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Resumen

La enfermedad por coronavirus (COVID-19) es una enfermedad infecciosa
provocada por el virus SARS-CoV-2. Este virus produjo desde el 2019 una
pandemia que generd alrededor de 674 millones de personas infectadas y 6,86
millones de muertes a nivel mundial hasta febrero 2023. Ante sus efectos a nivel
inmune e inflamatorio y la posible mortalidad producto del virus en los humanos, se
encendieron las alarmas en el ambito de la investigacién cientifica, teniendo como
foco principal la busqueda de tratamientos que pudieran ser de utilidad tanto en
forma de tratamiento, como en la prevencion del SARS-CoV-2. Actualmente se
estan realizando diversas investigaciones en estudios preclinicos y clinicos, sobre

potenciales moléculas para el tratamiento y/o prevencion de este virus.

Se realizé una revisién bