14. En el Cannabis se han
aislado e identificado 10 alcaloides en las raices, hojas, tallos, polen y semillas (Paris et
al., 1975. Los alcaloides tienen actividad bioldgica en dosis bajas y pueden derivarse de

los aminoacidos (Ross et al., 1995, Flores-Sanchez, et al., 2008).

1.3.1 Terpenos
Dentro del amplio espectro de compuestos quimicos de Cannabis, ademas de los

cannabinoides se destacan los terpenos, se han encontrado mas de 120 terpenos en
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Cannabis (Booth et al,. 2019, Jin, et al., 2020), siendo estos los componentes responsables
del olor caracteristico de esta planta. Los terpenos son moléculas producidas en la resina
de la planta, se encargan de varias funciones como; alejar a los depredadores, retardar la
maduracion, entre otras (Angeles, et al., 2014). Los terpenos son el componente principal
de los llamados aceites esenciales de plantas. Cannabis recién recolectado contiene 1%
de aceite esencial, compuesto en mayor parte de monoterpenos (89-90%) muy volatil, que
se evapora rapidamente. Una vez la hierba estd seca, la tasa de aceite esencial solo es de

0,1%, y mas o menos 50% de esta se compone de sesquiterpenos, mucho menos volatiles.

1.3.1.1 Monoterpenos de Cannabis: el mirceno es el terpeno mas expandido dentro
de las distintas variedades de Cannabis, en ciertas variedades se encuentra hasta un 60%,
se sabe que este terpeno tiene el potente analgésico del THC y el CBD al estimular la
liberacion de opioides endogenos a través del mecanismo dependiente del receptor
adrenérgico 02 (Sommano, et al., 2020), antiinflamatorio y antibiético (Casano, et al.,
2010). El a-pineno y el B-pineno inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa en el cerebro,
por lo cual se afirma que ayuda a la memoria y minimiza la disfuncion cognitiva inducida
por la intoxicacion por THC (Miyazawa, et al., 2005). El limoneno se puede considerar el
segundo terpeno encontrado en mayor proporcion en la resina de Cannabis, este posee
propiedades antifungicidas, antibacterianas y anticancerigenas (Tejada, 2021), este
monoterpeno eleva el nivel de serotonina y dopamina, induciendo los efectos ansioliticos,
antiestrés y sedantes del CBD (Maayabh, et al., 2020). Al linalool y su fragancia floral se
sugiere que podrian ayudar con la ansiedad a través de la aromaterapia (Gaggiotti, et al.,
2020).

1.3.1.2 Sesquiterpenos del Cannabis: El B-cariofileno es el sesquiterpenos mas
disponible en las plantas y extractos de Cannabis, este terpeno es un agonista del receptor
CB2 sin psicoactividad (Sommano, et al., 2020), se le atribuye efectos antiinflamatorios
(Gaggiotti, et al., 2020), efecto gastroprotectores, analgésicos, anticancerigenos,
antifungicos, antibacterianos, antidepresivos, antiinflamatorios, antiproliferativos,

antioxidantes, ansioliticos, analgésicos y neuroprotectores (Hanus, et al., 2020)
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Otros terpenos que se pueden encontrar son: terpinol, a-bisabolol, linalool, guaiol
y fitol, entre otros. En la ilustracién 6, se pueden observar algunos de los principales
terpenos. (Hillig, 2004; Casano, et al., 2010; medical plants, 2015; Sommano, et al., 2020,
Hanus, et al., 2020).

CHs OH

a, HC CH; b, HsC CH, ¢, d. HaC CH,

Hustracion 6. Principales terpenos derivados de Cannabis.

a. Mirceno, b. Limoneno, c. B-cariofileno y d. a-bisabolol

Fuente. Russo (2017).

1.3.2 Cannabinoides

Los cannabinoides son compuestos terpenofendlicos exclusivos de Cannabis, son
los fitocompuestos de mayor interés en Cannabis por sus propiedades medicinales, estos
compuestos se encuentran en los tricomas de las plantas de Cannabis y actian como
glandulas de resina que abundan en la superficie de la inflorescencia femenina, por ello
el interés se enfoca en esta parte de la planta (Hillig, 2004; Booth, et al., 2017). Los
canabinoides se caracterizan por tener una estructura carbociclica con 21 carbonos,
formados generalmente por tres anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno (Flores,
et al., 2008, Hao, et al., 2015, Russo, et al., 2017), son compuestos con una alta
lipofilicidad, por ello para su extraccion se utilizan disolventes como etanol o hexano, el
hexano ha sido utilizado por Mariotti et al., para clasificar el material de la planta sobre
la base de su contenido de THC, que puede considerarse un marcador de la edad de la

planta (Mariotti, et al., 2016, Elsohly et al., 2017).

Los cannabinoides se han clasificado quimicamente en 10 grupos principales (ver
tabla 3), de los cuales la principal sustancia psicoactiva es el A-9-tetrahidrocannabinol
(THC), ademés del THC, Cannabis contiene; el cannabidiol (CBD) y el cannabinol
(CBN), en cantidades que pueden modificar los efectos del THC o causar efectos por si

mismos (McPartland, et al., 2001, Kinghorn, 2017, Giilck, et al., 2020). Actualmente se
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encuentran estudios que resaltan los efectos de otros cannabinoides, como el A-8-
tetrahidrocannabinol (A-8-THC), cannabdsidos; cannabinoides glicosilados (Janee M, et
al., 2017), cannabidibutol (CBDB) (Citti, et al., 2019), cannabinoides hidrosolubles
(Capellan, 2012).

Tabla 3. Compuestos de Cannabis sativa L. por clase quimica

Tipo A’-THC 23
Tipo A®-THC 5
Tipo CBG 16
Tipo CBC
Tipo CBD
Tipo CBND
Tipo CBE
Tipo CBL
Tipo CBN
Tipo CBT

9
7
2
5
3

11
9
30
120

O | W| | ] Q| | o N ©

)
=

Varios tipos

~
[\%)

Total Cannabinoides

Total No — Cannabinoides 419 445
Total 491 565

Fuente Kinghorn, (2017).

Los cannabinoides mas estudiados y con mayor interés por que se encuentran en
mayor cantidad en las diferentes variedades de Cannabis comercializadas, y por los

efectos terapéuticos que se les atribuye son; THC, CBD, CBN y CBG.

1.3.2.1 Tetrahidrocanabinol (A9-THC): El A9-Tetrahidrocanabinol (ver
ilustracion 7), es el cannabinoide con mayor actividad psicoactiva, fue aislado y
caracterizado por primera vez en 1964 por Raphael Mechoulam (Fischedick, et. al., 2010;
Russo, 2011). La farmacologia del tetrahidrocannabinol (THC) es la mas estudiada
(Hazekamp, 2010; Russo, 2012), al ser el cannabinoide mas comun en los quimiotipos de
Cannabis. E1 THC interactia con los receptores CB1 y CB2, los cuales se expresan
principalmente en el sistema nervioso central, los pulmones, el higado y rifiones (Russo,
2011). Se conocen estudios de cannabinoides derivados del A’-THC hidroxilados;
transcannabitriol, monoetil éter, trans-propanodiol éter, cis-cannabitriol monoetil éter,
derivados oxigenados, entre otros (Carbone, et al., 2010; Elsohly et al., 2017, Kinghorn,
2017).
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Mustracion 7. Estructura del Tetrahidrocannabinol (THC).

Fuente. Kinghorn, (2017).

1.3.2.2 Cannabidiol (CBD): El cannabidiol (ver ilustracion 8) se aislo en 1940,
pero su estructura correcta fue aclarada por primera vez en 1963 por Mechoulam y Shvo
(Fischedick, et. al., 2010). El CBD, no es psicoactivo, pero juega un papel modulador de
los efectos psicoactivos de Cannabis (Casajuana, et al., 2019). El cannabidiol y el acido
cannabidiolico son los principales metabolitos de las variedades no psicotrdpicas (tipo
fibra) (Kinghorn, 2017). El cannabinoide CBD tiene una muy baja afinidad por los
receptores cannabinoides (CB), pero puede tener mecanismos de accidn significativos con
CB1 y CB2, ademas posee la capacidad inica de antagonizar CB1 a concentraciones muy
bajas cuando se encuentra en presencia de THC (Russo, et al., 2017, Elsohly et al., 2017,
Kinghorn, 2017, Citti, et al., 2019).

Mustracion 8. Estructura del Cannabidiol (CBD).

Fuente. Kinghorn, (2017).

1.3.2.3 Cannabinol (CBN): El cannabinol (ver ilustracion 9), es el subproducto de
la oxidacion no enzimatica del THC, que parece lograrse principalmente por el calor y la
luz (Carbone, et. al., 2010). Comparativamente el CBN presenta aproximadamente 0.25
veces la actividad psicoactiva del THC (Russo, et al., 2017; Elsohly et al., 2017). E1 CBN

es un agonista del receptor CBI1, se le atribuye efecto sedante, (Russo, et al., 2017).
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Mustracion 9. Estructura del Cannabinol (CBN).

Fuente. Kinghorn, (2017).

1.3.2.4 Cannabigerol (CBG): El cannabigerol, es el primer cannabinoide
identificado, se demostré que su precursor el acido cannabigerdlico (CBGA), fue el
primer cannabinoide biogénico formado en la planta. (Brenneisen, 2007). El1 CBG es el
precursor de CBC, CBD y THC, y estd presente solo en cantidades menores (ver
ilustracion 10). Este cannabinoide tiene una ligera afinidad por los receptores CBI1, casi
igual que el CBD (McPartland, et al. 2001). EI CBG actha como analgésico,
antibacteriano e inhibe el crecimiento de células de carcinoma epiteloide oral humano

(Baek et al. 1998).

1.3.2.5 Biosintesis de los cannabinoides: El proceso de biosintesis de
cannabinoides en la planta se logrdé establecer en 1997, por el profesor de
farmacobotéanica, Yukihiro Shoyama de la Universidad Kyushu de Japon. El profesor
Yukihiro Shoyama logré aislar las enzimas sintasas del THCA, CBDA y CBCA y con
ello demostrar la ruta biosintetica de los cannabinoides. La ruta se da a partir de 2 vias, la
via de los policétidos (Shoyama et al, 1975) y la via de la desoxixilulosa
fosfato/metileritritol fosfato (DOXP/MEP) (Fellermeier et al., 2001). De la via de los
policétidos se deriva el acido olivetolico y de la via DOXP/MEP se obtiene el geranil
difosfato (GPP). Ambos son condensados por la prenilasa geranil difosfato: olivetolato

geraniltransferasa (GOT) para formar 4cido cannabigerolico (CBGA).

El CBGA es un sustrato comun para tres oxidociclasas: acido cannabidiolico
sintasa, acido cannabicroménico sintasa y el acido tetrahidrocannabindlico sintasa

(Angeles, et al., 2008). Por estas vias se obtienen los cannabinoides éacidos; acido
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cannabidiolico (CBDA), 4cido cannabicroménico (CBCA) y el 4cido
tetrahidrocannabindlico (THCA) (Degenhardt, et al., 2017), procesos que se llevan a cabo
en la planta. Posteriormente, por descarboxilacién de los cannabinoides acidos y se
obtienen los cannabinoides neutros, como se puede observar en la ilustracion 10, (Elsohly

et al., 2017, Kinghorn 2017, Pellati, et al., 2018).

O
®-THCA -THC 8.THC
/ Acido tetrahldrocannabmohco Tetrahidrocannabinol Tetrahidrocannabinol
THCAS OX|daC|on
HO Oxidacion
OHO COOH
~ OH
HO CBNA
\ ] CBN
CBDAS Acido cannabindlico Cannabinol
CBGA
Acido cannabigerolico \
CBCAS
) CBDA CBD
Acido cannabidiclico Cannabidiol
g COOH EZC@\M
i CBCA CBC
Acido cannabicroménico Cannabicromeno

THCAS: Acido tetrahidrocannabindlico sintasas
CBDAS: Acido cannabididlico sintasas
CBCAS: Acido cannabicroménico sintasas

MNustracion 10. Biosintesis de los principales cannabinoides presentes en las plantas de Cannabis.

Fuente. Pellati, et al., (2018).

1.3.3 Identificacion y cuantificacion de cannabinoides y terpenoides de
Cannabis.

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los compuestos activos presentes en el
Cannabis, especialmente de cannabinoides y terpenoides, se realiza por diferentes
técnicas cromatograficas y espectrofotometricas, autores como Jamwal, et al., analizaron
por cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC), el contenido de cannabinoides,
esta técnica es muy utilizada, pero la alta temperatura requerida en este método tiende a
conducir a una sobreestimacion del contenido debido al proceso de descarboxilacion
(Jamwal, et. al., 2017). Por ello, en los ltimos afios la técnica de HPLC para el analisis

de cannabinoides se ha convertido en una buena alternativa (Tiscione, et. al., 2016) esta
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técnica, acoplada a la espectrometria de masa (HPLC-MS) es el método de eleccion tanto
en material vegetal como en fluidos bioldgicos. Estudios realizados por (Stolker, et al.,
2004, Framil et al., 2014; Peschel, et al., 2015; Tiscione, et. al., 2016; Citti, et al., 2016;
Mwanza, et. al,. 2016, Berman, et al., 2018, Nemeskalova, et al., 2020, Corni, et al., 2020,

Pichini, et al., 2021) soportan est4 afirmacion.

El primer estudio de la composicién quimica de muestras de Cannabis en cultivos
Colombianos fue realizado por Florian y colaboradores en el 2009, el estudio tenia como
objetivo optimizar las condiciones de extraccion y cuantificacion de CBD, THC y CBN
en muestras de cultivos ilegales por cromatografia de gases con detector de ionizacion de
llama (CG-FID). En los ultimos afios se han utilizado diferentes métodos analiticos de
identificacion y cuantificacion de fitocompuestos de Cannabis (Fischedick, et al., 2010,

Micalizzi, et al., 2021).

1.3.4 Sistema Endocannabinoide

El cuerpo humano funciona como una entidad independiente, capaz de recibir
informacion del mundo exterior a través de los sentidos, la cual posteriormente procesa y
envia al cerebro, es asi como se cumple con todas las funciones que el organismo realiza;

alimentacion, reproduccion, etc.

El sistema endocannabinoide es un sistema de comunicacién intercelular, un
sistema de neurotransmision, que se encuentra en diferentes 6rganos y tejidos del cuerpo
(ilustracion 11), el cual se encuentra constituido por tres componentes: receptores de
membrana especificos para estos sistemas o receptores cannabinoides (CB1 y CB2),
ligandos enddgenos o cannabinoides endogenos (anandamida y 2-araquidonoilglicerol) y
sistema enzimatico de activacion y finalizacion de la respuesta bioldgica. Los receptores
y los endocannabinoides interactian como lo hace una cerradura y la respectiva llave
(Grotenhermen, 2006, Turner, et al., 2017; Baker, 2020, Stasiulewicz, et al., 2020,
Tomko, et al., 2020, Fundacién Canna, 2021).
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Hlustracion 11. Sistema endocannabinoide.

Fuente. Zuiiiga (2014).

Los CB1 son receptores metabotrdpicos con mayor presencia en el cerebro, en
varios 6rganos periféricos; adipocitos, higado, pulmones, tracto gastrointestinal, células
pancredticas, los oOrganos reproductivos, el sistema inmunoldgico, entre otros. Los
receptores CB2 se encuentran en las células del sistema inmunitario; macréfagos,
neutrocilos, monocitos, linfocitos B, linfocitos T, células microgliales, fibras nerviosas de
la piel, sistema nervioso central, entre otros (Mechoulam et al., 2013, Pacher et al., 2016,

Soria, et al., 2019).

Los endocannabinoides son dacidos grasos poliinsaturados de cadena larga
derivados de los fosfolipidos de membrana, especificamente del 4cido araquidoénico, estos
actian como llaves de los receptores cannabinoides. Los principales endocannabinoides
son: anandamida y el 2-araquinodilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 2013, Pacher et
al., 2016) (ilustracion 12).

OH OH

Hustracion 12.a. Anandamida y b. 2-araquidonilglicerol

Fuente. Nifio (2014).
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1.4. Uso tradicional y farmacologico de Cannabis sativa L.

La edad de oro de la farmacologia de Cannabis comenzo en la década de 1960
cuando Raphael Mechoulam y sus colegas en Israel aislaron y sintetizaron cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y otros fitocannabinoides (Russo, et al., 2017; Fischedick, et. al.,
2010). En China la historia de utilizacion de Cannabis como cultivo de fibras y semillas
es larga (Brand, et al., 2017). Inicialmente, THC obtuvo la mayor parte del interés de la
investigacion con atencion esporadica al cannabidiol (CBD), que solo se ha reavivado en
los ltimos 15 afios a través de una demostracion de su notable versatilidad farmacologica
y sinergia con el THC (Russo, et. al., 2017). Debido a los diversos efectos observados en
consumidores de Cannabis, surgi6 la idea que en el organismo deberian existir estructuras
especificas a las cuales se unan los metabolitos del Cannabis sativa L. y producir sus
efectos caracteristicos. Asi comenz6 la exhaustiva investigacion de un nuevo sistema, el

sistema endocannabinoide (Grotenhermen, 2006, Turner, et al., 2017, Kinghorn, 2017).

Cannabis plantea un desafio para la medicina, de acuerdo con el paradigma de la
farmacologia de “compuesto Unico-objetivo tnico”. (Hazekamp, 2016, Gustavo, et al,.
2019). El descubrimiento del sistema endocannabinoide reabrid el debate de la utilizacion
terapéutica de la planta de Cannabis, asi mismo proporciond la oportunidad de estudiar
con mayor exactitud los efectos adversos de los fitocannabinoides. El interés de los
investigadores esta en comprender y modular la actividad del sistema endocannabinoide
con el fin de explotar su gran potencial terapéutico en una amplia gama de enfermedades
que van desde trastornos del estado de &nimo y ansiedad, trastornos del movimiento como
Parkinson y la enfermedad de Huntington, entre otros (Leung, 2011, Kuzdzal, 2016,
Casajuana et, al., 2017). Ya existen muchos estudios que detallan los beneficios de los
compuestos mas comunes de Cannabis enfocandose en su farmacologia y los posibles
efectos sinérgicos (Russo, 2019). Cuando se consume Cannabis, el cuerpo absorbe
muchos fitocompuestos, cada uno con un efecto y beneficio especifico, algunas
fitomoléculas interactian provocando una mayor actividad bioldgica, eso es lo que se
conoce como el efecto séquito o sinérgico (Baron, 2018, Turner, et al., 2017, Gustavo, et

al., 2019, Koltai, et al., 2020). Actualmente Cannabis y su amplia gama de componentes
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activos son los responsables del potencial medicinal, existe evidencia que respalda la
eficacia de Cannabis para el tratamiento de dolor cronico, epilepsia, enfermedad
inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, enfermedades neurodegenerativas, diabetes,

cancer, entre otras (Bernstein, et al., 2019, Byars, et al., 2019).

1.4.1 Efectos adversos de Cannabis y los cannabinoides

Se han realizado diferentes estudios en busca de conocer los efectos adversos de
los cannabinoides, un documento importante que resume algunos de estos estudios es el
presentado por Hall, 2018 (Hall, 2018), en el se realiza una revision de la evidencia sobre
la eficacia y seguridad del uso médico del Cannabis y los Cannabinoides, documento
vinculado con el Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA).
Koppel, et al., 2014 (Koppel, et al., 2014), concluyeron que los extractos de Cannabis
oral, de THC y savitex (nabiximols), son efectivos para reducir la espasticidad y el dolor
central en pacientes con esclerosis multiple a corto plazo, pero resultan ineficaces para
reducir en el tiempo estos sintomas, atribuyendo posiblemente el resultado al
mejoramiento del estado de &nimo o alivio del dolor que causan los cannabinoides en los
pacientes, pero pueden ser los causantes de provocar temblor como sintoma secundario.
Los autores también revisaron datos de los efectos adversos en pacientes con epilepsia, y
encontraron que el 6,9% de los pacientes abandonan el tratamiento con cannabinoides
debido a eventos adversos como: nduseas, debilidad, cambios de comportamiento o
humor, ideacion suicida, alucinaciones y mareos. En otro estudio, Whiting et al. 2015
(Whiting et al. 2015), realizaron una revision de ensayos clinicos controlados de
cannabinoides para usos médicos en bases de datos electronicas de estudios cientificos,
en gran parte de estos estudios se considerd que los resultados tenian un alto riesgo de
sesgo al comparar el efecto de cannabinoides como dronabinol con un placebo para
estimular el apetito. La academia Nacional de Ciencias, Ingenieria y Medicina en el 2017,
realiz6 un documento sobre los efectos del Cannabis y los cannabinoides en la salud.
Otros autores que han abordado el tema a través del tiempo; Ashton, (1999) en el escrito
“Adverse effects of Cannabis and cannabinoids”, Beaulieu, (2005) “Toxic effects of
Cannabis and cannabinoids: animal data”, Cohen, et al., (2019) “Positive and negative

effects of Cannabis and cannabinoids on health”.
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CAPITULO 2. Evaluacién morfologica de Cannabis sativa
L. que se cultiva en el departamento del Cauca

2.1 Resumen

Cannabis es una planta con mucho interés en diferentes campos, no sélo por sus
propiedades terapéuticas, sino por su aplicacion en campos como la construccion, los
cosméticos, los alimentos, entre otros. En Colombia, a partir de la legalizacion del
Cannabis, las leyes y tramites estipulados para reglamentar el cultivo y uso del
Cannabis, lo realizan entidades como el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
quien ha disefiado estrategias que permiten a los productores certificar las variedades
que cultivan, a través del analisis de los diferentes caracteres morfoldgicos cualitativos
y cuantitativos. En el presente estudio, se realiz6 la evaluacion morfologica de cuatro
variedades de Cannabis cultivadas en el departamento del Cauca-Colombia, apoyados
de la prueba de evaluacion agrondmica, la cual permiti6 identificar que los caracteres de
crecimiento y contenido de cannabinoides son decisorios en la diferenciacion de las
variedades. Con los datos obtenidos se realiz6 analisis de varianza ANOVA a través del
programa XLSTAT.

Palabras claves: Morfologia de Cannabis sativa L., Prueba de Evaluacion Agrondémica

(PEA), Genotipos.
2.2 Summary

Cannabis is a plant with great interest in different fields not only for its therapeutic
properties, but also for its application in fields such as construction, cosmetics, food,
among others. In Colombia, from the legalization of Cannabis, the laws and procedures
stipulated to regulate the cultivation and use of Cannabis, entities such as the Colombian
Agricultural Institute (ICA), have designed strategies that allow producers to certify the
varieties they grow, at through the analysis of the different qualitative and quantitative
morphological characters. In the present study, the morphological evaluation of four

varieties of Cannabis cultivated in the department of Cauca-Colombia was carried out,
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supported by the agronomic evaluation test, which allowed to identify that the growth
characteristics and content of cannabinoids are decisive in the differentiation of the
varieties. With the data obtained, ANOVA analysis of variance was performed through
the XLSTAT program.

Keywords: Morphology of Cannabis sativa L., Agronomic Evaluation Test (PEA),
Genotypes.

2.3 Introduccion

Cannabis es una planta con muchos efectos farmacoldgicos que estan siendo
estudiados y documentados, dichos efectos depende de la composicion quimica,
especialmente del perfil de cannabinoides. Por ello, resulta muy importante identificar los
factores genéticos, ambientales y de crecimiento que afectan la morfologia y el perfil de
cannabinoides. Estudios como el realizado por Livingston y colaboradores en el 2020,
muestra la importancia de los tricomas glandulares en la morfologia y contenido de
metabolitos durante la maduracion de las flores de Cannabis (Elsohly et al., 2017).
Estudios como el realizado por Adema y colaboradores en el 2021, donde se analizé una
amplia gama de rasgos fenotipicos, como el contenido de THC y CBD, rasgos de
crecimiento como altura, el area de crecimiento y el rendimiento floral, concluyendo que
Cannabis requiere un fenotipado especifico y controlado, dejando 201 catalogos de
caracteres fenotipicos basados en la web, 46 basados en medidas cuantitativas de
contenido quimico y 155 de rasgos entre los que se incluian de crecimiento, afectivos
fisioldgicos o neurologicos, de sabor y usos medicinales. Hazekamp y colaboradores en
el 2016, analizaron 460 accesiones de Cannabis de paises bajos, donde se identificaron
los componentes de Cannabis que pueden actuar como marcadores para distinguir entre

Sativa e Indica.

Al evaluar los cultivos de Cannabis no solo se debe tener en cuenta el peso de las
flores, sino la composicion quimica del producto final. Por lo cual los productores buscan
mejorar los rendimientos y contar con producciones continuas y uniformes de los

cannabinoides de interés, lo que ha llevado a cambiar o tecnificar los invernaderos al
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exterior, por invernaderos en interiores o camaras de crecimiento controladas y cerradas.
Uno de los factores de crecimiento mas importante en el cultivo de Cannabis es la luz; la
calidad de la luz y el fotoperiodo. Estudios como el de Magagnini en el 2018, se enfocaron
en examinar los efectos de diferentes fuentes de luz sobre la morfologia y la produccion
de cannabinoides. Diferentes estudios donde se examinan los caracteres morfoldgicos de
especies de Cannabis se han realizado (Schultes, et al., 1974, Small, et al., 1976,
Yoshimatsu, et al., 2010, Fischedick, et al., 2010, McPartland, et al., 2020). Al igual que
estudios utilizando herramientas quimiométricas (Broseus, et al., 2010, Angeles, et al.,

2014, Staginnus, et al., 2014, Mudge, et al., 2018, Ren, et al., 2021).

Para los productores es muy importante el reconocimiento del material vegetal, es
por ello que actualmente existen programas para resolver los problemas de propiedad
intelectual como identificacion genética; la empresa Israeli Tikun-Olam Cannbit ha
desarrollado la tecnologia Cannabis Genetic Fingerprinting (CGF), un sistema para
identificar y rastrear las cepas de Cannabis a partir de sus codigos genéticos. En
Colombia; el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y el Instituto Colombiano
Agropecuario ICA, solicita a los cultivadores realizar Pruebas de Evaluacion Agronomica
(PEA) de genotipos de Cannabis en cumplimiento de la Resolucion 067516 del 2020, los
cultivadores con Registro como productor de Semilla Seleccionada y PEA, deben registrar
las variedades de Cannabis en el Registro Nacional de Cultivares. Para el cumplimiento
de los requisitos solicitados, se utilizan diferentes metodologias analiticas para identificar
y cuantificar la presencia de los cannabinoides en las inflorecencias de Cannabis, varios

estudios reportan las condiciones y protocolos (Namdar, et al., 2018, Krizman, 2020).

En el presente capitulo se reporta el andlisis del efecto genotipico, ambiental y la
interaccidn genotipo-ambiente a través de la evaluacion de los descriptores morfologicos,
que incluyen tanto caracteristicas cualitativas como cuantitativas de cada variedad. Estos
descriptores incluyen todos los estados fenoldgicos de desarrollo de los 4 fenotipos o
variedades de las plantas de Cannabis sativa L. desde semilla hasta cosecha, plantas
cultivadas en el departamento del Cauca que serdn identificadas morfoloégicamente a

través del andlisis de los descriptores cualitativos y cuantitativos evaluados en la PEA.
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Los datos obtenidos fueron procesados por el método estadistico anélisis de varianza
ANOVA a través del programa XLSTAT, los resultados permitieron identificar las

diferencias mas relevantes entre las cuatro variedades.
2.4 Resultados

Los cuatro fenotipos o variedades seleccionadas corresponden a material obtenido
como resultado de la diferenciacion genética de la empresa Natura Pharma S.A.S en la
subregion geografica del rio Cauca. Los resultados obtenidos al realizar la prueba de
evaluacion agrondmica (PEA), llevaron al registro y aprobacién de las variedades por las
autoridades de Colombia con codigo ICA PEA N° 19-0116. En la tabla 4 se observa la
procedencia y el tipo de material al que corresponden las variedades A, B, C y D. Dichas
variedades fueron seleccionadas de un total de 15 variedades suministradas inicialmente
por el productor, la seleccion se realizo teniendo en cuenta los resultados arrojados por la
PEA, especialmente los resultados obtenidos mediante el andlisis preliminar por
Cromatografia Liquida de Alta resolucion. Se busc6 variedad en la concentracion de CBD
Total, por lo cual se seleccionaron dos variedades con alto contenido (A y D) y dos
variedades con contenido medio (B y C).

Tabla 4. Procedencia de las variedades analizada.

A Corinto No Psicoactiva Fuente semillera NPC
B Miranda No Psicoactiva Fuente semillera NPC
C Miranda No Psicoactiva Fuente semillera NPC
D Toribio No Psicoactiva Fuente semillera NPC

Ilustracion 13. Invernadero Natura Pharma S.A.S

Fuente. C. O. Fernandez (2021).
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En la tabla 5 se encuentran los datos de la ubicacion de las variedades, el sitio

donde se ubica el invernadero (ver ilustracion 13), y donde se realizdé la prueba de

evaluacion agrondmica (PEA).

Tabla 5. Datos de la ubicacion de la Prueba de Evaluacion Agronomica (PEA).

Santander de Quilichao

Mondomo

Las Playas

El porvenir

N 2°53°27,12" 0 76°3309,64"
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NATURA PHARMA CAUCA SAS ZOMAC

En la ilustracion 14, se observa las imagenes correspondientes a las variedades de

Cannabis estudiadas.
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Hustracion 14. Imdgenes de las variedades A, B, Cy D.

Fuente. P. Arango (2021).

En la tabla 6, se registran las 23 variables (caracteres o descriptores) que se

analizaron para realizar la caracterizacion morfologica de las variedades A, B, C y D.

44



Estos descriptores permitieron identificar las diferencias significativas entre las 4

variedades.

Tabla 6. Variables de la Prueba de Evaluacion Agronomica.

1 Numero de foliolos Floracion - Madurez Fenotipica

2 Pigmentacion antocianica peciolo Final de floracion Fenotipica

3 Color del tallo principal Final de floracion Fenotipica

4 Dias a floracion masculina Floracion Crecimiento

5 Dias a floracion femenina Floracion Crecimiento

6 Dias a cosecha Cosecha Crecimiento

7 Proporcion de plantas hermafroditas (%) Floracion Fenotipica

8 Proporcion de plantas femeninas (%) Floracion Fenotipica

9 Proporcion de plantas masculinas (%) Floracion Fenotipica

10 Intensidad del color verde de la hoja Floracion Fenotipica

11 Longitud del peciolo (cm) Floracion Fenotipica

12 Longitud del foliolo central de la hoja (cm) Floracion Fenotipica

13 Ancho del foliolo central de la hoja (cm) Floracion Fenotipica

14 Altura de la planta (cm) Final de floracion Crecimiento

15 Grosor del tallo principal (cm) Floracion Crecimiento

16 Altura de tallo por planta (cm) Cosecha Crecimiento

17 Numero de tallos por planta Cosecha Crecimiento

18 Longitud del entrenudo en el tallo principal (cm) | Final de floracion Crecimiento

19 Rendimiento en flores (g/m2) Cosecha Rendimiento

20 Rendimiento de biomasa (g/m2) Cosecha Rendimiento

21 Contenido de THC (%) Cosecha Contenido de Cannabinoides
22 Contenido de CBD (%) Cosecha Contenido de Cannabinoides
23 Contenido de CBG (%) Cosecha Contenido de Cannabinoides

2.4.1 Disefio experimental

Se realiz6 un diseio experimental completamente al azar con tres (3) repeticiones.
Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa XLSTAT, se realiz6 andlisis de varianza
ANOVA a los datos obtenidos en la PEA. Un total de 180 datos, 45 de cada una de las
variedades. El intervalo de confianza del 95 %. La siembra se realiz6 en unidades
experimentales de 12 m?. Distancia entre surcos de 0,8 m, distancia entre plantas de 0,5

m, numero de surcos por unidad experimental de 2, nimero de plantas por surco de 10,

45



longitud de los surcos de 6 m, distancia entre surcos de parcelas de 1,2 m entre unidades

experimentales, en una localidad (ilustracion 15).

0,5 metros
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Hustracion 15. Distribucion de la prueba de evaluacion agronomica (PEA) para las cuatro variedades
de Cannabis sativa L.

Fuente. Natura Pharma Cauca (2020).

Las condiciones climaticas se referencian en la ilustracion 16, los registros son
semanales para las variables temperatura méxima, minima y media, con datos de 26,5,
15,5y 20,5 °C, respectivamente. La mayor precipitacion se registro entre las semanas 6 'y
10 del desarrollo vegetativo, entre 30 y 40 mm /semana, y menos a 26 mm en la etapa
reproductiva. Los valores de humedad relativa maxima, media y minima fueron de 97, 88
y 77 %.

S omwao s seowmomas
10

. ssept
1 2 3 6 |=s 6 ] Y 9 |10 | 1| 12|13 ]|14[15]| 6|27 ]|18]1e

- Precipracion (mm| e Temphax o) we TempM n(cC) S HumdMas (%] W Humddn (%) MediaTemp (o€ e@meMedizHumd (%)
Hustracion 16. Registro de las variables climaticas en la PEA para las variedades de Cannabis sativa L.
en el valle geogrdfico del rio Cauca.

Fuente. Natura Pharma SAS (2020).
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2.4.2 Desarrollo Fenologico

En la tabla 7 se registran los datos obtenidos de los caracteres de desarrollo
fenoldgico evaluados los cuales permitieron definir para las cuatro variedades (A, B, Cy
D), 91 dias (13 semanas) de estado vegetativo, se adiciond luz extra hasta lograr una
longitud del tallo principal aceptable para iniciar la fase reproductiva, la cual desarrollo
en 40 dias (5,7 semanas) hasta la cosecha, el ciclo total de 132 dias (18,8 semanas). El
tipo de floracion para las cuatro variedades correspondié a 100 % flores femeninas y las

4 variedades registraron 5 foliolos por hoja.

Tabla 7. Datos desarrollo fenologico de las variedades de Cannabis.

Floraciéon | Cosecha | Femeninas | Masculinas | Hermafroditas
A 5 91 132 100 0 0
B 5 91 132 100 0 0
C 5 91 132 100 0 0
D 5 91 132 100 0 0

Los datos obtenidos al evaluar los tres 6rganos; hoja, flor y tallo se registran en la
tabla 8, entre los cuatro genotipos se logré observar variacion en los grados de pigmentos
antocianica del peciolo y en la intensidad del color verde de la hoja; en las variedades A
y C se observé una pigmentacion débil y ausente, respectivamente. La variedad D,
presentd pigmentacion media y la variedad B, una pigmentacion muy fuerte. El color
verde de la hoja de las variedades paso de ligero en la D, a medio en A y C hasta oscuro

en B.

Tabla 8. Datos de las variables fenotipicas de las variedades A, B, Cy D.

A Débil Verde Medio
B Muy fuerte Verde Oscuro
C Ausente Verde Medio
D Medio Verde Ligero
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Hustracion 17. a. Medicion variables longitud del peciolo, b. medicion de la longitud del foliolo y c.
medicion de la anchura del foliolo

Fuente. P. Arango (2021).

En la tabla 9 se muestran los resultados de la evaluacion de las variables
fenotipicas: longitud de peciolo, registr6 diferencias estadisticas significativas (p<0.05),
longitud y ancho del foliolo, en general no se observo diferencia estadistica significativa
(p>0.05), lo que puede ser explicado por la uniformidad de éstos componentes foliares en
los cuatro genotipos evaluados; A, B, C y D (ilustracion 17). En el grafico 1, se observa
las medias de los caracteres fenotipicos; la longitud de peciolo en la variedad A presentod
valores entre 5,1 - 10,0 cm, en la variedad B entre 5,9 - 9,4 cm, la variedad C entre 5,6 -
8,9 cm, con valores de media muy similares entre 7,424 - 7,638 cm, un poco diferentes a
la variedad D con un valor de media de 8,120 cm, con valores entre 6,5 - 11,5 cm. En la
longitud y ancho del foliolo; las variedades B, C y D son similares con valores de media
entre 9,847 - 9,918 cm., la variedad B registr6 valores de longitud de foliolo entre 7,6 -
14,5 cm., la variedad C entre 7,8 - 13,1 cm, y la variedad D entre 4,6 - 14,1 cm., la variedad
A present6 el valor de media més alto con 10,122 cm, con valores entre 6,5 - 12,9 cm.
Los valores obtenidos de anchura de foliolo se comportan de la misma forma, con valores
de la variedad A entre 1,2 - 3,1 cm., valores de la variedad B entre 1,2 - 2,9 cm, en la
variedad C entre 1,23 - 2,34 cm., los valores de la variedad D entre 1,1 - 2,7 cm, (Ver

tabla 7).

Tabla 9. Comparacion de medias de las variables fenotipicas de las variedades de Cannabis.

A 7.536 £1.089 *10.122 £1.534 | *2.080 £ 0.474
B 7.638 £0.885 9.847 £ 1.588 1.916 £0.413
C 7.424 £ 0.697 9.886 +1.303 1.907 £0.269
D *8.120 + 1.340 9.918 £2.249 1.842 +0.395
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Grafico 1. Media de las variables a. longitud del peciolo, b. longitud del foliolo y c. anchura del foliolo

2.4.3 Variables de Crecimiento

Para los cuatro genotipos analizados se encontraron diferencias estadisticas
significativas para las variables de crecimiento (ilustracion 18). Los valores de altura de
las plantas estan en el rango entre 134,9 - 220,3 cm, los valores de altura del tallo
cosechado entre 47 - 123 cm, los valores de grosor del tallo entre 4,5 - 9,5 cm, el nimero
de tallos por planta entre 2 - 5 y la longitud entrenudos entre 4,6 — 12,0 cm, los valores se
registran en la tabla 10 (p<0,0001). Los valores medios muestran que los tallos de cosecha
con mayor altura correspondieron al genotipo A, con 89,244 cm, seguido del genotipo D
con 70,289 cm y los genotipos B y C con valores de 50,244 cm y 49,511 cm,
respectivamente. Los valores del grosor del tallo principal muestran el mayor didmetro en
el genotipo A, con un valor de 7,804 cm y en los genotipos B y C valores muy cercanos
entre ellos de 6,998 cm y 6,955 cm, el genotipo D presenta el menor didmetro con un
valor de 5,904 cm (ver grafico 2). La variedad A, presenta el valor mas alto de longitud
de entrenudos del tallo principal; 8,284 cm, seguido de la variedad C con un valor de
7,964 cm y los valores mas cortos corresponden a las variedades B y D; 6,975 y 6,280

cm, respectivamente (ver grafico 2).

a.

Hustracion 18. a. Medicion variables grosor del tallo, b. Numero de tallos/planta y c. longitud
entrenudos.

Fuente. P. Arango (2021)
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Tabla 10. Comparacion de medias de las variables de crecimiento de las variedades A, B, C y D.

A *198.506 £ 4.785 *89.244 + 14.117 *7.804 £ 0.966 5.000 = 0.000 *8.284 + 1.697
B 139.676 £ 2.277 50.244 +7.030 6.998 +0.953 3.933+0.809 6.975+1.180
C 161.598 + 9.604 49.511 £6.710 6.955 +£0.410 4.066 £ 0.863 7.964 +0.824
D 171.582 + 5.956 70.289 £ 10.083 5.904 +0.971 *5.889 £ 0.775 6.280 + 1.009
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Grafico 2. Media de las variables a. altura de la planta, b. altura del tallo cosechado c. grosor del tallo
d. numero de tallos por plantas. e. longitud de entrenudos.

2.4.4 Variables de Rendimiento

Las variables relacionadas con el rendimiento; biomasa fresca y biomasa de flores
por planta muestran resultados de biomasa fresca entre 750 - 1930 g/m? y la biomasa de
flores entre 290 - 420 g/m>. Siendo el genotipo A, la variedad que acumulé la mayor
cantidad de biomasa total por planta y por area (m?) al final del ciclo productivo con 1253
g, seguida del genotipo B con un valor de 1164 gy las variedades Cy D con valores muy

cercanos de 1119y 1118 g respectivamente (ver tabla 11).

La variable peso fresco de flor, los genotipos A, B y D presentaron valores muy
cercanos de 298,87, 302,76 y 281 g, respectivamente. El genotipo C presento el valor mas

alto con 452,93 g. Los genotipos analizados presentan porcentajes de biomasa en los
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organos cosechado entre el 24 y 26 % para flores, entre 17 % para tallos y entre 58 y 59
% para hojas y tallos principales para las variedades A, B y D. La variedad C presento
los valores mas altos en toda la distribucién de biomasa 40% de flor y 24 % de tallos (ver

tabla 12).

Tabla 11. Comparacion de medias de las variables de rendimiento de las variedades de Cannabis.

Tabla 12. Distribucion del porcentaje de biomasa de las variedades A, B, C y D.

A 298.867 *1253.178
B 302.756 1164.022
C *452.935 1119.045
D 280.844 1118.244

Variedad

Flor (%)

Tallos Ramas (%)

Hojas + Tallos (%)

24

17

59

26

17

58

*40

*24

*36

g|la|m | >

25

17

58

Los resultados que se presentan en las tablas corresponden al promedio de los

datos registrados durante la PEA.

2.4.5 Contenido de cannabinoides: CBD, THC, CBG

Los resultados de los anélisis de potencia registraron diferencias estadisticas entre
las variedades para los tres cannabinoides principales evaluados. Los resultados de
analisis de los porcentajes de cannabinoides permitieron identificar a las variedades A, B,
C y D como Cannabis no psicoactivo, con valores de THC por debajo del 1 %, (ver tabla
13. Los valores de CBD total se encontraron entre 11,980 y 17,850 %, la variedad D
presentd el mayor porcentaje con un valor de 17,550 %, seguida de la variedad A con
14,763 %. El genotipo B presentd un valor de 13,600 % y el genotipo C reportd el menor
valor de CBD total con 12,360 % (ver tabla 11 y grafico 3) (p<<0,0001). La variedad que

mayor porcentaje de CBG present6 fue la variedad B con 0,129 %. La variedad que
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presentd una relacion CBD/THC mayor fue la D con un valor de 26,532 % y la variedad
C present6 la menor relacion con un valor de 18,184 % (ver tabla 13). Los valores de %
CBD total y %T HC total se obtienen sumando los valores obtenidos del cannabinoide

neutro y el cannabinoide 4cido y se multiplica por 0,877.

Medias(THC TOTAL) - GENOTIPO Medias(CBD TOTAL) - GENOTIPO
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Grafico 3. a. Media del contenido de THC total b. Media del contenido de CBD total c. Media del
contenido de CBG d. Media de la relacion CBD/THC

A ] c
GENOTIPO

C.

Los cromatogramas correspondientes al andlisis de la flor para cada una de las
variedades se encuentran en el anexo 7.1, en ellos se puede observar la presencia del

cannabinoide CBDA como mayoritario.

Tabla 13. Comparacion de medias de % de cannabinoides de las variedades de Cannabis.

A 0.617£0.031 14.763 £0.371 0.005£0.004 | 23.960 +0.608
B *0.550£0.030 | 13.600+0.000 | *0.129£0.028 | 24.776 £ 1.353
C 0.680£0.030 | 12.360+0.380 | 0.110+0.020 18.184 £ 0.244
D 0.680 = 0.139 | *17.550£0.494 | 0.037 £0.006 | 26.532+5.312

THC Total = % THC + % THCA x 0,877
CBD Total = % CBD + % CBDA x 0,877
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Al analizar las muestras por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se
debe realizar el céalculo del factor de conversion se obtiene segin la reaccion de
descarboxilacion al pasar de THCA al THC por la pérdida de una molécula de didxido de
carbono (COz). El THCA pesa 358 gramos por mol, el THC pesa 314 gramos por mol, si
se considera la perdida por molécula 358/314 = 0.877 moléculas de THC, por lo cual el

% de THC total en HPLC se calcula segtin la ecuacion 1:

% de THC tw = % de THC + (% de THCA x 0.877) (Ec. 1)

El mismo principio se aplica para el calculo del % de CBD total y CBG total.

2.5 Discusion

En la primera fase del estudio, se llevo a cabo la evaluacién morfoldgica de cuatro
variedades de Cannabis con el fin de establecer si se trata de variedades diferentes, dicho
proceso se realizé teniendo en cuenta el cumpliendo con los requerimientos solicitados
por el ICA a través de la Resolucion 067516 del 2020, en la cual se establece como
procedimiento la realizacion de Pruebas de Evaluacion Agronoémica (PEA) a los
genotipos que se desea diferenciar. Estos resultados permitieron asignar nombres
vernaculos a las variedades analizadas, forma comun de categorizar las cepas o variedades
teniendo en cuenta la morfologia de la planta (fenotipo), considerando caracteristicas
como la forma de la hoja, la altura de la planta, el color, la velocidad de crecimiento, entre
otros caracteres. Este sistema es independiente de la clasificacion cientifica y taxonémica

(Hazekamp, et al., 2016).

Los datos fueron obtenidos a partir del disefio experimental al azar con tres
repeticiones, el cual permiti¢ analizar la evaluacion morfologica de 23 caracteres entre
los cualitativos y cuantitativos, estos caracteres pertenecientes a 4 tipos de variables;

fenotipicas, de crecimiento, rendimiento y el contenido de cannabinoides.

El desarrollo fenologico se definio a través de caracteres cualitativos y

cuantitativos, los datos registrados en algunos de estos caracteres no mostraron diferencias
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significativas entre las variedades. Los cuatro genotipos presentaron 5 foliolos por hoja,
el numero de dias de floracion y cosecha fue igual para A, B, C y D; 91 y 132 dias,
respectivamente. Las flores resultaron 100 % femenina. Se logré observar que las
variables fenotipicas (tabla 8) pigmentacion antocianica del peciolo e intensidad del color
verde de la hoja, presentaron leves diferencias, aunque en todas las variedades el color del
tallo principal fue verde. En la variedad A, la pigmentacion del peciolo es débil y las hojas
un verde medio, la variedad B, la pigmentacion del peciolo es muy fuerte y el color de la
hoja oscuro, la variedad C, presentd una pigmentacion ausente y un color de hoja medio,
finalmente la variedad D presentd pigmentacion media y un color verde de la hoja ligero.
Por lo cual los descriptores morfoldgicos de desarrollo fenotipico no son decisorios para
la diferenciacion de las variedades analizadas. Al evaluar las variables fenotipicas
cuantitativas; longitud de peciolo y longitud y ancho del foliolo; se observa diferencia
estadistica significativa en la longitud del peciolo (p<0.05) los valores de las variedades
A, By C, estan entre 7.424 y 7.638 cm. La variedad D fue la que mayor longitud de
peciolo con 8,120 cm. La longitud y anchura del foliolo no presentd diferencia
significativa (p> 0.05), la longitud del foliolo para las variedades B, C y D se encuentra
entre 9.847 —9.886 cm, y la anchura de foliolo 1.842 — 1.916 cm, mientras que la variedad
A registrd 10.122 cm de longitud de foliolo y 2.080 cm de anchura del foliolo, cuyo valor
si presento diferencia significativa (p=0.005) (ver tabla 9).

Los datos obtenidos en los caracteres de crecimiento; altura de la planta y altura y
grosor del tallo cosechado, permitieron observar diferencias estadisticas significativas
entre los genotipos evaluados (p<0.05), siendo la variedad A, la de mayor altura con
198.506 cm, seguida de la variedad D con 171.582 cm, la variedad C 161.598 cm y
finalmente con una amplia diferencia se observa que la variedad B, es la de menor altura
con 139.676 cm. El tallo, tanto por su altura, como su grosor, permitié corroborar que la
variedad A es mas grande que las otras variedades, con una altura de tallo de 89.244 cm
y grosor de 7.804 cm, seguida de la variedad D con una altura de tallo de 70.289 cm y
grosor de 5.904 cm. Las variedades B y C registran datos muy cercanos, siendo la variedad
B levemente mayor que la C (ver tabla 10). El nimero de tallos por planta no registra

relaciéon con los otros valores obtenidos en los otros caracteres. Los caracteres de
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crecimiento permiten observar diferencias significativas entre las variedades, siendo la

variedad A>D > C > B.

Los resultados obtenidos en las variables de rendimiento permitieron observar que
el genotipo A con 1253.178 g/m?, registr6 la mayor biomasa de planta. Los genotipos B,
C y D presentaron valores muy cercanos entre 118.244 y 1164.022 g/m?. Los datos
obtenidos de biomasa fresca permitieron observar que la variedad C present6 la mayor
produccion con 452.935 g, seguida de la variedad B con 302.756 g, la variedad D con
280.844 g registrd el menor valor. Se puede observar una importante diferencia de la
variedad C con respecto a las otras variedades (Tabla 11). Al examinar la distribucion de
la biomasa (Tabla 12), se observa que la variedad C, registra el mayor porcentaje de flor
(40%), las variedades A, B y D, reportan porcentajes muy cercanos entre 24 - 26 %, dato
importante al evaluar el rendimiento de la planta con respecto a la produccion de

cannabinoides.

Al examinar el contenido de cannabinoides principales CBD total, THC total y
CBG en las flores de las variedades de Cannabis analizadas, los cuales se identificaron y
cuantificaron por los tiempos de retencion al comparar las muestras respecto a patrones
certificados, el contenido de THC total fue inferior al 1% en todas variedades, con valores
entre 0.550 y 0.680% (ver tabla 13), lo que confirma que las cuatro variedades de
Cannabis analizadas es material vegetal no psicoactivo. El contenido del cannabinoide
CBD total registr6 el valor més alto en la variedad D, 17.55 %, seguido de la variedad A
con 15.76 %, las variedades B y C, presentan los valores mas bajos entre el 13.6 y 12.4
%. Las variedades B y C presentaron los porcentajes de CBG mas altos y cercanos entre
ellos, con valores de 0.129 y 0.110 %, respectivamente. Las variedades A y B registraron
porcentajes menores, 0.005% para el genotipo A 'y 0.037 % para D. Al calcular la relacion
CBD/THC para cada una de las variedades, se logrd observar que D, registr6 el valor mas
alto, con 26.532, seguido de B con 24.776, la variedad A registré un valor cercano de
23.960, el valor de la relacion CBD/THC para la variedad C fue el menor, 18.184. Los
porcentajes de CBD total y CBG registran diferencias estadisticas significativas con un

valor de p<0.05, lo cual no ocurre con los datos obtenidos para THC total, donde p>0.05.
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Los datos obtenidos en la prueba de evaluacion agrondémica, permitieron observar
diferencias entre las variedades, siendo los descriptores de crecimiento y el contenido de
cannabinoides decisorios para ello. Al relacionar el contenido de cannabinoides con el
porcentaje de flor en la distribucién de biomasa, se logra determinar que la variedad C,
aunque registr6é el menor porcentaje de CBD total, es la variedad que genera un mayor
rendimiento para el productor, alrededor de 22 g de CBD total por produccion de flor en
la biomasa fresca, la variedad D present6 12 g, y la variedad A y B con un valor de 10g

cada una.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA a través del programa
XLSTAT, intervalo de confianza 95%. Los graficos generados permitieron observar las

diferencias entre las variedades evaluadas.

2.6 Conclusiones

e Los resultados obtenidos al evaluar los cuatro genotipos mostraron uniformidad
en la duracion del ciclo productivo. No se observo la presencia de plantas con
diversidad sexual, los 4 genotipos presentaron flores femeninas, siendo una
caracteristica de estabilidad fisiologica ideal para la propagacion vegetal. Los
caracteres cualitativos de desarrollo fenoldgico no permitieron observar

diferencias significativas entre las cuatro variedades.

e Dentro de las variables fenotipicas cuantitativas; longitud de foliolo no se
observaron diferencias estadisticas significativa, en la anchura del foliolo se
destaca que la variedad A presentd6 un valor con una diferencia estadistica
significativa. Para los valores de longitud de peciolo si se observé una diferencia
estadistica significativa en todos los casos, la variedad D presenté mayor longitud
del peciolo (8.120 cm), con diferencia de aproximadamente un 1 cm con respecto
a las otras variedades. Al analizar los resultados de los caracteres fenotipicos se

logré diferenciar entre las cuatro variedades.
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Los caracteres de crecimiento, altura de la planta y del tallo, al igual que el grosor
del tallo, permitieron establecer diferencias estadisticas significativas entre las
variedades, destacando que el genotipo A es la planta con mayor desarrollo,
seguida de D. Mientras las variedades B y C son las mas bajas. las caracteristicas

de crecimiento también permitieron diferenciar entre las variedades.

Al analizar la composicion quimica de las cuatro variedades se corrobor6 la
clasificacion del material vegetal como Cannabis no psicoactivo. El contenido de
los cannabinoides CBD total y CBG, permiti6 observa diferencias estadisticas
significativas entre las variedades, siendo D la variedad que registré el mayor
contenido de CBD total con 17.55 %, seguido de la variedad A, con 15.76 %. El
contenido del cannabinoide CBG en las variedades B y C con valores entre 0.110
- 0.129 %, permite observar diferencia con relacion a las variedades A y D, con
valores inferior a 0.037 %. En todos los casos las variedades presentaron diferente

distribucion en el contenido de fitocannabinoides.

Al observar los caracteres de rendimiento (biomasa) se evidencia una importante
diferencia del porcentaje de flor de la variedad C (40 %) con respecto a las otras
variedades, con porcentajes entre 24 -26 %. Esta informacién permiti6 establecer
que la variedad C, a pesar de tener un menor porcentaje de CBD total, generaria
un rendimiento significativo al relacionar la produccién de flor con el contenido

de cannabinoides, CBD y CBG.

Al analizar los resultados obtenidos durante la prueba de evaluacion agronomica,
se logrd establecer que existen diferencias significativas entre las cuatro
variedades, hecho que permiti6 sustentar al productor el respectivo registrd de

cada variedad ante el ICA.
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CAPITULO 3. Caracterizacion fitoquimica de Cannabis sativa

L. que se cultiva en el departamento del Cauca.

3.1 Resumen

Cannabis es una especie herbacea destacada en los ultimos afios por los diferentes
tipos de metabolitos presentes en ella; especialmente cannabinoides y terpenos que
promueven su elevado potencial farmacoldgico. En virtud de lo anterior, a partir de los
resultados preliminares de caracterizacion morfoldgica de variedades del Cauca, se
continué con los estudios de caracterizacion fitoquimica. En esta investigacion, el
material vegetal de cuatro variedades de Cannabis sativa L. estudiadas se sometieron a
procesos de extraccion rapida, RSO y soxhlet. Los extractos obtenidos se analizaron por
cromatografia liquida de ultra alta resolucion con detector de arreglo de diodos (UHPLC-
DAD), para la identificacioén y cuantificacion de cannabinoides y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para la identificacion y cuantificacion de
terpenos. Adicionalmente se cuantificaron fenoles, flavonoides y antraquinonas totales
por espectrofotometria. En el andlisis de resultados se contrastd la composicion quimica
de los extractos con el rendimiento de la extraccion del cannabinoide mayoritario CBD
total (CBD y CBDA). El tratamiento de los datos se realizo con aplicacion del programa
Statsoft STATISTICA.

Palabras claves: cannabinoides, terpenos, extraccion etanolica, técnicas cromatograficas.
3.2 Summary

Cannabis 1s a herbaceous species highlighted in recent years due to the class of
compounds present in it; especially cannabinoids and terpenes that promote its high
pharmacological potential. By virtue of the foregoing, based on the preliminary results of
the morphological characterization of varieties from Cauca, the phytochemical
characterization studies continued. In this research, the plant material of four varieties of

Cannabis sativa L. studied were subjected to rapid extraction, percolation and soxhlet
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processes. The extracts obtained were analyzed by ultra-high resolution liquid
chromatography with diode array detector (UHPLC-DAD) for the identification and
quantification of cannabinoids and gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) for the identification and quantification of cannabinoids. of terpenes.
Additionally, total phenols, flavonoids and anthraquinones were quantified by
spectrophotometry. In the analysis of results, the chemical composition of the extracts
was contrasted with the yield of the extraction of the main cannabinoid CBD] total (CBD
and CBDA). The treatment of the data was carried out with the application of the Statsoft
STATISTICA program.

Keywords: cannabinoids, terpenes, ethanol extraction, chromatographic techniques.

3.3 Introduccion

Cannabis es una planta con enorme variedad de compuestos quimicos, muchos de
ellos exclusivos, conocidos como cannabinoides de estructura terpenofenélica (Meijer, et
al., 2003, Flores, et al., 2008, Brenneisen, 2017, Casajuana, et al., 2018, Pellati, et al.,
2018). Hasta el momento de esta busqueda bibliografica se han reportado 120
cannabinoides y en la mayoria de los casos estudiados se destaca la presencia del
cannabidiol (CBD) y el tetrahidrocannabinol (THC). Con el paso del tiempo se ha
conseguido identificar nuevos cannabinoides y recientemente, han cobrado importancia
el cannabicromeno (CBC), el Cannabigerol (CBG) y el cannabinol (CBN) (McLaren et
al., 2008, Hillig, 2004, Bernstein, et al., 2019). Los terpenos y flavonoides son otros
metabolitos secundarios que también estdn presentes en Cannabis. (Sato, et al., 1996,
Yang, et al., 2011, Jiang, et al., 2016, Perveen, 2018, Namdar, et al., 2018, Salha, et al.,
2019, Lvingston, et al., 2020, Micalizzi, et al., 2021), estos compuestos poseen
propiedades medicinales importantes que han sido estudiadas (Scortichini, et al., 1991,
Liebgott, et al., 2000, Turner, et al., 2017, Lewis, et al., 2017, Guimaraes, et al., 2019,
Kim, et al., 2020, Krill, et al., 2020). En razén a las propiedades terapeuticas se ha
intensificado el estudio de procesos eficientes de extraccion, de bajo impacto ambiental y
que sean econdmicamente rentables. Los pardmetros de estudio més relevantes han sido

la temperatura, la presion, el tiempo de extraccion y la naturaleza del solvente (Méndez,
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2018, Ramirez, et al., 2019, Micalizzi, et al., 2021). Los métodos investigados incluyen
procesos convencionales soxhlet, maceracion dindmica, percolacion, ultrasonido,
extraccion rapida con solventes y técnicas mas sofisticadas como la extraccion con fluidos
supercriticos (SFE), pirolisis y microondas, entre otros (Cao, et al., 2016, Citti, et al.,
2016, Brighenti, et al., 2017, Elsohly et al., 2017, Devi et al., 2019, De Vita, et al., 2019,
Rezvankhah, et al., 2019, Fiorini et al., 2020, Tzimas, et al., 2021). Para la extracciéon de
compuestos bioactivos generalmente se utiliza agua como solvente. También se usan con
otros propositos el etanol, alcohol isobutilico y solventes organicos de baja polaridad,

semejantes a los cannabinoides.

La evolucion de los procesos de extraccion ha conllevado a utilizar nuevos
métodos analiticos de identificacion y cuantificacién de cannabinoides y terpenos. La
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) (Broséus, et al., 2010, Citti, et al.,
2016); desde el punto de caracterizacidon espectroscopica, los métodos espectroscopicos
mas utilizados son: RMN, UV, IR, dicroismo circular y Espectrometria de Masas de Alta
Resolucion (HRMS) (Musetti, 2016, Citti, et al., 2019), Cromatografia de Fluidos
Supercriticos (SFC), acoplada a Espectrometria de Masas con Deteccion de Ionizacion
Quimica a presion atmosférica (APCI-MS) (Backstrom, et al., 1997), HPLC con detector
de diodos y CG con detector de ionizacion de llama (Giese, et al., 2019, Kishimoto, et al.,
2005, Fischedichk, et al., 2010, Harman-Ware, et al., 2016, Chandra, et al., 2017, Krill, et
al., 2020, Micalizzi, et al., 2021).

La legalizacion en Colombia de Cannabis con uso medicinal ampli6 el estudio de
la planta hacia otros campos para potencializar la composiciéon quimica a partir de los
genotipos cultivados. Los métodos de extraccion utilizados son muy diversos y en
consideracion a ello, en el presente capitulo se registra los resultados obtenidos al analizar
extractos de cuatro variedades de Cannabis utilizando métodos de extraccion rapida
(adaptacion extraccion Live Resin), RSO (extraccion Rick Simpson Oil) y soxhlet,
métodos econdmicos, rapidos y de uso comun en las industrias y los productores de
Cannabis en Colombia. Se utiliz6 etanol al 99.5 % con el proposito de evaluar

posteriormente la actividad bioldgica. Los extractos se analizaron por cromatografia
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liquida de alta resolucion (HPLC) para identificar y cuantificar cannabinoides, y
cromatografia de gases acoplada a masas (CG-EM) para la identificacion y cuantificacion
de terpenos. Adicionalmente, se cuantifico en los extractos obtenidos de las cuatro
variedades por espectrofotometria; los fenoles a través de la reaccion colorimétrica de
oxido-reduccidn, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante. El
contenido de flavonoides y antraquinonas totales se realizd6 mediante el método
colorimétrico con tricloruro de aluminio. Los datos obtenidos fueron analizados por el

programa Statsoft STATISTICA.

3.4 Resultados

Teniendo en cuenta la disponibilidad del material vegetal, finalmente se obtuvieron

11 muestras, las cuales se nombran y relacionan a continuacion en la tabla 14.

Tabla 14. Relacion de extractos obtenidos segun la variedad y el método de extraccion.

1 A Extraccion rapida A-1
2 Extraccion RSO A-2
3 Extraccion soxhlet A-3
4 B Extraccion rapida B-1
5 Extraccion RSO B-2
6 Extraccion soxhlet B-3
7 C Extraccion rapida C-1
8 Extraccion RSO C-2
9 Extraccion soxhlet C-3
10 D Extraccion RSO D-2
11 Extraccion soxhlet D-3

En la tabla 32 y 33 se registran los datos de las curvas de calibracion y datos de

validacion del método de cuantificacion de cannabinoides por UHPLC-DAD (ver anexo
2).

3.4.1 Identificacion y cuantificacion de cannabinoides por UHPLC/DAD

Los datos obtenidos mediante analisis por UHPLC-DAD en la identificacion de
los cannabinoides de los extractos de las cuatro variedades se registran en la Tabla 15,
grafico 4. En la tabla 15 se muestran los porcentajes peso/peso obtenido para cada
variedad, calculados a partir de los datos cromatdgraficos (ver anexo 2). Los resultados

muestran en cada uno de los extractos el cannabinoide 4cido CBDA mayoritario con
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valores entre 3,9 % hasta 12,86 % en los extractos C-2 (menor contenido) y D-3 (mayor
contenido), seguido del CBD con valores entre 0,95 % en el extracto B-2 y 3,21 % en el
extracto D-3. El cannabinoide THC no se detectd, probablemente porque estd presente
por debajo del limite de deteccion, pero se logrd cuantificar al cannabinoide THCA, en
las variedades A, B y D, esta tltima present6 el valor mas alto con un valor promedio de
0,45 % en el extracto D-3. El cannabinoide CBG so6lo mostrd datos cuantificables en la
extraccion rapida de la variedad B. El cannabinoide CBN se logr6 identificar pero no

cuantificar al estar por fuera del limite de cuantificacion.
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Grifico 4. Contenido de cannabinoides en extractos de las variedades A, B, Cy D obtenidos por:
extraccion rapida, extraccion RSO y extraccion soxhlet

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05

El andlisis estadistico permitié identificar las diferencias significativas en el
contenido de cannabinoides en cada uno de los métodos de extraccion. En la extraccion
rapida se obtuvo un porcentaje de CBD significativamente mayor en la variedad A (1.98
%) con relacion a las variedades B (1.05 %) y C (1.01 %). Para el cannabinoide CBDA
se obtuvo porcentajes con amplias diferencias entre las variedades, A (8.80 %), B (6.07

%)y C (4.45 %). En la extraccion por RSO, el cannabinoide CBDA present6 diferencias
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significativas entre las variedades. Caso contrario del cannabinoide CBD, donde la
diferencia se da entre las variedades A y D, finalmente el cannabinoide THCA soélo
registro diferencia en la variedad D. En la extraccion soxhlet, la concentracion del
cannabinoide CBDA mostr6é diferencias significativas en las variedades A y B, el
cannabinoide CBD en las variedades B y C y el cannabinoide THCA también en la

variedad D. En todos los casos (p<0,05).

Tabla 15. Comparacion de medias de cannabinoides principales en los extractos de Cannabis.

A-1 *¥1.977 £ 0.180 *8.404 £0.728 0.259 +0.021 N.D. 10.640
A-2 *2.317 £0.065 *8.898 £ 0.239 0.323 +0.015 N.D. 11.538
A-3 2.896 £ 0.006 *11.114 £ 0.162 0.384 £0.007 N.D. 14.394
B-1 1.055£0.056 *6.074 £ 0.214 0.232 £ 0.006 1.231£0.043 8.592
B-2 0.952£0.051 *5.000 +£0.124 0.228 £0.009 N.D. 6.180
B-3 *1.471 £ 0.099 6.802 £ 0.504 0.301 £0.014 N.D. 8.574
C-1 1.018 £0.057 *4.446 + 0.305 N.D. N.D. 5.464
C-2 1.040 £0.021 *3.881 £0.077 N.D. N.D. 4.921
C-3 *1.930 £ 0.085 8.082 +£0.294 N.D. N.D. 10.012
D-2 *2.624 £ 0.052 *10.868 £ 0.220 *0.404 £ 0.013 N.D. 13.896
D-3 3.208 £0.260 *12.855 £1.063 *0.455 £ 0.036 N.D. 16.518

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05, n = 3.

N.D.: No detectado.

Al graficar el valor medio obtenido de los cannabinoides CBDA y CBD segun el
método de extraccion para cada variedad y realizar el anélisis estadistico, se observa que
para el Genotipo A, la extraccion soxhlet muestra diferencia con respecto al cannabinoide
CBDA, para el cannabinoide CBD, los tres métodos presentan diferencias significativas

segun la estadistica realizada (p<0,05).

En el Genotipo B hay diferencia de la concentracion del CBDA en el extracto por
RSO en comparaciéon con los otros dos métodos de extraccion, en el caso del CBD la
extraccion soxhlet permitié obtener una mayor concentracion (p<0,05). Finalmente, en
los Genotipos C y D, se registraron diferencias en la extracciéon soxhlet para los

cannabinoides CBDA y CBD (p<0,05). (Ver grafico 5).
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Grafico 5. Contenido de CBD y CBDA presentes en cada uno de los genotipos A, B, Cy D

El método de extraccion soxhlet fue el més eficiente en todos los casos. Para este
método, la variedad D, present6 el mayor contenido de CBD total, con un porcentaje de
14,84 %, seguido de la variedad A, con 12,64 %, las variedades B y C, reportaron valores
promedio de 7,43 % y 9,02 %, respectivamente. Para las variedades B y C la extraccion

rapida fue mas eficiente al compararla con la extraccién por RSO (ver tabla 16).
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CBD total
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Grafico 6. Comparacion de porcentajes de extraccion en cada variedad.

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05
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Al relacionar el contenido de CBD total obtenido en cada extracto con el contenido
de CBD total de la flor seca de cada variedad, se logr6é calcular el porcentaje de
rendimiento para cada método de extraccion, datos que fueron graficados y se pueden
observar en el grafico 6, el método soxhlet resulté mas eficiente comparado con la
extraccion rapida y RSO. El porcentaje de rendimiento mas alto fue obtenido en la
extraccion soxhlet de la variedad A (A-3) con 85,64 %, seguido por la D-3 con 82,52 %.
El rendimiento més bajo se presento en la extraccion RSO, para la variedad C (C-2) con
35,95 %. En la tabla No. 16, se registran los datos obtenidos de porcentaje de CBD total

y porcentaje de extraccion para cada extracto analizado.

Tabla 16. Comparacion de medias del porcentaje de extraccion del CBD total en las variedades.

A-1 *9.348 £ 0.817 *63.318 £5.534
A-2 *10.121 £ 0.257 *68.551 £1.739
A-3 *12.643 £ 0.145 85.636 +0.984
B-1 *6.383 £0.224 46.936 = 1.645
B-2 *5.337 £0.140 39.240 £ 1.030
B-3 7.437+£0.541 *54.681 £3.978
C-1 *4917 +£0.324 39.779 £2.617
C-2 *4.443 £ 0.086 35.949 £ 0.698
C-3 9.017 £ 0.345 72.950 £2.794
D-2 *12.153 £ 0.244 69.250 £ 1.393
D-3 *14.482 +£1.192 *82.519 £6.790

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05, n = 3.

El analisis estadistico con el programa STATISTICA, estableci6 correlaciones en
el comportamiento de los métodos de extraccion con cada una de las variedades. En la
extraccion rapida de la variedad A se presentaron diferencias significativas con respecto
a las variedades B y C. La extraccioén por RSO report6 diferencias en las variedades A 'y
D. En la extraccion soxhlet, se observo diferencias en la variedad B, (p<0,05). (Ver grafico

6).
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3.4.2 Identificacion y cuantificacion de terpenos por CG-EM
Los terpenos presentes en los extractos de las cuatro variedades se analizaron por
CG-EM. La concentracion (ng/mL) se muestran en la Tabla No.17, registrados para cada

variedad, calculados a partir de los datos cromatograficos (ver anexo 2).

Tabla 17. Comparacion de medias de la concentracion de terpenos en los extractos.

A-1 53.787+1.719 46.020 £ 0.557 27424 £1.761 | *44.551 £4.193 | *303.504 +2.848 | *87.332+1.573 | 181.925 £6.237 | *329.274 £ 6.341
A-2 N.D. N.D. 19.566 £1.937 | 36.957£2.045 |*218.555+0.630| 61.658 £0.947 | 112.262 £1.543 | *238.662 +2.767
A-3 *146.444 £ 1.001 145.945 +7.684 39.279 £4.470 | 35.136 £1.000 |*243.169 +2.314| 59.867£7.524 | 65.701 +7.781 149.157 + 4.445
B-1 19.271 £0.286 38.865 £ 4.131 26.532£6.659 | 29.632+£1.290 | 140.973 £2.534 | 38.887 £1.097 |*149.213 £3.926| *180.005 £2.043
B-2 17.061 £1.993 37.111+£0.926 30299 £2.374 | 26.694 £1.247 | 133.247£8.731 | 35.078 £3.785 | 105.677£8.450 | 140.795 £ 3.880
B-3 16292 £2.512 70.758 £7.015 48.547£0.706 | 38.032+3.861 | 177.420+7.075 | 39.506 £ 6.084 | 104.530 £4.270 | 142.433 +4.609
C-1 32.582+3.788 67.406 +4.714 51.914 £6.100 34.523+£0.07 | 197.007 £8.671 | 51.168 +0.548 | 169.779 £ 6.621 | *205.370 + 0.239
C-2 13.547 £ 0.503 48.986 £2.222 42.382+6.826 | 26.957+0.398 | 122.465+6.044 | 30.084 £2.485 | 70.924 £ 7.064 114.313 +3.260
C-3 15.691 £0.179 127.811+£2.386 | *94.269 £3.165 | 38.229+0.565 | 181.068 £8.296 | 42318 +1.297 | 76.114 +1.002 137.419 £ 0.397
D-2 *122.327 £8.260 133.006 + 6.841 57.334+£3.835 | 34.690+£0.670 | 188.440+7.056 | 43.518+£3.893 | 77.147+£7.018 143.707 +2.055
D-3 *250.094 £2.992 *180.362 £9.382 | 41.294 +4.886 N.D. +189.781 £5.129| 46.649 £3.947 | 57.806+0.287 | 118.225+10.843

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05, n = 3.

N.D.: No detectado.

En los graficos 7, se muestra la composicion de los terpenos mas representativos
en los extractos de las variedades A, B y C; B-cariofileno, guaiol, a-bisabolol, el método
de extraccion rapida registra los valores mas altos para estos terpenos. En los extractos de
la variedad D, se concentra mayor contenido de los terpenos; a-pineno, [3-mirceno, [3-

cariofileno y a-bisabolol.

Al evaluar la concentracion total de terpenos obtenidos por variedad y método de
extraccion se nota que la extraccion rapida contiene mayor cantidad de terpenos, seguida
de la extraccion soxhlet. La variedad A registro el mayor contenido de terpenos en el
extracto A-1, con una concentracién de 1073 pg/mL que recoge la concentracion de o-
bisabolol fue el mas alto (329 pg/mL), seguido del B-cariofileno (303 pg/mL) en todos
los casos p<0,05. La segunda variedad con una concentracion de terpenos de 884,21

pg/mL por extraccion soxhlet, fue la variedad D. La concentracion de terpenos en la
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variedad B por el método soxhlet reportd una concentracion de 637,52 ug/mL y la

variedad C por el método de extraccion rapida una concentracion de 810 pg/mL.
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Grafico 7. Contenido de terpenos en las variedades A, B, C y D por método de extraccion.

*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05

El andlisis estadistico utilizando el programa STATISTICA, permiti6 observar el
comportamiento de los terpenos en cada uno de los extractos; el a-pineno presenta
diferencias significativas en los extractos A-1, A-3, C-1, D-2 y D-3; B-mirceno, en el
extracto D-3; D-limoneno, en el extracto C-3; linalool, en el extracto A-1; B-cariofileno
en los extractos de la variedad A; humuleno, en el extracto A-1; guaiol, en el extracto B-

2 y a-bisabolol, en los extractos A-1, A-2, B-1y C-1 (p<0,05).

En el anexo 2 se encuentran las curvas de calibracion y datos de validacion del

método de cuantificacion de terpenos por cromatografia de gases.
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3.4.3 Cuantificacion de fenoles, flavonoides y antraquinonas

En el laboratorio de Bioensayos (Estrés oxidativo) del Centro de Investigaciones
Biomédicas (CIB) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso en Vifia
del Mar — Chile, se realizaron las pruebas de cuantificacion de los fitoconstituyentes;
fenoles, flavonoides y antraquinonas totales, un pardmetro importante para evaluar el
potencial biologico de un extracto, especialmente la actividad antioxidante. Se cuantificd
fenoles totales, basandose en la reaccion colorimétrica de oxido-reduccion utilizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante. El contenido de flavonoides y
antraquinonas totales se realizd mediante el método colorimétrico con tricloruro de

aluminio.

Tabla 18. Andlisis de fitoconstituyentes.

A-1 *61.369 £3.021 *4.229 +0.336 *4.431 £ 0.204
A-2 *70.122 £3.259 *7.892 +£ 0.063 *4.949 + 0.040
A-3 *52.548 £6.413 *5.604 + 0.239 *4.512 £ 0.047
B-1 31.589 £1.539 2.623 £0.225 4.110£0.116
B-2 26.461 £2.577 3.659 +0.365 4.174 £0.039
B-3 30.521 £3.318 *5.608 + 0.248 *4.547 £ 0.100
C-1 25.432+£1.327 2.347+£0.329 4.005 £0.142
C-2 29.375+£1.258 3.169 +0.359 4.175 £ 0.066
C-3 22.301 £1.667 4.133 £0.143 4.280 £ 0.061
D-2 33.262 £0.245 *4.507 £ 0.552 *4.322 +£0.079
D-3 *50.066 £ 4.559 *6.050 £ 0.253 *4.637 £ 0.089

‘Expresado en equivalentes de acido galico (GAE)

Expresado en equivalentes de quercetina (QE)

‘Expresado en equivalentes de emodina (EE)

Los valores representan la media de tres repeticiones + la desviacion estandar (DE)
*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05, n = 3.

En la tabla 18 se registra el valor promedio de fenoles totales, flavonoides totales y
antraquinonas totales, obtenido para cada uno de los extractos de Cannabis no psicoactivo
analizados. Se puede observar que los tres extractos de la variedad A y el extracto por
RSO de la variedad D, concentran mayor cantidad de fenoles totales (en el orden de los
50-70 mg GAE/L) (p<0,05), en el caso de los flavonoides nuevamente los extractos de la
variedad A (A-1, A-2 y A-3), el extracto soxhlet de la variedad B y los dos extractos de

la variedad D presentaron mayor contenido de flavonoides (en el orden de los 4-8 mg
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QE/L) (p<0,05). Finalmente, en el caso de las antraquinonas no se observa gran diferencia
entre los extractos, sin embargo, al igual que en flavonoides, el andlisis estadistico
permitieron destacar los extractos A-1, A-2, A-3, B-3, D-2 y D-3 (en el orden de los 4.5
mg EE/L) (p<0,05).

3.5 Discusion

En el presente capitulo, se evalu6 el contenido de fitocompuestos obtenidos a partir
de tres procesos de extraccion para las cuatro variedades de Cannabis sativa L, se utilizo
como solvente etanol al 99.5 %, el cual fue escogido teniendo en cuenta estudios previos
que reportaron buenos porcentajes de rendimiento de los cannabinoides principales con
este disolvente (Drinic, et al., 2018; Sandiego, 2020; Bowen, et al., 2021). Los métodos
de extraccion utilizados, al igual que el proceso de identificacion y cuantificacion de los
cannabinoides, buscaban preservar en los extractos el cannabinoide CBDA, lo cual se
logro en los tres métodos utilizados; extraccion rapida, RSO y soxhlet, y de esta forma al
evaluar la actividad bioldgica, conocer el comportamiento de este cannabinoide, el cual
ha sido poco estudiado. El analisis cromatografico por UHPLC-DAD de los 11 extractos
de Cannabis, permitio la cuantificacion del cannabinoide CBDA como mayoritario en
todas las variedades, con valores entre 3.88 % en C-2 (extraccion RSO) hasta 12,86 % en
D-3 (extraccion Soxhlet), en todos los casos la extraccion soxhlet reportd los valores mas
altos de CBDA en cada variedad (ver tabla 15). El fitocannabinoide CBD también se
cuantifico en todas las variedades con valores entre 0.95 % en B-2 hasta 3.21 % en D-3.
El cannabinoide THCA no fue posible cuantificarlo en la variedad C, en las otras
variedades presentd porcentajes muy cercanos, entre 0.23 en B-2 hasta 0.46 % en D-3.
Finalmente, el cannabinoide CBG tnicamente se cuantifico en la extraccion rapida de la
variedad B con un valor de 1.23 %, el material vegetal de esta variedad fue el que mayor
contenido de CBG report6 (0.129 %), este resultado se atribuiria a la influencia de la
temperatura en el proceso de extraccion, sin embargo no se encontraron referencias que
desvirtien o respalden esta afirmaciéon. Como se puede observar en resultados de las
extracciones soxhlet y RSO, la variedad D registr6 la mayor cantidad de cannabinoides

CBD y CBDA (hasta casi 3 veces) en comparacion a los extractos de las otras variedades.
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Teniendo en cuenta el porcentaje de CBD total del material vegetal y los
porcentajes de CBD total de los extractos, se calcul6 el porcentaje de rendimiento para
cada variedad con cada uno de los métodos de extraccion. Como era de esperar, el extracto
de la variedad D-3 present6 el porcentaje de CBD total mas alto, con un valor promedio
de 14,84 % y el menor porcentaje de CBD total se obtuvo en el extracto por RSO de la
variedad C de procedencia Miranda-Cauca con un valor promedio de 4,44 %. Los
porcentajes de extraccion para RSO se encuentran entre 35.78 % en la variedad C-2 y
69.25 % en D-2. La extraccion rapida no se logro realizar a la variedad D con procedencia
de Toribio-Cauca, para las otras variedades se reportd el menor porcentaje de extraccion
en C-1 (39.78 %) y el mayor porcentaje en A-1 (63.32%). Para todas las variedades el
método de extraccion soxhlet resulto ser el mas eficiente, con porcentajes de extraccion
entre 54.68 % en B-3 y 85.64 % en A-3, los datos del porcentaje de CBD total y
porcentajes de extraccion se registran en la tabla 16. Rezvankhah, et al., 2019,
investigaron los efectos de la extraccion asistida por microondas (MAE), logrando un
rendimiento de extraccion de 33,91 % p/p, compararon el resultado con el método de
extraccion soxhlet donde se obtuvo un rendimiento mayores (37,93 % p/p) (Rezvankhah,
et al., 2019). Bakker, et al., 2019, compararon cuatro métodos de extraccion (soxhlet con
etanol, fluido stper critico, microondas y ultrasonido), ellos reportaron porcentajes de
rendimiento inferiores al 35% (Bakker, et al., 2019). De acuerdo con estos resultados, los
porcentajes de extraccion obtenidos especialmente en la extraccion soxhlet se pueden

considerar bastante satisfactorios.

Como se puede observar, las variedades con mayor rendimiento son A y D, el
método de extraccion rapida con respecto a la variedad A, con procedencia Corinto-
Cauca, fue el menos efectivo en cuanto a las técnicas de extraccion utilizadas con esta
variedad, con un valor promedio de 63,32 % y un contenido de CBD total de 9,35 %. Al
igual que en la variedad B, en C se observa que la extraccion por RSO, fue menos eficiente
que la extraccion rapida, el extracto que registro el menor rendimiento de extraccion fue
C-2, con un valor promedio de 35,95 % y un contenido de CBD total de 4,44 %. Otros
estudios han reportado porcentajes de extraccion similares o superiores con métodos mas

sofisticados: Rovetto, et al., 2017, obtuvieron extractos de cepas de Cannabis psicoactivo
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con alta concentracion de los cannabinoides THCA y THC mediante extraccion super
critica con didxido de carbono logrando una eficiencia de extraccion de hasta 92 %
(Rovetto, et al., 2017). Moreno, et al., 2020, obtuvieron extractos con altos contenidos de
CBD utilizando CO» supercritico y propano, con rendimientos entre el 51 y 100% con
COz y el 74 al 99% en peso con propano (Moreno, et al., 2020), otros estudios (Gallo-
Molina, et al., 2019; Baldino, et al., 2020; Machaca, 2021). Los porcentajes de extraccion
de los cannabinoides CBDA y CBD obtenidos son bastante significativos al hablar de
métodos de extraccion sencillos y econdmicos, como los utilizados, lo cual permite

proyectar a futuro el uso industrial y medicinal de las variedades de Cannabis del Cauca.

Muchas de las propiedades medicinales de Cannabis se le atribuyen a la presencia
de los terpenos en la planta o a la sinergia de estos con los cannabinoides, Namdar, et al.,
2019, correlacion6 estadisticamente grupos de terpenos con ciertas cepas de Cannabis
ricas en THCA o CBDA y determinaron su capacidad para mejorar la actividad de los
fitocannabinoides, usando un ensayo de viabilidad celular, descubriendo que los terpenos
mejoran la actividad citotoxica de los fitocannabinoides en las lineas celulares MDA-MB-
231 y HCT-115 (Namdar, et al., 2019). Los terpenos presentan una gran variedad entre
los diferentes genotipos de Cannabis, como se observa con los cannabinoides, algunos
estudios han demostrado que la cantidad de terpenos aumenta con la exposicion a la luz 'y
disminuye con la fertilidad del suelo (Bonini, et al., 2018). Diferentes autores han
comparado protocolos de extraccidon y los efectos del precalentamiento en el material
vegetal, lo que puede causar la pérdida por degradacion o evaporacion de terpenos como
lo reporta Micalizzi, et al., 2021 (Micalizzi, et al., 2021). En el presente estudio, a través
del andlisis por cromatografia de gases se logrd la cuantificacion de 8 terpenos con
concentraciones muy variadas. Segun lo reportan Byars, et al., 2019 y Micalizzi, et al.,
2021, los terpenos mas comunes en las plantas de Cannabis son B-mirceno, limoneno,
linalol, pineno y P-cariofileno, terpenos que se identificaron y cuantificaron en los
extractos de las 4 variedades de Cannabis analizadas y se reportan en la tabla 17. Al
evaluar la concentracion total de terpenos obtenidos por variedad con los diferentes
métodos de extraccion, se observa que el método de extraccion rapida resultdé mas

eficiente con valores entre 1073.82 pg/mL para la variedad A y 623.38 pg/mL en la
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variedad B, resultados consecuentes con las condiciones térmicas de los procesos de
extraccion llevados a cabo. En la extraccion RSO se obtuvo la mayor concentracion de
terpenos en la variedad D con 800.17 pg/mL y la menor concentracion en la variedad C
con 469.66 pg/mL. Para la extraccion soxhleth la variedad con valor més alto de terpenos
fue A (884.70 pg/mL), muy cercano a la variedad D con 884.21 pg/mL, el menor valor
se registrd en la variedad B con 637.52 pg/mL. Al evaluar los terpenos presentes en las
variedades, se observo que las variedades A y C registran los valores mas altos,
especialmente de los terpenos; -cariofileno, guaiol, a-bisabolol, este perfil de terpenos
es similar al presentado por Satyal, et al., 2014, para una planta de Cannabis Nepali con
un contenido de THC inferior al 1% y un contenido de cannabidiol de alrededor 1,6%,
similar a las variedades analizadas, en el estudio se observan valores de terpenos alrededor
de 1 mg/g. De forma general se observa que la variedad B registra la menor concentracion
de terpenos. Hanus, et al., 2020, reportaron los resultados de 108 quimiotipos de
Cannabis, donde los principales terpenos que se encontraban por encima del 20% del total
de la muestra analizada fueron B-cariofileno (39x), B-mirceno (8x), a-pineno (8x) y

limoneno (8x) (Hanus, et al., 2020).

Adicionalmente a las pruebas de identificacion y cuantificacion de cannabinoides
y terpenos en los extractos obtenidos a partir de las cuatro variedades de Cannabis, se
determind el contenido de fenoles totales, flavonoides totales y antraquinonas totales por
espectrofotometria. Los compuestos fendlicos son uno de los grupos mas abundantes
dentro de los metabolitos secundarios, estos se destacan por su marcada accién
antioxidante, antimicrobiana, anticancer, antiinflamatoria, entre otras (Gordo, et al., 2018,
Montenegro et al., 2021). Estos compuestos a menudo se asocian con una amplia gama
de productos terapéuticos, por lo cual resulté importante identificar su contenido en los
extractos de Cannabis analizados, observando variabilidad entre los extractos de las
cuatro variedades. Los extractos de la variedad A presentaron los valores mas altos del
contenido de fenoles totales, con valores entre 52.55 mg GAE/L en la extraccion soxhlet
y 70.12 mg GAE/L en la extraccion RSO. En la variedad D, el extracto D-3, con un valor
de 50.06 mg GAE/L también reporté valores significativos. Las variedades B y C

registraron valores bajos de fenoles totales. Autores como; Ojezele, et al., 2019,
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reportaron contenidos de fenoles y flavonoides en extractos metandlicos de Cannabis, con
valores de 12.66 QE mg/g para flavonoides y 14.19 GAE mg/g para fenoles (Ojezele, et
al., 2019). André, et al., 2020 reporta la presencia de fenoles en diferentes variedades
analizadas, con valores entre 4.72 mg GEA/g hasta 22.05 mg GEA/g, el determin6 que el
contenido de fenoles, flavonoides y terpenos son influenciados por el periodo de cosecha
y la etapa fenoldgica de la planta, informacion que se debe tener en cuenta en proximos
estudios, por la relacion directa con los resultados de actividad antioxidante de los
extractos evaluados (André, et al., 2020). Como se puede observar en la tabla 18, el
contenido de flavonoides totales y antraquinonas totales de manera general en los
extractos no fue significativo al compararlo con otros estudios realizados a extractos de
Cannabis. En flavonoides el valor mas alto se present6 en el extracto D-3 con 6.05 QE
mg/L y el menor contenido fue 2.34 QE mg/L en C-1. Para el caso de antraquinonas
totales los valores fueron muy cercanos en todos los extractos, con valores entre 4.00 EE
mg/L en el extracto C-1 y 4.95 EE mg/LL en A-2. Ahmed, et al., 2019, reportaron
contenidos fendlicos maximos derivados del etanol de hojas de Cannabis sativa L. de 2.7

mg GAE/g y 56 mg QE/g para flavonoides totales (Ahmed, et al., 2019).

3.6 Conclusiones

e Al analizar las cuatro variedades de Cannabis que se cultivan y procesan en el
Departamento del Cauca a través del método cromatografico UHPLC-DAD,
después de extraccion por tres procedimientos convencionales con etanol 99.5%;
extraccion rapida, extraccion RSO y extraccion soxhlet, se logrd determinar que
el cannabinoide mayoritario en todos los procesos de extraccion es el CBDA, en
menor porcentaje CBD, el cannabinoide CBG, solo se logr6é cuantificar en la
extraccion rapida de la variedad B, con un porcentaje de 1,23%, mientras que el
THCA no se logrd cuantificar en la variedad C. Estos resultados sugieren la

influencia del proceso de extraccion en la composicion final del extracto.

e De las metodologias de extraccion empleadas en la investigacion, el método

soxhlet fue el mas eficiente en la obtencion de los fitocannabinoides, alcanzando
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porcentajes de hasta un 50% mas que los otros métodos.

En la extraccion rapida, la variedad A presentd el mayor contenido de terpenos
con un valor de 1073 pg/mL, siendo [B-cariofileno, guaiol y a-bisabolol los
mayoritarios, al igual que en la variedad C. Se logrd determinar que la extraccion
rapida resulta mas eficiente que los otros procesos de extraccion. Para la variedad
D, el método de extraccion soxhlet registré un mayor contenido del terpeno o-
pineno, mientras que en la extraccion RSO el mayor contenido fue de B-
cariofileno. Se evidencia la influencia del método de extraccion sobre el contenido

de los terpenos.

Los resultados de las pruebas de cuantificacion de fenoles, flavonoides y
antraquinonas totales, metabolitos secundarios importantes al evaluar la actividad
antioxidante de los extractos de Cannabis, muestran que las variedades A y D
presentaron el mayor contenido de fenoles y flavonoides totales. Siendo estas las
variedades promisorias para alcanzar los mayores porcentajes de actividad

antioxidante.

Los resultados permiten brindar a los productores de Cannabis del Cauca y la
comunidad académica, un acercamiento a la composicién quimica que se puede
encontrar en Cannabis de la region, al utilizar métodos de extraccion simples y
econdmicos para fitoconstituyentes que podrian extenderse a extractos
medicinales, sin embargo, como ya se observo, la composicion podria variar de

acuerdo con el método de extraccion empleado.
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CAPITULO 4. Evaluacién de la actividad biolégica de
Cannabis sativa L. que se cultiva en el departamento del
Cauca

4.1 Resumen

Cannabis medicinal puede tener efectos terapéuticos sobre diversas enfermedades
que van desde el dolor crénico, esclerosis multiple hasta algunos tipos de céncer.
Actualmente se realizan estudios clinicos y preclinicos para evaluar la eficacia y seguridad
del consumo de los cannabinoides, especialmente CBD y THC. A pesar que cada dia se
cuenta con mas estudios del potencial medicinal de éstos cannabinoides, existen pocos
estudios enfocados en los cannabinoides dcidos como el CBDA. En el presente trabajo de
investigacion se realizaron pruebas para conocer el potencial antioxidante y
anticancerigeno de cuatro variedades de Cannabis cultivadas en el departamento del
Cauca, cuyos extractos presentaban mayor contenido del cannabinoide acido (CBDA). Se
comparo6 el contenido de fitoconstituyentes (cannabinoides, terpenos, fenoles, flavonoides
y antraquinonas totales) con la actividad antioxidante (DPPH, ABTS y TRAP) y el efecto
sobre la viabilidad celular en lineas celulares de cancer (ensayo de sulforrodamina B) en
los 11 extractos. Los resultados permitieron observar la citotoxicidad de los extractos en
la linea de células tumorales MFC-7 (cancer de mama). Efectos menos significativos en
las lineas celulares HT-29 (cancer de colon) y PC-3 (cancer de préstata), finalmente se
calculd el indice de selectividad para los extractos que mejor resultados de ICso
presentaron.

Palabras claves: Cancer, citotoxicidad, actividad antioxidante, lineas celular de cancer.

4.2 Summary

Medicinal Cannabis can have therapeutic effects on various diseases ranging from
chronic pain, multiple sclerosis to some types of cancer. Preclinical and clinical studies
are currently being carried out to evaluate the efficacy and safety of the consumption of

cannabinoids, especially CBD and THC. Although every day there are more studies of
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the medicinal potential of these cannabinoids, there are few studies focused on acid
cannabinoids such as CBDA. In the present research work, tests were carried out to know
the antioxidant and anticancer potential of four varieties of Cannabis grown in the
department of Cauca, whose extracts had a higher content of the acid cannabinoid
(CBDA). The content of phytoconstituents (cannabinoids, terpenes, phenols, flavonoids
and total anthraquinones) was compared with the antioxidant activity (DPPH, ABTS and
TRAP) and the effect on cell viability in cancer cell lines (sulforhodamine B test) in the
11 extracts. The results allowed to observe the cytotoxicity of the extracts in the tumor
cell line MFC-7 (breast cancer). Less significant effects in the cell lines HT-29 (colon
cancer) and PC-3 (prostate cancer), finally the selectivity index was calculated for the
extracts that showed the best results of IC50.

Keywords: Cancer, cytotoxicity, antioxidant activity, cancer cell lines.

4.3 Introduccion

Las propiedades medicinales de las plantas de Cannabis cada dia se estudian con
mayor interés por los resultados que se han obtenido, sobre todo en los tltimos afios. Esta
especie de plantas contienen un espectro bastante interesante de compuestos quimicos, los
fitocannabinoides son los mas estudiados, pero también se han identificado una gran
variedad de metabolitos secundarios como los terpenos, fenoles y flavonoides, entre otros,
metabolitos de los cuales hace mucho tiempo se ha estudiado su potencial bioactivo
(Gordo, et al., 2018, Byars, et al., 2019), especialmente los efectos protectores,
antioxidantes y antitumorales (Pellati, et al., 2018). Los efectos farmacologicos de los
cannabinoides son mediados por una gran variedad de receptores, especialmente los
receptores cannabinoides (CB1 y CB2) y receptores acoplados a proteina G (Morales, et
al., 2017). Para conocer el funcionamiento del sistema endocannabinoide se han utilizado
cannabinoides sintéticos y semisintéticos en busca de conocer los modos de unién del
receptor y las relaciones de actividad funcional estructura - CB1/CB2 (Bow, et al., 2016;
Turner, et al.,, 2017; Morales, et al., 2017). El cannabidiol (CBD), es uno de los
cannabinoides mas estudiados, es un cannabinoide no psicoactivo al cual diferentes
estudios le atribuyen propiedades antiinflamatorias, analgésicas, ansioliticas y

antitumorales, entre otras (Takeda, et al., 2012, Sharafi, et al., 2019, Steele, et al., 2019,
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Daris, et al., 2019, Tomko, et al., 2020, Meng, et al., 2020). Estudios in vitro revelaron
que el CBD muestra efectos antagonistas débiles de CB1 y CB2. (Pertwee, et al., 2002,
Thomas, et al., 2007, Mechoulam, et al., 2007). Estudios preclinicos se han centrado en
el papel del CBD como molécula anticancerosa, muchos estudios evidencian su capacidad
antioxidante, lo que sugiere un papel importante en la prevencion de enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares (Pelleti, et al., 2018). En el 2016, la sociedad
estadounidense de Oncologia clinica publico pautas donde incluian el uso de Cannabis 'y
cannabinoides, para ayudar a los sobrevivientes de cancer a controlar el dolor crénico

(Byars, et al., 2019).

Se ha determinado que el precursor acido del CBD (4cido cannabididlico) puede
inhibir la migracion de las células del cancer de mama, lo que direcciona el interés sobre
los cannabinoides acidos. Los terpenos al igual que los cannabinoides muestran efectos
terapéuticos unicos que pueden contribuir significativamente a los efectos secundarios de
los extractos medicinales a base de Cannabis (Casano, et al 2010, Sommano, et al., 2020).
Aunque son muchos los estudios de actividad bioldgica que se han realizado a los
compuestos aislados de Cannabis, actualmente estd ganando fuerza el conocer el efecto
sinérgico de los metabolitos presentes en la planta: el efecto séquito (Baron, 2018),
(Turner, et al., 2017, Gustavo, et al., 2019, Koltai, et al., 2020). Las interacciones
fitocannabinoides-terpenoides podrian producir sinergia con respecto al tratamiento del
dolor, la inflamacion, la depresion, la ansiedad, la adiccion, la epilepsia, el cancer y las
infecciones fingicas y bacterianas (Leung, 2011, Russo, 2011, Hazekamp, et al., 2016,
Brierley, et al; 2016, Chandra, et al., 2017, Blake, et al., 2017, Berman, et al., 2018,
Baram, et al., 2019).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Kuskoski, et al.,
2005, Palomino, et al., 2009, Miguel, 2010; Cobo, 2016), métodos in vitro e in vivo, uno
de los métodos mas utilizados al evaluar compuestos fendlicos presentes en extractos de
Cannabis, captando los radicales libres generados y permitiendo evaluar los efectos en
contra de los procesos de oxidacion, que implican especies reactivas de oxigeno

(capacidad antioxidante) se realiza exponiendo los extractos a sustancias cromogenas de
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naturaleza radical como ABTS, DPPH y FRAP. Para conocer la actividad citotoxica de
moléculas utiles en el tratamiento de cancer, uno de los métodos mas utilizados para el
tamizaje in vitro de extractos, es el ensayo empleando lineas celulares derivadas de
tumores humanos (Monks, et al., 1991, Bosio, et al., 2015, Taborga, et al., 2016). Uno de
los métodos de tincion celular que se utiliza para estimar de forma indirecta el nimero de
células viables, luego del tratamiento con las concentraciones del xenobidtico es la tincion
con sulforodamina B (SRB) el cual, por su afinidad con los aminoacidos basicos de las
proteinas, se fija selectivamente en éstos, proporcionando un indice del contenido de

proteina celular (Monks, et al., 1991, Escobar, et al., 2010, Montenegro, et al., 2021).

Actualmente se realizan estudios clinicos y preclinicos para evaluar la eficacia y
seguridad del consumo de los cannabinoides, especialmente CBD (Larsen, et al., 2020) y
THC, pero existen pocos estudios enfocados en los cannabinoides 4cidos como el CBDA.
Por ello, el capitulo 4 desea aportar al desarrollo de la region en el conocimiento de las
propiedades terapéuticas de plantas medicinales con un soporte cientifico, por lo cual
después de evaluar las caracteristicas morfoldgicas y fitoquimicas de Cannabis sativa que
se cultiva en el departamento del Cauca, realizé estudios de actividad antioxidante a través
de las pruebas: capacidad antioxidante total (TRAP), ensayo de actividad secuestradora
del radical DPPH y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP), y pruebas bioldgicas
de viabilidad celular en lineas celulares humanas de cancer; una linea de cancer de mama
MCF-7 (Adenocarcinoma humano de glandula mamaria), una linea de cancer de colon
HT-29 (Adenocarcinoma humano colorrectal), y una linea de cancer de prostata PC-3
(Adenocarcinoma humano de prostata), todos tipos de cancer de interés nacional e
internacional por su elevada incidencia. Ademas se utiliz6 una linea celular no tumoral de

epitelio de mama, MCF-10A, como control.

4.4 Resultados

4.4.1 Capacidad antioxidante
Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de Cannabis, se utilizaron tres

métodos que permitieron conocer mejor el mecanismo de acciéon de los componentes
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presentes en los extractos de las variedades analizadas (A, B, C y D), para lo cual se
sugiere la evaluacion del extracto con al menos un ensayo basado en la transferencia de
hidrégeno (HAT) como lo es el ensayo TRAP, y dos ensayos basados en la transferencia
de un electron (SET) como los ensayos FRAP y DPPH (Dai & Mumper, 2010; Moharram
& Youssef, 2014; Pisoschi et al., 2016).

En la tabla 19, se registraron los resultados obtenidos expresados en mM de TEAC
para ABTS y FRAP, en el caso de DPPH se expresa en ICso (mg/mL). En TRAP se evalta
la capacidad antioxidante total a través del mecanismo HAT en la reduccion de un radical
coloreado estable denominado ABTS-radical, en FRAP el efecto reductor del ion férrico
a través de mecanismos SET, y DPPH que también es un radical coloreado estable que es
considerada una prueba dual, tanto HAT como SET, y a diferencia de las otras pruebas,
los datos son calculados como concentracion inhibitoria media (ICso), por tanto mientras

menor sea su ICso mejor capacidad antioxidante tendra.

Se puede observar en los resultados, que los extractos de la variedad A registran
valores promedio muy significativos en la prueba ABTS entre 0.76 mM de TEAC en la
extraccion soxhlet hasta 1.08 mM de TEAC en la extraccion rapida, valores muy cercanos
a los compuestos antioxidantes puros que se usaron de referencia; 1.13 de mM de TEAC
para el acido gélico (GA) y 1.06 mM de TEAC para butilhidroxitolueno (BHT) p<0,05).
Por lo tanto, el mecanismo de accion antioxidante de los componentes de los 3 extractos
de la variedad A, estarian basados en la transferencia de protones. En el ensayo DPPH se
observa que los extractos A-3 con un valor de 29.49 mg/mL, B-3 con 35.96 mg/mL y D-
3 con 23.06 mg/mL, extractos obtenidos por el método soxhlet, fueron mas activos en
comparacion con los otros métodos de extraccion, aunque registran poca actividad en
comparacion con el control positivo Trolox (T) con 0.11 mg/mL (p<0,05). En el ensayo
FRAP se observa que los extractos con valores entre 0.35 TEAC uM y 0.49 TEAC uM

de forma general tenian una muy baja actividad antioxidante que los controles positivos.
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Tabla 19. Evaluacion de la capacidad antioxidante

A-1 *1.082 £ 0.041 59.147 £2.721 *0.38 £0.03
A-2 *0.979 £0.075 *33.950 £4.296 *0.37 £0.02
A-3 *0.766 £ 0.031 *¥29.491 £ 0.560 *0.35 £0.01

B-1 *0.525 £ 0.069 54.162 £ 2.496 0.38 £0.03

B-2 0.355 +0.009 54.751 £ 8.538 0.39 £0.02

B-3 0.342 +0.052 *35.965+£0.116 0.41 £0.03

C-1 0.263 +0.034 56.556 £ 0.282 0.43 £0.03

C-2 0.345 + 0.066 53.509 +£4.294 *0.49 £0.02
C-3 0.220 + 0.008 65.606 +2.718 *0.41 £0.04
D-2 *0.522 £0.055 *40.583 £ 1.026 *0.44 £0.06
D-3 *0.699 £ 0.029 *23.057 £0.588 *0.4.8 £0.04
Acido Gilico 1.139+0.014 N.A. 1729 £0.026
BHT 1.063 +0.028 0.061 +0.000 1525 +0.077
TROLOX N.A. 0.107 +0.006 N.A.

“Expresados en capacidad antioxidante de equivalentes TROLOX.

Concentracién a la que el 50% del radical es neutralizado (ICso).

Los valores representan la media de tres repeticiones + la desviacion estandar (DE)
*Corresponde a los valores que mostraron diferencias significativas p<0,05, n = 3.

4.4.2 Actividad Citotoxica

La citotoxicidad de los extractos se evalud in vitro frente a diferentes lineas
celulares cancerosas: cancer de coléon HT-29; cancer de prdstata humano PC-3 y cancer
de mama MCF7, y teniendo en cuenta que la mayoria de farmacos presentan toxicidad
frente a células normales, es importante conocer la toxicidad de los extractos analizados
en una linea celular no tumoral MCF10, por ello se utilizoé el ensayo colorimétrico de
sulforrodamina B para estimar los valores de 1Cso; para lo cual se sigui6 el protocolo
propuesto por Vichai y Kirtikara (Vichai, et al., 2006). Se evalud por triplicado 4
diluciones (de 12,5 a 100 pg/mL) para cada uno de los 11 extractos obtenidos a partir de
las 4 variedades de Cannabis. Los graficos 8-11, muestran los resultados del porcentaje
de viabilidad obtenidos para cada extracto permitiendo comparar las muestras con el
control solvente y el porcentaje de viabilidad de la linea MCF-10A, estos resultados
permiten observar que a algunas concentraciones no toxicas contra células no tumorales,
algunos de los extractos de Cannabis analizados, reducen la viabilidad celular de células

cancerosas de mama, como se puede observar en los porcentajes de viabilidad a una
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concentracion de 50 y 100 pg/L para los extractos A-1, 23.06%, A-2 con 34.12 % y A-3
con 33.42%. Para los extractos de la variedad B, se observa porcentajes de viabilidad muy
significativos en las lineas de cancer de mama y cancer de colon, con valores de 19.66 %
en la linea MCF7 y 53.45 % para la linea HT29 el extracto B-3. Para cancer de mama en
el extracto C-1 se observa un valor significativo con 39.40 % y de 35.73 % en el extracto
D-3.
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Grifico 9. Porcentaje de viabilidad de la variedad B en lineas celulares MCF104, MCF7, HT29 Y PC3
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Grifico 10. Porcentaje de viabilidad de la variedad C en lineas celulares MCF104, MCF7, HT29 Y PC3.
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Grifico 11. Porcentaje de viabilidad de la variedad D en lineas celulares MCF104, MCF7, HT29 Y PC3.

Con los resultados obtenidos de viabilidad celular se calculd la ICso para los

extractos (ver tabla 20). Los valores calculados estan en el rango de 29.6 pg/mL en A-3
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con el mas bajo ICso (la mas alta citotoxicidad) en la linea celular MCF-7 hasta el extracto
C-2 el cual presentd valores superiores a 150 pg/mL en todas las lineas celulares. Los

datos obtenidos de ICso permitieron calcular el indice de selectividad (SI).

Tabla 20. /Cso (ug/mL) de los extractos de Cannabis contra diferentes lineas celulares de cancer.

A-1 412428 | 614+83 | 49.0+3.1 482+13
A-2 502+2.1 | 332+08 61.1£75 527+3.1
A-3 493439 | 29.6+09 | 461407 | 703+17.8
B-1 >150 537427 | 527+75 >150
B-2 66.5+62 | 504+6.1 | 1132+345| 959+0.2
B-3 578+83 | 43.6+1.6 | 443+£3.0 | 60.7+16.6
C-1 >150 >150 613+16.7 >150
Cc-2 >150 >150 >150 >150
C3 518 +15.8| 71.8+17.7 >150 >150
D-2 494+09 | 369+1.6 | 514+59 >150
D-3 492409 | 329+13 520+1.9 | 60.1+8.1

Los valores representan la media de tres experimentos con tres repeticiones * la desviacion estandar (DE)

4.4.3 Indice selectivo (SI)

Los indices de selectividad se calculan con base a la relacion de la concentracion
citotoxica al 50 % de la linea de control (MCF-10) y la concentracion inhibitoria al 50 %
(lineas tumorales MCF-7, HT-29 y PC-3); (ICso Control/ICso Cancer). Si el valor del SI
es > 2 (Koch et al., 2005; Badisa et al., 2009), indica que los extracto son mas citotéxicos

para las células tumorales que para las células normales.

En la tabla 21 se registran los extractos que presentaron actividad selectiva contra
células cancerosas de cancer de mama y colon. Los extractos A-2 (>1.5), A-3 (>1.7), B-1
(>2.8 en MCF7 y HT29), C-1 (>2.5 en HT29) y D-3 (>1.5) mostraron efectos inhibidores
contra la viabilidad de las células cancerosas, con valores de SI superiores a 1.5, son de

interés para futuros estudios.
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Tabla 21. [ndice de selectividad

EXTRACTO MCF-7 HT-29 PC-3
A-1 0.671 0.841 0.855
A-2 >1.5 0.822 0.953
A-3 >1.7 1.069 0.701
B-1 >2.8 >2.8 1.000
B-2 1.319 0.587 0.693
B-3 1.326 1.305 0.952
C-1 1.000 >2.5 1.000
C-2 1.000 1.000 1.000
C-3 0.721 0.345 0.345
D-2 1.339 0.961 0.329
D-3 >1.5 0.946 0.819

4.4.4 Correlacion entre la citotoxicidad, la capacidad antioxidante y el
contenido de los fitoconstituyentes

Cannabis es una planta con un amplio espectro de compuestos, entre los que se
destacan los cannabinoides, terpenos, fenoles, flavonoides y antraquinonas. La variacion
en el contenido de estos metabolitos secundarios se atribuye principalmente a los procesos
biosinteticos y las condiciones a las cuales esta expuesta la planta durante el cultivo. Son
muchos los estudios que reportan que el contenido de estos metabolitos que se encuentran
en las plantas de Cannabis puede jugar un papel importante en el tratamiento de diferentes
patologias, entre las que se incluye el cancer, por ello la importancia de correlacionar los
datos obtenidos en busca de encontrar los metabolitos que mayor incidencia tienen en los

resultados de actividad antioxidante y citotoxicidad.

Para evaluar la relacion entre las variables obtenidas, se realizo correlacion de
Spearman utilizando el software Statistica 7.0. En la Tabla 22, se registrd los datos
obtenidos con una correlacion significativa (p<0,05), en ella se puede observar que la
concentracion de cannabinoides CBD y CBDA mostraron una correlacion positiva alta al
relacionarlos con el cannabinoide THCA (R=091 y R=0,95) respectivamente, lo cual

indica que el aumento de estos cannabinoides en los extractos se relaciona de manera
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directamente proporcional. Al observar los datos de correlacion de cannabinoides y
terpenos, s6lo se observo correlacion positiva media entre el CBDA y el humuleno
(R=0,61) y el THCA y el B-mirceno (R=0,66). La correlacion de los cannabinoides CBD
y CBDA con los otros fitoconstituyentes analizados presentd una correlacion positiva
media, con valores de R= 0,70 para fenoles totales, R= 0,84 para flavonoides totales y R=
0,77 para antraquinonas totales, lo cual indica que al aumentar el contenido de CBD total,

aumenta el contenido de otros fitoconstituyentes.

Como se ha referenciado anteriormente, es posible que se presenten interacciones
antagonistas o sinergistas entre los compuestos cuantificados que pueden afectar la
actividad. Al evaluar los datos obtenidos se observd que la actividad captadora de
radicales, ABTS, se relaciona de forma directamente proporcional con el cannabinoide
CBDA, R=0,60. De igual forma fenoles, flavonoides y antraquinonas, con valores de
R=0,94, R=0,53 y R=0,61; respectivamente. La informacién sugiere que el 94% de la
actividad del extracto resulta del contenido de fenoles. El ensayo DPPH mostrd una
relacion inversamente proporcional con el contenido de los cannabinoides (CBD y
CBDA), al aumentar la concentracion de estos cannabinoides disminuye el ICso de la
prueba, lo que indica que aumenta la capacidad antioxidante de los extractos, los
resultados sugieren que entre un 56 y 62 % de la actividad evaluada para los extractos de
Cannabis resulta del contenido de estos cannabinoides. Lo mismo ocurre con otros
fitoconstituyentes: a-bisabolol, fenoles totales, flavonoides y antraquinonas totales. Los

valores se pueden observar en la tabla 22.

La concentracion de CBD es inversamente proporcional al ICso de la linea de
cancer de mama MCF-7 (R= -0.75, p<0.05), por lo que un aumento en la concentracion
de este compuesto disminuye la concentracion inhibitoria media en la linea MCF-7,
aumentando la citotoxicidad, el mismo comportamiento se presenta para la concentracion
de CBDA (R=-0,83, p<0.05) y THCA (R=-0,77, p<0.05), fenoles totales (R=-0,67,
p<0.05), flavonoides totales (R=-0,75, p<0.05) y antraquinonas totales (R=-0,73, p<0.05).
Para la linea HT-29, el aumento en la concentracion de fenoles totales disminuye la

concentracion inhibitoria media (R=-0,61, p<0.05). La concentracion del Humuleno es
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inversamente proporcional al ICso de la linea de céncer de prostata PC-3 (R=-0,61,
p<0.05), lo cual explicaria que el aumento en la concentracion de este terpeno disminuye
la concentracion inhibitoria media en la linea de céncer de prostata aumentando la
citotoxicidad, lo mismo ocurre con la concentracion de fenoles (R=-0,73, p<0.05),

flavonoides (R=-0,72, p<0.05) y antraquinonas totales (R=-0,77, p<0.05).

Tabla 22. Correlacion de parametros

Contenido de CBD x Contenido de CBDA 0.96
Contenido de CBD x Contenido de THCA 0.91
Contenido de CBD x Contenido de fenoles 0.70
Contenido de CBD x Contenido de flavonoides 0.81
Contenido de CBD x Contenido de antraquinonas 0.77
Contenido de CBDA x Contenido de THCA 0.95
Contenido de CBDA x Contenido de humuleno 0.61
Contenido de CBDA x Contenido de fenoles 0.68
Contenido de CBDA x Contenido de flavonoides 0.84
Contenido de CBDA x Contenido de antraquinonas 0.75
Contenido de THCA x Contenido de 3-mirceno 0.66
Contenido de THCA x Contenido de flavonoides 0.77
Contenido de THCA x Contenido de antraquinonas -0.62
Actividad captadora radical DPPH x contenido de CBD 0.62
Actividad captadora de ABTS x contenido de CBDA 0.60
Actividad captadora radical DPPH x contenido de CBDA -0.56
Actividad captadora de ABTS x contenido de D-limoneno -0.77
Actividad captadora radical DPPH x contenido de D-limoneno 0.65
Actividad captadora radical DPPH x contenido de a-bisabolol -0.67
Actividad captadora de ABTS x contenido de fenoles 0.94
Actividad captadora radical DPPH x contenido de fenoles -0.56
Actividad captadora de ABTS x contenido de flavonoides 0.53
Actividad captadora radical DPPH x contenido de flavonoides -0.66
Actividad captadora de ABTS x contenido de antraquinonas 0.61
Actividad captadora radical DPPH x contenido de antraquinonas 0.61
Concentracion inhibitoria media MCF7 x Contenido de CBD -0.82
Concentracion inhibitoria media MCF7 x Contenido de CBDA -0.76
Concentracion inhibitoria media MCF7 x Contenido de THCA -0.62
Concentracion inhibitoria media HT29 x Contenido de CBD -0.73
Concentracion inhibitoria media HT29 x Contenido de CBDA -0.73
Concentracion inhibitoria media HT29 x Contenido de THCA -0.64
Concentracion inhibitoria media PC3 x Contenido de CBD -0.75
Concentracion inhibitoria media PC3 x Contenido de CBDA -0.79
1Cso de la linea MCF-7 x Contenido de CBD -0.75
ICso de la linea MCF-7 x Contenido de CBDA -0.83
ICso de la linea MCF-7 x Contenido de THCA -0.77
1Cs0 de la linea MCF-7 x Contenido de Fenoles -0.67
1Cso de la linea MCF-7 x Contenido de flavonoides -0.85
ICso de la linea MCF-7 x Contenido de antraquinonas -0.73
ICso de la linea HT-29 x Contenido de Fenoles -0.61
1Cs0 de la linea PC-3 x Contenido de Humuleno -0.61
1Cs0 de la linea PC-3 x Contenido de Fenoles -0.73
1Cso de la linea PC-3 x Contenido de flavonoides -0.72
ICso de la linea PC-3 x Contenido de antraquinonas -0.77

4.4.5 Comportamiento de extractos de Cannabis cultivado en Chile
La estancia en la Universidad Técnica Federico Santa Maria permitio, adicional al

analisis realizado a las cuatro variedades de Cannabis del Cauca, realizar una
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comparacion de extractos de Cannabis de Colombia y Chile, esto como parte de un trabajo
colaborativo con la empresa Chilena LABSUN (laboratorio sustentable natural), una
empresa dedicada a la investigacion, desarrollo e innovacion entorno a productos que

promuevan el bienestar integral mediante procesos sustentables y de alta tecnologia.

El trabajo con la empresa LABSUN permitid obtener y analizar 6 extractos de tres
variedades de Cannabis con diferente relacion THC/CBD (1:0, 1:1 y 0:1), variedades
cultivadas y extraidas en la empresa por dos métodos diferentes; extraccion por fluidos
supercriticos y RSO (Rick Simpson Oil) (variedades diferentes a las Colombianas). Los
extractos posteriormente se llevaron a los laboratorios de la Universidad Técnica Federico
Santa Maria, donde se realiz6 la identificacion de los cannabinoides principales THC total
y CBD total. De igual forma las 6 muestras se procesaron en la Universidad de Valparaiso,
donde se cuantificé el contenido de fenoles totales, flavonoides totales y antraquinonas
totales, y pruebas de actividad antioxidante; capacidad antioxidante total (TRAP), ensayo
de actividad secuestradora del radical (DPPH) y poder antioxidante reductor del hierro
(FRAP), y pruebas bioldgicas de viabilidad celular en lineas celulares humanas de cancer;
una linea de cancer de mama MCF-7 (Adenocarcinoma humano de glandula mamaria),
una linea de céncer de colon HT-29 (Adenocarcinoma humano colorrectal), y una linea
de cancer de prostata PC-3 (Adenocarcinoma humano de prostata), todos tipos de cancer
de interés nacional e internacional por su elevada incidencia. Ademas se utilizo una linea
celular no tumoral de epitelio de mama, MCF-10A, como control. En la tabla 23 se
reportan algunos de los datos obtenidos en el analisis realizado a los extractos Chilenos,

no se reporta la informacion completa por preservar la confidencialidad de la empresa.

Los resultados obtenidos permiten mostrar las diferencias en el contenido de
cannabinoides THC y CBD al extraer con dos métodos de extraccion diferentes, un
método sofisticado (FSC) y un método convencional (RSO), se observa una diferencia

muy marcada en los resultados obtenidos con M-3, muestra de Cannabis no psicoactivo.
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Tabla 23. Contenido de cannabinoides irinciiales en extractos LABSUN.

Extracto Relacion | (%) THC | (%) CBD (ABTS (TEAC| DPPH TEAC MCF-10 |\MCF-7|HT-29| PC-3
(THC/CBD) total total mM) (ICs0 mg/mL)

M1- FSC CO: (1:0) 67.7 <0.15 0.56 12.19 61.2 60.2 | 62.6 64.2
M1- RSO (1:0) 61.2 32 0.75 14.35 70.3 18.0 | 17.7 21.0
M2 - FSC CO2 (1:1) 25.5 35.2 0.71 14.69 30.9 26.7 | 372 432
M2 - RSO (1:1) 254 43.9 0.81 12.80 60.4 13.0 | 184 21.9
M3 - FSC CO: (0:1) 22 50.8 0.61 18.38 61.8 36.8 | 47.8 59.9
M3 - RSO (0:1) 0.65 8.9 0.72 13.28 35.7 154 | 19.6 22.5
Acido Gilico N.A. N.A. N.A. 1.139+£0.014 N.A. N.A. NA. [ NA. | NA.
BHT N.A. N.A. N.A. 1.063 £ 0.028 0.061 £ 0.000 N.A. NA. | NA. | NA.
TROLOX N.A. N.A. N.A. N.A. 0.107 £ 0.006 N.A. NA. [ NA. | NA.

Los valores representan la media de tres experimentos con tres repeticiones * la desviacion estandar (DE).

Los datos reportados en la tabla 23 y 24, permiten observar que la extraccion por
fluidos supercriticos no registrd datos significativos en la prueba de citotoxicidad, se debe
realizar mas estudios a partir de estos resultados, ya que actualmente esta técnica es

reconocida como la técnica de extraccion mas completa.

Tabla 24. Indice de selectividad — Variedades LABSUN — Chile

THC/CBD MCF-7 | HT-29 PC-3
1:0 RSO *4 *4 *3
1:1 RSO *5 *3 *3
0:1 RSO *2 *2 *2

A partir de los I1Cso, se calculd los indices de selectividad para los extractos que
mostraron selectividad contra células cancerosas, los cuales se reportan en la tabla 24.
Como se puede observar las muestras que fueron extraidas por el método RSO, reportaron
valores mayores a 2, de forma significativa los extractos con presencia del cannabinoide
THC, registran valores mayores en todas las lineas celulares, siendo el extracto con

relacion 1:1 el que reporta un valor de SI de 5 para la linea de cancer de mama.
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4.5 Discusion

En el presente capitulo se registran los resultados obtenidos en el andlisis
citotoxico realizado a los 11 extractos de Cannabis no psicoactivo obtenidos a partir de 4
variedades de Cannabis diferenciadas morfologicamente que se cultivan en el
departamento del Cauca. El estudio permitié observar la influencia en la actividad
bioldgica del cannabinoide acido CBDA, al igual que el efecto sinérgico que se genera
por la presencia de cannabinoides menores y terpenos en los extractos obtenidos, como lo
manifiesta Jin, et al., 2021; cada vez hay mas pruebas que muestran que el extracto de

plantas tiene beneficios adicionales en comparacion con los cannabinoides individuales.

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, es por ello,
que muchos estudios se centran en identificar posibles compuestos que contribuyan a
contrarrestar los efectos que esta enfermedad causa (Leiva, et al., 2015, Bosio, et al., 2015,
Taborga, et al., 2016). Desde 1975 se demostré el efecto anticancerigeno de los
cannabinoides en el carcinoma de pulmoén de Lewis, posteriormente se analizaron los
mecanismos moleculares y se observo que los cannabinoides inhibian el crecimiento de
las células tumorales e inducian la apoptosis al modular diferentes vias de sefializacion
celular en gliomas y linfomas, células cancerosas de prostata, mama, pulmon, piel y
pancreas (Carracedo, et al., 2006, Gustafsson, et al., 2006, Sarfaraz, et al., 2006, Sarfaraz,
et al., 2008, Ramer, et al., 2013, Kargl, et al., 2016, Tomko, et al., 2020). Ademas de los
cannabinoides, los terpenos y los flavonoides también presentan citotoxicidad contra
algunos tipos de cancer (Tomko, et al., 2020). Por todo esto, el efecto citotdxico de los
fitoconstituyentes presentes en Cannabis se viene estudiando hace afos, y cada dia se
realizan mas estudios que demuestran la sinergia de los cannabinoides CBD y THC con
cannabinoides menores u otros fitoconstituyentes presentes en Cannabis, logrando
potencializar los efectos terapéuticos de los extractos de Cannabis en comparacion con
los cannabinoides puros (Berman, et al., 2018, Baram, et al., 2019, Ofir, R.2021). Por lo
cual, el estudio de la actividad bioldgica inicia con ensayos de capacidad antioxidante de
los extractos; DPPH, FRAP y TRAP, los resultados permitieron observar que la variedad
A, una de las variedades con mayor contenido de fitocompuestos: CBD, CBDA y THCA,

101



terpenos y fenoles totales, mostrd valores significativos en la prueba ABTS, 1.08 mM
GAE en el extracto A-1, 0,98 mM GAE en A-2 y 0.76 mM GAE en A-3. Valores muy
cercanos a los compuestos antioxidantes puros que se usaron de referencia; (1.13 mM de
TEAC para el 4cido galico (GA) y 1.06 mM de TEAC para butilhidroxitolueno (BHT)
p<0,05), lo cual indicaria que los componentes presentes en los 3 extractos de la variedad
A, actian como buenos atrapadores de radicales. Los extractos B-1 con un valor de 0.53
mM de TEAC, D-2 con 0.52 mM de TEAC y D-3 con 0.7 mM de TEAC presentaron
valores medios en la prueba ABTS como se puede observar en la tabla 19. El perfil
quimico de los extractos de la variedad B y D, son significativamente diferentes en el
contenido de los fitoconstituyentes analizados, la variedad D registra mayor
concentracion de CBD total, terpenos, fenoles y flavonoides en comparacion con la
variedad B, en la cual se logré cuantificar el cannabinoide CBG en la extraccion rapida
(B-1), por ello se sugiere la influencia de este cannabinoide sobre los resultados obtenidos.
Dawidowicz, et al., 2021, reportd diagramas que confirman la influencia inhibidora del
fragmento no olivetdlico en las moléculas de cannabinoides sobre su capacidad para
transportar electrones al radical cationico ABTS, las relaciones fueron inferiores a 1 y
disminuyeron en la secuencia CBG, CBD, THC, CBN y cannabinoides acidos (CBGA,
CBDA, THCA), en el mismo estudio, se reportd la baja capacidad del cannabinoide
THCA. Ojezele, et al., 2019, reportd extractos metanolicos con presencia de terpenos,
flavonoides y otros metabolitos, altamente eficaces contra el radical ABTS (ECso= 94.83
png/mL) de manera comparable con el acido ascorbico (EC50= 9 6.02 + 0.03 pg/mL).
(Ojezele, et al., 2019).

En el ensayo DPPH, se observé que los extractos obtenidos por el método soxhlet
de las variedades A (29.49 mg/mL), B (35.96 mg/mL) y C (23.06 mg/mL) y los extractos
por RSO de las variedades A (33.95 mg/mL) y D (23.06 mg/mL), fueron més activos al
compararlos con los otros extractos. La variedad C no registré resultados significativos al
evaluar la actividad antioxidante, informacidon consecuente al registrar las menores
concentraciones de los fitoconstituyentes (cannabinoides, fenoles totales, flavonoides y
antraquinonas totales). Algunos de los resultados obtenidos coinciden con los reportados

por otros estudios a plantas de Cannabis; Aazza, 2021, realiz6 un estudio estadistico para
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determinar los efectos de diferentes solventes en el contenido total de polifenoles y la
actividad antioxidante de extractos de Cannabis con etanol como solvente, se observo un
50% de actividad DPPH (Aazza, 2021). El ensayo FRAP no registré resultados
significativos para los extractos analizados (0.38 — 0.49 uM de TEAC) al ser comparados
con los antioxidantes de referencia (1.73 mM de TEAC para AG y 1.53 mM de TEAC
para BHT). Otros estudios como el reportado Kubiliene, et al., 2020, quienes examinaron
las propiedades antioxidantes de diferentes variedades de Cannabis sativa L. por los
métodos espectrofotométricos FRAP y CUPRAC, mostraron mayor poder reductor en
algunas variedades por el método FRAP (Kubiliene, et al., 2020). Es notorio que la
estructura quimica de los cannabinoides cuantificados en el estudio se relaciona con las
propiedades antioxidantes por la presencia de los grupos fendlicos que se oxidan

facilmente a formar quinoides (Caprioglio, et al., 2020).

El andlisis estadistico respalda la relacion entre la actividad captadora de
radicales (ABTS y DPPH) y los fitoconstituyentes presentes en los extractos analizados,
se observa de manera general una correlacion positiva media, con valores entre 53 y 76
% de la actividad evaluada, con lo cual la actividad antioxidante en los extractos de
Cannabis resulta principalmente del contenido de los cannabinoides (CBD y CBDA),
fenoles y flavonoides. En el caso de los fenoles, se puede observar una relacion positiva
alta entre ellos y la actividad (ABTS), se sugiere que el 94% de la actividad del extracto

resulta del contenido de fenoles.

Los resultados obtenidos en las pruebas de actividad antioxidante se relacionan
significativamente con los datos obtenidos en las pruebas de citotoxicidad, donde se
observa que ha algunas concentraciones no toxicas contra cé¢lulas sanas, algunos de los
extractos de Cannabis, reducen la viabilidad celular de las células cancerosas (ver graficos
8-1). Los datos obtenidos de viabilidad celular en el ensayo colorimétrico de
sulforrodamina B, presentaron valores significativos a las diferentes concentraciones,
especialmente a 50 y 100pg/mL, como el registrado en A-3 de 19.50 % para MCF-7. Los
valores obtenidos permitieron estimar los ICso para las cuatro lineas celulares (MCF-10,

MCF-7, HT-29 y PC-3) ver tabla 20. Manosroi ef al. en el 2006, sugieren que valores de
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ICso menores a 125 pg/mL podrian ser posibles candidatos para el desarrollo de agentes
terapéuticos contra el cancer. Los resultados de las extracciones por RSO y soxhlet
presentaron la mayor actividad citotoxica contra células vivas a la concentracion (50
png/mL), el valor més bajo de ICso se encuentra en la linea celular MCF-7 (cancer de
mama), en los extractos de la variedad A con valores de 33.2 pg/mL en A-2y 29.6 ng/mL
en A-3, para los extractos de la variedad D, 36.9 ug/mL en D-2 y 32.9 ng/mL en D-3.
Con los resultados de ICsg se calcul6 el indice de selectividad (IS), relacionando los ICso
de la linea control sobre el ICso de las lineas de células tumorales. Un valor de IS menor
a 2 indica que el efecto toéxico de un compuesto es general o poco selectivo, eliminando
indiscriminadamente tanto células cancerigenas como normales (Koch et al., 2005;
Badisa et al., 2009). Los valores obtenidos de indice de selectividad en células cancerosas
de mama se encontraron por encima de 1.5 para los extractos A-2 (>1.5), A-3 (>1.7) y D-
3 (>1.5). Estos resultados se pueden explicar ya que como se ha reportado, los extractos
de estas variedades presentaron los valores mds altos de concentracion de los
cannabinoides CBD y CBDA, terpenos y fenoles y con ellos, los mejores resultados de
actividad antioxidante, lo que indica la incidencia de estos fitoconstituyentes sobre la linea
celular de cancer de mama, informacion que ha sido corroborada por otros autores;
Shrivastava, et al., 2011, demostraron que el CBD induce la muerte celular en lineas de
cancer de mama a 2.5 pumol/L el CBD afecta un mayor porcentaje de células cancerosas
que de células sanas. Berman et al., 2018, evaluaron extractos de cinco cepas con
concentraciones similares de CBD que registraron diferentes propiedades anticonvulsivas
en ratones. Takeda et al,. 2012, revelaron que el cannabinoide CBDA inhibe la migracién
de las células de cancer de mama, a través de un mecanismo que implica la inhibicion de
la proteina quinasa A dependiente de cAMP, junto con una activacién de la GTPasa,
RhoA. E. Otros estudios de Cannabis, como el realizado por Petroceli y colaboradores en
el 2010, en el cual evaluaron las actividades de los extractos de cannabinoides y muestran
el efecto anticancerigeno especialmente de los cannabinoides CBD, CBG y THCA,
cannabinoides presentes en los extractos analizados. McAllister, et al., 2007, concluyeron
que debido a que el CBD inhibe la expresion de Id-1 en células de cancer de mama
agresivas, podria utilizarse como una estrategia racional de disefio de farmaco para crear

potencialmente andlogos mas potente y eficaces (McAllister, et al., 2007). Shirivastava,

104



et al.,, 2011, Elbaz, et al., 2015, Garcia-Morales, et al., 2020; han mostrado que el
tratamiento con CBD logrd reducir la proliferacion y la invasion de células de cancer de
mama. Murase, et al., 2014, inform¢ que el tratamiento con CBD redujo la metastasis del
cancer de mama en etapa avanzada a través de la regulacion negativa del inhibidor de la
proteina de unién al ADNI (Murase, et al., 2014,). Fraguas-Sanchez, et al., 2020,
descubrieron que la administracion conjunta de soluciones de CBD y CBD encapsulado
con agentes quimioterapéuticos como paclitaxel o doxorrubicina tenia efectos sinérgicos
sobre la actividad antiproliferativa en células de cancer de mama (Fraguas-Sanchez, et al.,

2020).

El extracto B-1 (extraccion rapida), present6 un porcentaje de viabilidad celular
de 27% de células vivas en la concentracion (100 pg/mL) con un ICsode 53,7 pg/mL en
linea celular de mama (MCF-7) y en la linea celular HT-29 (cancer de colon) se observo
un 46% de células vivas a la misma concentracion, con un ICsode 52,7 pg/mL, en las dos
lineas se calculd un IS= 3, datos muy representativos que respaldan las teorias alrededor
de la potencia de cannabinoides menores, especificamente el cannabinoide CBG, el cual
solamente se cuantifico en este extracto de Cannabis, observandose que potencializa la
actividad biolégica. Borrelli, et al., 2013, concluy6 en su estudio el efecto del CBG al
atenuar la colitis murina, reducir la produccion de 6xido nitrico en los macrofagos y
reducir la formacién de ROS (especies reactivas organicas) en las células epiteliales
intestinales, proponiéndose para estudios en pacientes con la enfermedad inflamatoria
intestinal; en el 2014, demostré que el CBG inhibi6 el crecimiento de tumores de
xenoinjerto y la carcinogénesis de colon inducida quimicamente en un modelo murino,
concluyendo que el CBG debe considerarse en la prevencion y cura del cancer colorrectal.
Otros autores han reportado el potencial anticancerigeno del cannabigerol en células de
melanoma de piel de raton y células de carcinoma epitelioide oral (Baek, et al., 1996,
Beak, et al., 1998) y propiedades anticancerigenas contra cancer de mama (Zagozen, et
al., 2021). Gugliandolo, et al., 2018, reporté al CBG como un potencial tratamiento para
la neuroinflamacion y el estrés oxidativo, observaron que el tratamiento con CBG inhibi6
la apoptosis, lo cual se observd con la reduccion de la activacion de la caspasa 3 y la

expresion de Bax. La reduccion de la inflamacion se demostro por la reduccion de los
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niveles de proteina IL-1P, TNF-a, IFN-y y PPARy evaluados por inmunocitoquimica
(Gugliandolo, et al., 2018). Ligresti, et al., 2006, reportd el potencial de extractos de
Cannabis ricos en cannabidiol con resultados positivos en lineas de células tumorales, en
el también se destaca el potencial de los cannabinoides cannabicromeno y cannabigerol.
Kovalchuk diez afnos después resume la actividad de los grupos de cannabinoides en
diferentes tipos de cancer. En el mismo afio, Tomko y colaboradores, realiza una revision
que explora los efectos anticancerigenos de los cannabinoides, terpenos y flavonoides
presentes en las plantas de Cannabis. Finalmente; el extracto C-1 presentd un ICso de 61,3
pg/mL en la linea de cancer de colon (HT-29) con un indice de selectividad superior a 2,
teniendo en cuenta que la variedad C, present6 los valores mas bajos de cannabinoides,
fenoles y flavonoides, pero registr6 una importante concentracion de terpenos,
especialmente; el monoterpeno; D-limoneno y los sesquiterpenos; -cariofileno, guaiol,
o-humuleno y a-bisabolol, se puede asumir el efecto sinérgico que potencializa la
actividad de los cannabinoides (CBD y CBDA) en el extracto, autores como Chung, et
al., 2019 y Arul, et al., 2020 han reportado la actividad citotoxica del B-cariofileno, en
lineas celulares de cancer de pulmoén y cancer de ovario. En cancer de mama, HanuSova,
et al., 2017, reportd que el B-cariofileno potencio la citotoxicidad de doxorrubicina. El
estudio presentado por Legault, et al., 2007, mostrd que el humuleno fue sinérgico con el
-cariofileno, donde inhibieron el crecimiento celular en aproximadamente un 40% mas
que cuando los compuestos actuaron puros. Namdar et al. 2019, presentaron un claro
ejemplo del efecto sequito en la actividad citotdxica, demostrando que terpenos presentes
en cantidades relativamente pequefias en extractos de Cannabis y que no poseen ningiin
efecto terapéutico por si mismos, en sus correlaciones se suman a la citotoxicidad del
fitocannabinoide dominante (Namdar et al. 2019). Ambroz, et al., 2019, demostr6 que el
humuleno y otros terpenos como el B-cariofileno, mejoran el efecto antiproliferativo del
5-fluorouracilo y el oxaliplatino en lineas celulares de cancer de colon. Otros autores han
reportado los efectos citotoxicos de los terpenos al actuar puros o combinados con otros
terpenos (Elegbede, et al., 1986, Srivastava, et al., 2007, Wu, et al., 2018, Wang, et al.,
2018).
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Los resultados obtenidos en la linea celular de cancer de colon (B-1 y C-1), refiere
los efectos sinérgicos entre los cannabinoides principales, los cannabinoides menores y
otros fitoconstituyentes; terpenos, fenoles, flavonoides y antraquinonas, mostrando la
importancia de conocer el perfil quimico de las variedades de Cannabis y con ello,
proyectar la aplicacion fitoterapéutica, lo confirman autores como Ramirez, et al., 2019 y
Berman, et al., 2018, quienes demostraron que los cannabinoides menores (<1 % por peso
seco) (Perez, et al., 2022) contribuyen significativamente a potencializar los efectos
terapéuticos de los extractos de Cannabis en comparacion con los cannabinoides puros.
En la linea de células cancerosas de prostata PC-3, no se observo resultados significativos,
la aparente falta de actividad en esta linea celular se puede deber al no detectable
contenido del cannabinoide THC en los extractos, en otros estudios como el reportado por
De petrocellis y colaboradores en el 2013, respaldan las pruebas clinicas del CBD y THC
contra el carcinoma de prostata, deteminando que el tratamiento con THC puede reducir
la viabilidad celular. Ligresti, et al., 2006 concluyé que la ICso de THC en células de
cancer de prostata DU-145 fue mayor que la concentracion mas alta probada (25 uM).
Ruiz, et al., 1999, encontré que el THC inducia la apoptosis de una manera dependiente
de la dosis e independiente del receptor de cannabinoides en las células de cancer de

prostata.

Los resultados obtenidos a los extractos de Cannabis realizados en Chile donde se
cuantificaron los cannabinoides CBD total y THC total, no permite realizar una
comparacion exhaustiva con los resultados de las variedades de Cannabis de Colombia,
aunque de manera superficial se observo los resultados del extracto M3 por RSO relacion
0:1 (THC/CBD), el cual presentd un IS=2 para las lineas de cdncer de mama y colon, y
los resultados del IS de las variedades de Cannabis no psicoactivas de Colombia (tabla
20), en las cuales se reportd un IS=3 para las mismas lineas celulares, en el caso del
extracto B-1. Resulta importante continuar con los estudios de estas variedades de
Cannabis y lograr determinar la concentracion de otros fitoconstituyentes en las muestras
Chilenas; cannabinoides menores y terpenos, evaluando la sinergia de los
fitoconstituyentes en variedades psicoactivas y no-psicoactivas de Cannabis, buscando

una comparacion mas cercana entre las variedades Chile-Colombia. El extracto con
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relaciéon 1:1 THC/CBD reportd un IS=5, en ¢él se evidencia que la presencia del
cannabinoide THC, permite obtener mejores resultados de citotoxidad en las tres lineas
celulares; mama, colon y prostata, al compararse con extractos no psicoactivos. El no
contar con el analisis de cannabinoides menores y terpenos que se puedan encontrar en
los extractos, dificulta entender con claridad los resultados. Jin, et al., 2021, encontrd que
el perfil de terpenos varia segun la relacion THC:CBD en la planta. Estudios realizados
por diferentes autores permiten referenciar los resultados positivos que se obtiene al
evaluar la citotoxicidad a extractos con presencia del cannabinoide THC. Baram, et al.,
2019, report6 resultados donde el extracto de Cannabis fue mas efectivo para inducir la
muerte de células cancerosas que aplicar THC puro, ellos evaluaron extractos de Cannabis
con concentraciones de THC similares y observaron que se presentan efectos
significativamente diferentes en la viabilidad de células cancerosas, concluyendo que
extractos de Cannabis especificos afectan de manera selectiva y diferencial a diferentes
lineas de cancer (Baram, et al., 2019,). De la Osa et al., 2013; report6 que el THC logro
inhibir la proliferacion celular de multiples tipos de cancer. Ligresti, et al., 2006; reporta
células de cancer colorrectal donde el THC tenia un ICso de 17 uM y en las células de
cancer de mama ICso de 14 uM. Es importante mencionar que se deben continuar con los
estudios alrededor de conocer el mecanismo de accion de los extractos de Cannabis
analizados y que sus resultados han demostrado ser prometedores por la actividad

biologica que se observo.
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4.6 Conclusiones

Los resultados obtenidos en las pruebas de actividad antioxidante (ABTS y DPPH),
permitieron observar valores significativos en los extractos soxhlet y RSO de los
genotipos A y D, cercanos a los compuestos antioxidantes puros que se usaron de
referencia. Parece evidente la influencia que el contenido de CBD total, terpenos y

fenoles totales sobre los resultados de actividad antioxidante.

En el ensayo DPPH se observd que el extracto B-1 registrd un valor significativo,
aunque dicho extracto no registr6 alto contenido de CBD total y terpenos, este extracto
reportd la presencia del cannabinoide menor CBG. Este resultado indicaria el efecto

de los cannabinoides menores sobre la actividad biologica.

Los extractos de Cannabis A-2, A-3 y D-3, que registraron el mayor contenido de
cannabinoides, terpenos y fenoles totales, mostraron que, a concentraciones no toxicas
contra células no tumorales, reducen la viabilidad celular de las células cancerosas de
mama (MCF-7), obteniendo para estos resultados indices de selectividad > 2, siendo
importante realizar otros estudios adicionales para corroborar la actividad promisoria

de estas tres variedades.

Los extractos de las variedades B-1 y C-1 mostraron efecto significativo en reducir la
viabilidad celular de células de cancer de colon (HT-29), a pesar de que en ellos se
reportaron concentraciones menores de cannabinoides, terpenos y fenoles en
comparacion con los extractos A y D. El indice de selectividad para el extracto B-1
fue aproximadamente 3 y para el extracto C-1, superior a 2. La presencia del
cannabinoide CBG y la composicion de terpenos pareceria fundamental para dicho

efecto.

En ninguna de las variedades analizadas del Departamento del Cauca se observo
resultados significativos sobre la linea de células cancerosas de prostata (PC-3), la

aparente falta de actividad en esta linea celular se puede deber al bajo o no detectable

109



contenido del cannabinoide THC en los extractos, de acuerdo con los resultados
obtenidos en los extractos de muestras de Cannabis chilenas, donde se evidencia que
la presencia del THC influiria sobre la citotoxidad de los extractos en las tres lineas
celulares; mama, colon y prostata. Destacando que en el extracto con relacion 1:1

(THC/CBD) present6 un indice de selectividad en cancer de mama de 5.

Aunque los resultados obtenidos respaldan las hipotesis que la sinergia de los
metabolitos presentes en las variedades de Cannabis puede resultar un complemento
eficaz para el tratamiento de cancer de mama y coldn, se requiere continuar y
profundizar en los estudios realizados, proyectar estudios clinicos y preclinicos de la

eficacia de las variedades promisorias contra diferentes lineas de cancer.

Cannabis es una planta a la cual se le atribuyen importante propiedades medicinales,
esto gracias al interesante espectro de fitoconstituyente que se ha encontrado en las
diferentes cepas. Al analizar algunas variedades de Cannabis que se estan cultivando
en el departamento del Cauca, se ha logrado un acercamiento importante a la
composicion quimica de estas, llevando el estudio a conocer aspectos de la actividad
biologica y la influencia del proceso de extraccion, con ello proyectar posibles

aplicaciones.
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5. Recomendaciones

Se requiere continuar con los estudios que permitan evaluar variedades de
Cannabis con presencia del cannabinoide THC, con miras a evaluar los alcances
medicinales de la presencia de este cannabinoide. Asi como con estudios en busca de
conocer las vias apoptoticas, el efecto en la permeabilidad de la membrana mitocondrial

y asi proponer el disefio de nuevos farmacos con diferentes vias de administracion.

Es importante continuar con estudios alrededor de Cannabis que se cultiva en
Colombia, esto permite fortalecer la industria de Cannabis, beneficiar a los productores

para reconocer sus variedades y proyectar el mercado a nivel nacional e internacional.

6. Divulgacion

Los resultados de la presente investigacion fueron presentados en los siguientes
eventos; First Workshop on Natural Products Chemistry and its Applications en Chillan-
Chile en noviembre del 2019, XVIII congreso Colombiano de Quimica, Popayan-
Colombia en noviembre del 2019, y en el 34° congreso Latinoamerica de Quimica en

Cartagena de Indias-Colombia CLAQ 2020 en octubre del 2021. (ver Anexo 5).

Asi mismo, como parte del trabajo se logrd la publicacion del articulo; Determination and
qualitative comparison of cannabinoids present in commercial natural products of the
Cauca Department-Colombia, publicado en la revista Colombiana de Ciencias Quimico-
Farmacéuticas. Se encuentra sometido el articulo Strong Medicinal Potencial of Non-
Psychoactive Cannabis Varieties From North Cauca, Colombia, en la revista Q2 Asian
Journal of Organic Chemistry, y nos encontramos por someter el articulo denominado
Antioxidant and cytotoxic effect of non-psychoactive Cannabis extracts cultivated in the

department of Cauca -Colombia, en la revista Journal Heliyon Q1 (Al).
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7. Anexos

Anexo 1-7. 1. Capitulo 2 - Materiales y métodos

7.1.1 Localizacion

Los cuatro fenotipos de Cannabis sativa L. fueron cultivadas en el departamento
del Cauca, por la empresa Natura Pharma Cauca SAS Zomac, con sede en el municipio
de Santander de Quilichao, en el predio el Porvenir ubicado en el sector Las Playas. Las
cuatro variedades corresponden a material vegetal obtenido por diferenciacion genética,
Los resultados de la prueba de evaluacion agrondémica (PEA), permitieron el registro de
las variedades ante el ICA con codigo ICA N° PEA 19-0116. Laboratorio grupo Quimica
de Productos Naturales (QPN) Universidad del Cauca.

7.1.2 Materiales

Documento registro de informacion-pasaporte de ingreso de los caracteres
cualitativos y cuantitativos de las variedades de Cannabis sativa L., GPS para identificar
el lugar de cultivo de las plantas, metro para medicion de caracteristicas cualitativas,
andlisis estadistico ANOVA - programa XLSTAT. Para la identificacion y cuantificacion
de los cannabinoides presentes en las flores de las variedades de Cannabis analizadas se
utiliz6 cromatografo liquido Waters 2695, detector dual absorbancia UV/Vis 2487,
Columna analitica CORTECS Shield RP18, balanza analitica, equipo de ultrasonido y el
software cromatografico Empower 3 CDS, los analitos utilizados se presentan en la tabla

25.

Tabla 25. Analitos analizados en el material vegetal de Cannabis.

Cannabidiol (CBD) 13956-29-1
Cannabidiol acido (CBDA) 1244-58-2
Cannabinol (CBN) 521-35-7

Delta-9-Tetrahidrocannabinol (A9-THC) 1972-08-3
Tetrahidrocannabinol acido (THCA) 23978-85-0
Delta-8-Tetrahidrocannabinol ((A8-THC) 5957-75-5
Cannabigerol (CBG) 25654-31-3
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7.1.3 Métodos

La identificacion de las variedades de Cannabis sativa L, se realiz6 a partir de la
informacion recolectada durante la prueba de evaluacion agronémica (PEA),
posteriormente las plantas fueron colectadas, marcadas y llevadas a la Universidad del
Cauca, Colombia. Cada una de las variedades cont6 con su respectivo pasaporte o
documento de registro de informacion el cual incluia 23 de los caracteres morfologicos
entre cualitativos y cuantitativos (ver tabla No.4). Se colecté el material vegetal del
invernadero de la empresa Natura Pharma Cauca SAS Zomac la cual en adelante sera
denominada con las siglas NPC, ubicado en el sector Las Playas, el productor cuenta con
Registro ICA como productor de semilla seleccionada. El método de mejoramiento
aplicado por los nativos en el sitio de coleccion se asimila a seleccion clonal por
caracteristicas fenotipicas y reacciéon en humanos y con previas evaluaciones fenotipicas.
La informacién de descriptores morfoldgicos de las plantas se recolectd con la compaiiia
del equipo técnicos de NPC, el terreno cuenta con un area de 500 m?, se acondicionaron
materas en geotextil con sustrato compuesto por tierra, escoria de rocas y abono organico
(compost), se adiciona una mezcla de agrobioldgicos basados en micorrizas y hongos
benéficos. Los esquejes fueron enraizados y un mes después llevado a campo para la

siembra.

La siembra se realizd en unidades experimentales, estableciendo niimero de
plantas entre unidades experimentales. Para la siembra se utilizaron plantulas, las semillas
asexuales fueron tratadas con agentes bioldgicos que protegen la plantula y estimular el
rapido enraizamiento. Se realizo fertilizacion al sustrato, en el momento del trasplante y
a los 30 dias de siembra. El riego en forma localizada, con un sistema por goteo, mediante
el cual cada planta recibi6 aproximadamente 1 litro de agua por dia, cantidad necesaria
para mantener el requerimiento hidrico. La cosecha se realizo segln el ciclo biologico de
cada variedad en 132 dias después de la siembra. Se registro las variables climaticas; los
promedios de humedad relativa, precipitacion y temperaturas semanales, los datos se
tomaron de la estacion meteorologica del IDEAM, ubicada en el municipio de Mondomo,

Cauca (Ver tabla 26).
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Tabla 26. Registro de las condiciones climaticas durante el ciclo de evaluacion de la prueba agronomica

1 12 25.7 21.1 17.6 96 80 63
2 15 25.5 20.8 17.0 97 82 65
3 17.2 26.8 20.8 15.5 94 82 65
4 24.7 273 20.9 17.9 95 82 65
5 29 28.5 212 15.9 99 94 91
6 33 25.8 19.5 15.7 99 94 90
7 40.3 273 20.7 16.3 99 95 89
8 36.2 26.3 21.2 17.1 99 95 90
9 35 26.9 19.9 16.7 99 95 89
10 30.5 26.6 20.9 15.9 99 90 82
11 30.2 273 22.1 15.2 99 89 81
12 28 26.1 20.8 15.0 99 90 81
13 26.3 25.8 18.9 13.6 99 89 81
14 28 24.9 19.9 14.8 98 85 75
15 272 27.5 20.2 14.4 96 86 74
16 25 26.2 20.2 14.8 97 85 73
17 26.4 26.4 20.5 15.9 97 86 74
18 26.2 25.2 19.3 16.4 95 88 82
19 23.8 26.9 20.6 17.0 95 88 80

La recoleccion de los datos se realizd a través de un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones. Con los datos obtenidos se realizé analisis

de varianza (ANOVA) utilizando el programa XLSTAT.

7.1.3.1 Método de identificacion y cuantificacion de cannabinoides en flores de
Cannabis.

En el laboratorio Empiria Lab. ubicado en la ciudad de RioNegro — Antioquia, se
realiz6 el andlisis de las flores de las cuatro variedades de Cannabis (A, B, C y D),
utilizando el método Health Canadda -ACMPR (antes MMPR) s53 y ACMPR (antes
MMPR) s54. En la tabla 27 se describen las condiciones del método.
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Tabla 27. Condiciones experimentales HPLC UV/Vis

HPLC - Waters 2695

CORTECS Shield RP18 de 4.6mm x150mm, 2,7 pm.
2.0 mL/min

Agua con 0,1% TFA
Acetonitrilo grado HPLC

41:59 fase movil A /fase movil B
35|C

Dual absorbancia UV/Vis 2487
228 nm

SuL

Empower 3 CDS

En la tabla 28, se registran los limites de deteccion y cuantificacion de cada uno

de los cannabinoides analizados.

Tabla 28. Determinacion de LOD y LOQ para cannabinoides

Cannabidiol (CBD) 0.158 0.527
Cannabidiol acido (CBDA) 0.178 0.594
Cannabinol (CBN) 0.136 0.454
Delta-9-Tetrahidrocannabinol (A9-THC) 0.275 0.915
Tetrahidrocannabinol acido (THCA) 1.071 3.570
Delta-8-Tetrahidrocannabinol ((A8-THC) 0.208 0.693
Cannabigerol (CBG) 0.716 2.386

En el grafico 12, se puede observar el cromatograma con los estandares de los

cannabinoides analizados y sus respectivos tiempos de retencion.
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Grifico 12. Cromatograma con los estandares conteniendo los cannabinoides analizados y sus respectivos
tiempos de retencion.
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7.1.3.1.1 Tratamiento de la muestra

Se pulverizé cada una de las muestras hasta obtener un polvo fino. Se pes6 100
mg de muestra seca y homogénea en un vial tarado de 12 mL y registra el peso. Se afiadid
4 mL de MeOH a cada vial, vortex por 1 minuto y se llevé al ultrasonido por 20 minutos.
Se filtraron las muestras a través de un filtro PTFE y se guardaron en un vial de 12 mL.
Antes del analisis se diluyo el extracto 10x (20 pL de extracto con 250 uL. de MeOH), se
guardaron en viales de 2 mL y se llevaron al equipo HPLC UV/Vis.
En los graficos 13 al 16 se pueden observar los cromatogramas obtenidos al analizar las

flores de Cannabis (variedades A, B, C y D) por HPLC-UV.
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Grifico 13. Cromatograma Variedad A.
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Auto-Scaled Chromatogram
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Grifico 14. Cromatograma Variedad B.
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Anexo 2-7. 2. Capitulo 3 - Materiales y métodos

7.2.1 Localizacion

El material vegetal de las variedades de Cannabis sativa L. analizadas se describen
en el capitulo 2, pagina 56 (ver Tabla 4), material vegetal que se utilizo para realizar las
extracciones en el laboratorio del grupo de investigacion de Quimica de Productos
Naturales (QPN) del departamento de Quimica de la Universidad del Cauca en Colombia.
Los andlisis de cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (UHPLC) se realizaron
en el laboratorio del Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la facultad de Ciencias
Naturales en la Universidad ICESI en Cali. Los andlisis de cromatografia de Gases
acoplado a masas (CG-EM) se realiz6 en la Unidad de Analisis Industrial del
departamento de quimica de la Universidad del Cauca. Las pruebas de cuantificacion de
fitoconstituyentes; fenoles totales, flavonoides totales, y antraquinonas totales se
realizaron en el laboratorio de Bioensayos (Estrés oxidativo) del Centro de
Investigaciones Biomédicas (CIB) de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Valparaiso en Chile.

7.2.2 Reactivos y Materiales

El metanol, etanol absoluto y otros solventes y reactivos utilizados en el analisis
por cromatografia de gases son de grado analitico y fueron proporcionados por Merck.
Los estandares de los cannabinoides y terpenos se adquirieron por Restek (ver Tabla 29).
Reactivo de Folin-Ciocalteu (grado analitico, Merck), Na,COs, acido galico, trolox,

quercetina, AlCl3 (grado analitico, Merck).

Equipo extraccion por soxhlet, tubos tipo falcon de 15 mL, balanza analitica,
cromatdgrafo de gases serie TRACE 1300 acoplado a espectrometro de masas ISQLT
marca Thermo Scientific con automuestrador HTA, equipo de cromatografia liquida de
ultra alta resolucion con detector de arreglo de diodos (UHPLC-DAD) equipado con una
columna de fase reversa, equipo de espectrofotometria RAYLEIGH UV-2601. Para el
andlisis de los datos obtenidos se utilizo6 el programa Statsoft STATISTICA version 7.1.
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Tabla 29. Analitos analizados en el material vegetal de Cannabis.

Cannabidiol (CBD) 13956-29-1
Cannabidiol acido (CBDA) 1244-58-2
Cannabinol (CBN) 521-35-7
Delta-9-Tetrahidrocannabinol (A9-THC) 1972-08-3
Tetrahidrocannabinol acido (THCA) 23978-85-0
Delta-8-Tetrahidrocannabinol ((A8-THC) 5957-75-5
Cannabigerol (CBG) 25654-31-3
((-)-a-Bisabolol 23089-26-1
Canfeno 79-92-5
8-3-Careno 13466-78-9
B-Cariofileno 87-44-5
Geraniol 106-24-1
Guaiol 489-86-1
a-Humuleno 6753-98-6
p-cimeno 99-87-6
Isopulegol 89-79-2
d-Limoneno 5989-27-5
Linalool 78-70-6
B-Mirceno 123-35-3
Nerolidol 7212-44-4
Ocimeno 13877-91-3
a-Pineno 80-56-8
(-)-B-Pineno 18172-67-3
a-Terpineno 99-86-5
y-Terpineno 99-85-4
Terpinoleno 586-62-9
7.2.3 Métodos

7.2.3.1. Tratamiento de las muestras.

Las cuatro variedades de Cannabis (ilustracion 19), denominadas muestras A, B,
C y D, fueron secadas y molidas para reducir el tamafio de particula y con ello, mejorar
la eficiencia de extraccion. El material vegetal fue secado por el productor de la empresa
NPC, el proceso consiste en cortar la planta por la parte inferior del tallo, en un cuarto se
cuelgan boca abajo por 6 dias segun se observe que las hojas junto a las inflorescencias
estén secas, el tiempo de secado depende de la humedad y la temperatura. La molienda se

realizo en el molino de centrifugacion ultra ZM 200 de Fisher Scientific de la empresa
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PROKPIL ubicada en la ciudad de Cali, posteriormente se tamiz6 para quedar con un
tamano de particula de 425 mm. Las muestras molidas se almacenaron en bolsas selladas

a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

variedad A

variedad C variedad D
Tlustracion 19. Material vegetal de Cannabis no psicoactivo.
Fuente. P. Arango (2021).

7.2.3.2. Métodos de extraccion.

El material vegetal (cogollos) de las cuatro variedades de Cannabis fueron
sometidas a la extraccion por tres métodos diferentes, a excepcion de la variedad D, para
la cual no se realizd extraccion répida. Los métodos de extraccion seleccionados
corresponden a protocolos establecidos previamente por el grupo de investigacion
Quimica de Productos Naturales (QPN) del departamento de Quimica de la Universidad
del Cauca. La extraccion rapida es el resultado de la adaptacion al método Live Resin,
similar al método utilizado actualmente por la industria, la extraccion Rick Simpson Story
(RSO), método frecuentemente utilizado por productores y el método soxhlet
comunmente utilizado en los laboratorios de productos naturales. Los tipos de extraccion
se describen a continuacion:

7.2.3.2.1 Extraccion rapida (Knodt, 2021)

La extraccion répida es una adaptacion realizada al método conocido como “Live
Resin”, se tomd 0,5 g de cada muestra de Cannabis (variedad A, B y C) se mezclaron con
3 mL de EtOH. Tanto el solvente, etanol al 99.5 %, como la muestra se llevaron
previamente al congelador (-13 °C) por espacio de 8 horas, para luego ponerlos en

contacto por 5 minutos en tubos tipo falcon. Enseguida se filtré la mezcla, separando el
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extracto del material vegetal, el cual se depositd en viales &mbar de 3 mL para ser
almacenados en nevera a 4 °C hasta el analisis cromatografico.

7.2.3.2.2 Extraccion RSO (Knodt, 2021).

Las extracciones de las variedades de Cannabis llevadas a cabo por RSO se
realizaron en tubos tipo falcon de 15 mL, depositando 1.0 g de muestra vegetal de
Cannabis (variedad A, B, Cy D) y 10 mL de etanol al 99.5 %. Los tubos se dejaron en
reposo durante 48 h, en ambiente fresco y oscuro. Los extractos después de filtrados se
guardaron en viales ambar de 3.0 mL y se enfriaron en nevera a 4 °C antes del analisis
por UHPLC-DAD y CG-EM.

7.2.3.2.3 Extraccion por Soxhlet (De Castro, et al., 2010).

La extraccion soxhlet se llevd a cabo siguiendo el protocolo planteado por De
Castro (De Castro, et al., 2010). Se utilizd 30 gramos de cada variedad de Cannabis
(variedad A, B, C y D) y etanol al 99.5 % como solvente. Se trabajo en tres procesos (10
g material vegetal) y cada uno con cuatro sifones. Los extractos se guardaron en frascos
ambar y se almacenaron en nevera a 4 °C hasta el anélisis cromatografico por UHPLC-

DAD y CG-EM vy las pruebas de actividad biologica.

7.2.3.3 Método de identificacion y cuantificacion de fitoconstituyentes
Los fitoconstituyentes presentes en los extractos de las cuatro variedades de
Cannabis no psicoactiva estudiadas se identificaron y cuantificaron mediante métodos

cromatograficos y espectrofotométricos.

7.2.3.3.1 Método de identificacion y cuantificacion cannabinoides. (Vaclavik et
al, 2019)

El andlisis de cannabinoides en los extractos obtenidos se llevd a cabo en el
laboratorio del departamento de Ciencias Farmacéuticas de la facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad ICESI, sede Cali. El protocolo de estandarizacion se
estableci6 segun el protocolo propuesto por Vaclavik et al., 2019 (Vaclavik et al., 2019)
con modificaciones realizadas durante el desarrollo del proyecto denominado:
“Evaluacion de la diversidad metabdlica de Cannabis medicinal cultivado legalmente en

las diferentes subregiones naturales de Colombia”, a través del convenio de colaboracién
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académico-investigativa Unicauca-ICESI. En la tabla 30 se registran las condiciones
experimentales del método de cromatografia UHPLC-DAD utilizado en el analisis de los

extractos.

Tabla 30. Condiciones experimentales UHPLC-DAD

Hitachi de Merck

Kinetex 2.6 pm, 100mm x 4.60 mm
25°C

1.0 mL/min

Agua con 0,1 % 4cido férmico
Metanol con 0,05 % acido formico
Gradiente

Arreglo de diodos (DAD)

222 nm

SuL

20 minutos

EZchrome Elite

En la tabla 31 se encuentran los datos de la curva de calibracion e intervalo lineal
y en la tabla 32 se registran los limites de deteccion y cuantificacion del método de
cuantificacion de cannabinoides analizados por UHPLC-DAD. El método de
cuantificacion fue por patron externo usando patrones de los cannabinoides identificados.
Se realizo curva de calibracion inyectando la mezcla de cannabinoides e identificando por

tiempo de retencion.

La ecuacion 2 se utiliza para el calculo de la concentracion de cannabinoides:

. S—b
% Cannabinoide = —

£ - 2-100 (Ec. 2)
Donde:

S: es la sefial del cannabinoide en la muestra en este caso el area de pico
b: el intercepto de la recta de calibracion

m: la pendiente de la recta de calibracion

f: el factor de dilucion del extracto

V: volumen de solvente usado en la extraccion

M : masa de Cannabis usada en la extraccion.
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Tabla 31. Curva de calibracion e intervalo lineal

N AW -

5.0
10.0
25.0
50.0

100.0

Tabla 32. Limite de deteccidon y cuantificacion

CBDV 1.464 4.832
CBD 0.995 3.108
CBG 0.057 0.172
THCV 1.519 4.205
CBDA 2.358 7.199
CBN 2.834 8.456
THC 0.528 1.445
CBC 2.891 5.178
THCA 0.198 0.417
Curvas de Calibracion
Peak: CBDV -- ESTD -- DAD-CH1
1,0e+07 -
& y=106031x-185372
&) 4
< 5,00406
° 2=0,99503
0 =1 T T T T
0 20 40 60 80 100
Amount ( )
Peak: CBD -- ESTD -- DAD-CH1
1,0e+07
y=102463x-98034
3
< 5,0e+06

17=0,99922

20 40 60 80 100
Amount ( )
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Peak: CBG -- ESTD -- DAD-CH1

1,0e+07 -

y=98200x-70790

[u]

f;’ 5,06+06 - r’=0,99789
0 = - [T e = SR
0 20 40 60 80 100
Amount ( )
"Peak: THCV - ESTD - DAD-CH1
1,0e+07
] y=102818x-184072
g | r’=0,99801
<C 5,0e+06 -
O T T | T
0 20 40 60 80 100
Amount ( )
Peak: CBDA — ESTD -- DAD-CH1
1,0e+07
. y=106406x-135825
£ 5,00406 r>=0,99870
0+ L B B L B R B T
0 20 40 60 80 100
Amount ()
Peak: CBN -- ESTD -- DAD-CH1
2,0e+07
y=201520x-388683
5 1
Z 100407 2=0,99496
0< MR B T A | ' AR B
0 20 40 60 80 100

Amount ( )
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" Peak: THC -- ESTD -- DAD-CH1

7,5e+06
y=85429x-136365
3 5.0e+06
< 1’=0,99445
2,5e+06 -
(Vs e L B B AL L LI B ELELE BURLRL R
0 20 40 60 80 100
Amount ( )
Peak: CBC -- ESTD -- DAD-CH1
1,06+07 | y=115258x-215993
s ’=0,99537
I 5,0e+06
0 20 40 60 80 100
Amount ( )
Peak: THCA -- ESTD -- DAD-CH1
1,0e+07 —
y=93629x-141273
o |
g 5,0e+06 - ’=0,99644

0 20 40 60 80 100
Amount ( )

En los graficos 17 al 27 se pueden observar los cromatogramas obtenidos al

analizar los extractos de Cannabis (variedades A, B, C y D) por UHPLC-DAD.
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7.2.3.3.2 Método de identificacion y cuantificacion de terpenos (Zekic, et al,
2020).

El andlisis de terpenos se desarrollo siguiendo la metodologia de Zekic, et al 2020
(Zekic, et al, 2020), método adaptado por el grupo de Investigacion Quimica de Productos
Naturales e implementado en los laboratorios de la Unidad de Analisis Industrial de la
Universidad del Cauca. La cuantificacion se realiza por estdndar externo, en la tabla 31 se
registran las condiciones experimentales del método de cromatografia de gases acoplado

a masas.
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Tabla 33.Condiciones experimentales Cromatografia de gases acoplado a masas

Cromatografo de gases acoplado a masas (CG-EM) serie
TRACE 1300 acoplado a espectrometro de masas ISQLT
marca Thermo Scientific con automuestrador HTA
Masas ISQT

TG-5MS (30m, ID 0,25 pm Film: 0,25 pm)

250 °C

230 °C

280 °C

50 mL/min

desde 80°C sube a 250 °C a 20 °C/min

9 minutos

MS Impacto electréonico

40 - 450

0,6 uL

Chromeleon 7

En la tabla 34 se encuentran los datos de la curva de calibracion e intervalo lineal
y en la tabla 35 se registran los limites de deteccion y cuantificacion del método de

cuantificacion de terpenos analizados por CG-EM.

Tabla 34. Curva de calibracion e intervalo lineal

0.25

1.0
5.0
10.0
15.0
20.0

NN R W -

Tabla 35. Limite de deteccion y cuantificacion

o.-pineno 1.1 3.5
Canfeno 1.1 3.8
B-mirceno 1.2 4.1
B-pineno 1.2 4.0
Delta-3-careno 0.6 1.9
a-terpineno 1.0 33
o-cimeno 1.0 32
d-Limoneno 1.3 44
B -ocimeno 1.0 3.5
y-terpineno 1.1 3.7
Terpinoleno 1.2 3.9

El método de cuantificaciéon fue por patron externo usando patrones de los
terpenos identificados. Se realizo curva de calibracion inyectando la mezcla de terpenos
e identificando por tiempo de retencion y probabilidad de similitud del espectro de masa

con la base de datos del NIST.
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Para el célculo de la concentracion de terpenos se utilizo la ecuacion 3:

S—b
% Terpeno = —
m

f-2-100  (Ee.3)
Donde:

S: es la sefial del terpeno en la muestra en este caso el area de pico
B: el intercepto de la recta de calibracion

m la pendiente de la recta de calibracion

f: el factor de dilucion del extracto.

V: volumen de solvente usado en la extraccion

M : masa de Cannabis usada en la extraccion.

Curvas de Calibracion

a-pineno
3500000
e y =146751x - 3078,6 R
R?=0,9983

2500000

2000000 .

1500000 o7

1000000

.
500000
o
o0 &
0 5 10 15 20 25
Canfeno
3500000
Y L d
3000000
2500000
.
2000000
1500000 *
1000000
. v '
500000
.

0
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B-mirceno

6000000
y =271184x - 18930 ,.-’
5000000 R*=0,9978 .
4000000
3000000
2000000
1000000
o l® | ]
0 5 10 15 20 25
B-pineno
450000
400000
y = 19020x + 2025,1
350000 R?=0,9979
15 20 25
Delta-3-careno
3000000
»
y=138738x - 7115
2500000 R*=0,9995
2000000
1500000
s
1000000
.
500000 e
o ¥
0 5 10 15 20 25
a-terpineno
4000000
y = 182257x - 20207 .
3500000 R?=0,9985
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
o
0
0 5 10 15 20 25
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4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

to'"‘.'

o-Cimeno

y = 204901 - 24466 °
R?=0,9986

*

D-Limoneno

y=198253x-9129,7
R?=0,9974 '__.’

25

B-ocimeno

¥ = 100455x - 9165,8
R?=0,9984 .

25

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

5 10 15 20

g-terpineno

y = 170970x - 10625 e 4
R?=0,9982

25
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3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

Terpinoleno

y =162162x - 18937
R?=0,9979

Linalool

y =130663x - 22243
R?=0,9959

25

B-cariofileno

y = 163547 + 2058,6
R?=0,9985

25

Humeleno

y=169467x - 10208
R?*=0,9977

25
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a-guaiol

3500000
y = 162802x - 18087 R4
3000000 R?=0,9975
2500000
-
2000000
1500000 -
1000000
-
500000
o
0 &
0 5 10 15 20 25
a-bisabolol
3500000
y =155327x - 18656 PS
3000000 R*=0,9968 <3
2500000 —
Y
2000000
1500000 .
1000000 -
o
500000 -
o @
0 5 10 15 20 25

En los graficos 28 al 38 se pueden observar los cromatogramas obtenidos al analizar los

extractos de Cannabis (variedades A, B, C y D) por CG-EM.
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Grafico 38.Cromatograma extraccion soxhlet variedad D.

7.2.3.3.3 Método de cuantificacion de fenoles, flavonoides y antraquinonas totales
Los analisis de fenoles, flavonoides y antraquinonas se realizaron en el laboratorio
de Bioensayos (Estrés oxidativo) del Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso en Vifia del Mar — Chile, dicho
laboratorio cuenta con los protocolos y estandarizacion de los métodos de andlisis

utilizados.

= Contenido de fenoles totales (Waterman & Mole, 1994):

El ensayo se desarrolld siguiendo la metodologia propuesta por Waterman &
Mole, 1994 (Waterman & Mole, 1994), mediante la reaccion del reactivo de Folin &
Ciocalteau con compuestos organicos que presentan anillo aromatico hidroxilado en un
medio alcalino, es posible determinar el contenido de polifenoles por espectrofotometria.
En la determinacion, 500 pL de extracto (1 mg=mL") fueron mezclados con 2,5 mL del
reactivo Folin & Ciocalteau (0,2 N) e incubados a temperatura ambiente por 5 min. Al
término de este tiempo, la solucion se mezcld con 2 mL de Na,COs (7,5%). La mezcla
fue incubada en oscuridad, a temperatura ambiente, durante 2 horas y se evalud por
espectrofotometria a 700 nm. Los datos de absorbancia fueron extrapolados en una curva
de calibrado de acido galico. El total del contenido de polifenoles fue expresado en

milimol de equivalentes acido galico (GAE mM).
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= Contenido de flavonoides totales (Arvouet-Grand et al., 1994):

El contenido de flavonoides se determind por espectrofotometria siguiendo la
metodologia propuesta por Arcouet-Grand et al., 1994 (Arcouet-Grand et al., 1994). Las
muestras se trataron con AICl; para la formacién de quelatos coloreados tipicos de los
flavonoides cuando se tratan con el acido de Lewis tricloruro de aluminio. El andlisis
consistié en mezclar 5 mL de extracto (1 mg=mL™) con 5 mL de una solucion de AICI;
(2% en etanol) y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo, se obtuvo la absorbancia de las muestras medidas a longitud de onda de 415 nm.
Los datos fueron extrapolados en una curva de calibrado de quercetina. El total de

flavonoides fue expresado en milimol de equivalentes de quercetina (QE mM).

= Contenido de antraquinonas (Mellado et al., 2012):

El andlisis se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Mellado et al., 2012
(Mellado et al., 2012). Al igual que para la determinacion de flavonoides, las
antraquinonas forman quelatos cuando reaccionan con AlCl3, pero son detectados a una
longitud de onda diferente. Para esto, se mezcld 5 mL de extracto (1 mg=mL") con 5 mL
de una solucion de AICIz (2% en etanol) y se dejé en incubacion durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se obtuvo la absorbancia de cada extracto,
a través de espectrofotometria, a una longitud de onda de 486 nm. Los datos obtenidos
fueron extrapolados en una curva de calibrado de emodina. El total de antraquinonas fue

expresado en milimol de equivalentes de emodina (EE mM).

7.2.3.4 Analisis estadistico.

Los datos fueron sometidos a pruebas de distribucion para definir si correspondian
a datos paramétricos o no paramétricos. En el caso de ser paramétricos, se realizo
ANOVA one way y en el caso de ser no paramétrico, se realiz6 ANOVA Kruskal-Wallis.
Se utilizo un nivel de significancia de valor de p de 0,05. Ademas, para evaluar la relacion
entre las variables obtenidas, se realizd correlacion de Spearman. Todos los andlisis

estadisticos se realizaron con el software Statistica 7.0.
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Anexo 3-7. 3. Capitulo 4 - Materiales y métodos

7.3.1 Localizacion

Las pruebas de actividad antioxidante; capacidad antioxidante total (TRAP),
ensayo de actividad secuestradora del radical (DPPH) y poder antioxidante reductor del
hierro (FRAP), al igual que las pruebas bioldgicas sobre la viabilidad celular en lineas
celulares humanas de cancer, se realizaron en el laboratorio de Bioensayos (Estrés
oxidativo), del Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Valparaiso en Chile.

7.3.2 Materiales

Se utilizo; Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico
97%), acido galico, como antioxidante de referencia. El DPPH (2,2-Difenil-1-
picrilhidrazilo), ABTS; cation radical 2,2 — azinobis —(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato).
Se emplearon 3 lineas celulares de cancer humano: HT-29 (colon), MCF-7 (mama), PC-
3 (proéstata) y linea celular no tumoral de epitelio de mama, MCF-10A. Todas las lineas
celulares fueron obtenidas desde la American Type Culture Collection (ATCC),
(Rockville, Maryland, E.E.U.U).
Equipo de espectrofotometria RAYLEIGH UV-2601, lector de placas BioTek modelo
EL808, cabina de seguridad biologica Haier modelo: HR30-11A2.

7.3.3 Métodos

Los andlisis de capacidad antioxidante y las pruebas biologicas de viabilidad
celular en lineas celulares humanas de cancer, se realizaron en el laboratorio de
Bioensayos (Estrés oxidativo) del Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso en Vifia del Mar — Chile, dicho
laboratorio cuenta con los protocolos y estandarizacion de los métodos de andlisis

utilizados.
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7.3.3.1 Capacidad antioxidante total.

7.3.3.1.1 Capacidad antioxidante total — TRAP (Romay et al., 1996).

Este método se basa en la capacidad de algunos antioxidantes en secuestrar un
electron desapareado del radical blanco. Para ello se utiliza el ensayo de atrapamiento del
cation radical 2,2 — azinobis — (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato), que presenta una
coloracion verde azulada intensa, cuya absorbancia es medida por espectrofotometria
(Romay et al.,, 1996). La presencia de antioxidantes en la muestra analizada es
determinada por la disminucién de la coloracion del radical, por ende, un descenso en la

absorbancia (ilustracion 20).
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Hustracion 20. Reaccion de generacion del radical ABTS' cation radical 2,2 — azinobis — (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato), A4PH= Dihidrocloruro de 2,2 "-azobis(2-amidinopropano).

El ensayo se desarrollo siguiendo la metodologia propuesta por Romay et al., 1996
(Romay et al., 1996). La técnica consistié en preparar una solucion 10 mM de AAPH
(acido 6 hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico) y mezclarla con una solucién
de 150 uM de ABTS (cation radical 2,2 — azinobis — (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)),
en un buffer fosfato salino 100 mM (pH 7,4). La mezcla fue incubada a 45 °C durante 30
minutos, resultando en la formacion del radical ABTS: de color verde azulado. Luego, 10
pL de extracto (Img/mL) fueron mezclados con 990 pL de la solucion del radical ABTS:
y se determiné la absorbancia en una cinética de 50 segundos a 734 nm. A partir de las
absorbancias registradas para cada extracto, se obtuvo el porcentaje de inhibicion del

radical (IR), el cual fue calculado a través de la ecuacion 4:

IR (%)= (%—ASO)) x 100 (ec.4)

0
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Donde Ay es la absorbancia registrada al tiempo 0 segundos y Aso representa la

absorbancia obtenida a los 50 segundos.

Una vez obtenidos los porcentajes de IR de cada extracto, los datos se extrapolaron
en una curva de TROLOX (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
antioxidante sintético mimético de la vitamina E y se expresaron en milimol de capacidad
antioxidante de equivalentes TROLOX (TEAC mM). Los resultados TEAC obtenidos,
fueron comparados con dos potentes antioxidantes puros, acido galico y BHT (Butil

hidroxitolueno).

7.3.3.1.2 Ensayo de actividad secuestradora del radical DPPH' (Brand-Williams

etal., 199)5).

Este método es utilizado para medir la capacidad reductora de algunos
antioxidantes frente al radical DPPH" (2,2"-dinitrofenil-1-picrilhidracil), un radical estable

en solucidn etanodlica (ilustracion 21).
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Hustracién 21. Reaccion del radical DPPH' con un agente reductor (R).

El ensayo se desarrollo siguiendo la metodologia propuesta por Brand-Williams et
al., 1995 (Brand-Williams et al., 1995). Se mezclaron 100 pL de extracto con 2,9 mL de
una solucion de DPPH: 50 uM en etanol. Luego, se agitaron las muestras en vortex y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se medid la
absorbancia a 517 nm. Este procedimiento se realizd para cada extracto en cuatro
concentraciones, 1, 10, 30 y 50 mg/mL. Con la informacién de la absorbancia en las tres
concentraciones para cada extracto, se procedi6 a calcular el porcentaje de secuestro del

radical DPPH: (RSA%) a través de la ecuacion 5:

(ACOHtrol 'AMuestra)

RSA%= ( ) x 100 (Ec.5)

AControl
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Donde, Acontrol corresponde a la absorbancia de la solucion DPPH: sin la muestra
Y Amuestra €5 12 absorbancia de la solucion DPPH: con el correspondiente extracto. A partir
de la obtencion del RSA% y la concentracion de los extractos se obtuvo el ICso, que
representa la concentracion a la que el 50% del radical es neutralizado. Dichos ICso fueron

comparados con dos antioxidantes de referencia, TROLOX y BHT.

7.3.3.1.3 Poder antioxidante reductor del hierro — FRAP (Dudonné et al., 2009).
El ensayo FRAP es un método colorimétrico que se utiliza para determinar el

poder reductor del ion férrico a ion ferroso de una muestra determinada (ilustracion 22).

/ F F

Hustracion 22. Reaccion de reduccion del hierro detectada por el método FRAP. Reduccion de ion
férrico a ion ferroso, generada por la reaccion con un agente reductor.

El ensayo se desarrollo siguiendo la metodologia propuesta por Dudonné et al.,
2009 (Dudonné et al., 2009). Para este analisis se prepard una solucion FRAP, que
contiene 10 volimenes de buffer acetato 300 mM, 1 volumen de FeCl; 20 mM y 1
volumen de TPTZ 10 mM (2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazina). Luego, se tom6 100 pL de
extracto (I mg/mL) y se mezclé con 300 pL de la solucion FRAP, agitando por 15
segundos. Después, la mezcla fue incubada 30 minutos a 37 °C en bafio termorregulado.
Finalmente fue medida la absorbancia a 593 nm. Los valores de absorbancia fueron

extrapolados en una curva de calibrado de TROLOX y expresados como TEAC (Mm).

7.3.3.2 Analisis de la citotoxicidad de extractos de Cannabis en lineas celulares
humanas.
7.3.3.2.1 Cultivo de células.
Las lineas celulares de cancer HT-29 (Cancer colon), MCF-7 (Cancer mama), PC-
3 (Cancer prostata) y linea celular no tumoral de epitelio de mama, MCF-10A (linea

normal mama) se mantuvieron en medio de cultivo Ham's-F12:DMEM medio alto en
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glucosa, suplementado con 10 % (v/v) de suero bovino fetal (FBS) a 37°C en
una incubadora humidificada de CO; al 5 %. Se tomaron volimenes indicados de los 11
extractos de Cannabis no psicoactivo y se agregaron al medio para alcanzar las
concentraciones indicadas (12.5, 25, 50, 100 pg/mL), posteriormente las células se

incubaron durante 72 horas. Se utiliza DMSO al 0,1 % como grupo de control.

7.3.3.2.2 Ensayo de inhibicion del crecimiento in vitro.

El ensayo de sulforrodamina B, se desarrollo siguiendo la metodologia propuesta
por Vichai y Kirtikara (Vichai, et al., 2006). Después de ser tratadas las cé¢lulas son fijadas
con acido tricloroacético 50 % (25 ul/pocillo) a 4 °C durante 1 h, posteriormente son
lavadas con agua destilada, 3 veces por inmersion. Luego las células son tefiidas con 0.1%
sulforodamina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) disuelto en acido acético 1% (50
ul/pocillo) durante 30 min y lavadas 3 veces con acido acético 1% (150 pl/pocillo) para
eliminar el colorante no unido. El colorante unido a proteina se solubiliza con 100 ul de
buffer Tris (hidroximetil amino metano) 10 mM. La densidad celular se analiza en un
lector de placas a 540 nm. Para este ensayo se realizaron 3 experimentos cada uno por
triplicado, los datos obtenidos permitieron calcular los valores de ICso de cada extracto de

Cannabis.

7.3.3.3 Analisis estadistico.

Los datos fueron sometidos a pruebas de distribucion para definir si correspondian a
datos paramétricos o no paramétricos. En el caso de ser paramétricos, se realiz6 ANOVA
one way y en el caso de ser no paramétrico, se realiz6 ANOV A Kruskal-Wallis. Se utilizo
un nivel de significancia de valor de p de 0,05. Ademas, para evaluar la relacion entre las
variables obtenidas, se realiz6 correlacion de Spearman. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron con el software Statistica 7.0
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Anexo 4-7.4. Estancia en Laboratorios de Investigaciones de Instituciones
Nacionales e Internacionales

Laboratorio EmpirialLab - Rio Negro — Colombia (junio-2021)

Entre junio y julio del 2021 se visit6 el laboratorio del Departamento de Ciencias
Farmacéuticas de la facultad de Ciencias Naturales de la Universidad ICESI en Cali-

Colombia, donde se analizé las muestras por cromatografia liquida de alta resolucion

(UHPLC-DAD).

En agosto del 2021 se realizd estancia de investigacion en el laboratorio del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia en Bogota-Colombia,

donde se recibi6 capacitacion en el trabajo con lineas celulares.

Universidad de Valparaiso — Vifia del Mar — Chile (noviembre 2021)
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Anexo 5 -7.5. Divulgaciones

FIRST WORKSHOP ON NATURAL PRODUCTS CHEMISTRY AND
ITS APPLICATIONS

November 25-27, 2019

Chillan — Chile

Prof. Paola Arango Romero. Chillan, Chile, September 30, 2019
Departamento de Quimica

Universidad del Cauca,

Colombia

Dear Prof. Paola Arango R.,

It is our great pleasure to announce the "First workshop on Natural Products Chemistry and
its Applications" to be held at Universidad del Bio Bio, Campus Fernando May, Chillan, Chile
from November 25-27, 2019.

The organizers are the Research Group of Chemistry and Biotechnology of Bioactive Natural
Products-Basic Sciences Department, University of Bio Bio Campus Chillan. A number of
eminent scientists have agreed to participate in the event.

1-WNPCA-2019 will be unique in disseminating translational characteristics of recent
biomedical, pharmaceutical, agrochemical and chemico-ecological researches, with scientists and
students associated with natural products research. This event will provide a platform to present,
the most important recent developments in natural products.

Due to your eminent expertise on bioactive functional molecules from plant, we would like to
invite you to participate and deliver a Lecture about “Cannabis Medicinal: Evaluacién
Fitoquimica y Actividad Biolégica del Cannabis sativa que se cultiva en el departamento del
Cauca”. The abstract have been accepted for oral presentation.

Due to financial constraints, the organizers will not be able to provide you complete financial
assistance. Then, on behalf the organizers I am inviting you as plenary lecturer at this workshop.

Looking forward to hearing from you soon, with kind regards,

Sincerely,

A Ly

Dr. Carlos Leonardo Céspedes Acuna
Profesor o Titular a Tiom,

po

Dr. Carlos L. Cespedes

Chair Organizing Committee
International Coordinator
Email: ccespedes@ubiobio.cl
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De los autores:
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Certifican que el trabajo titulado:
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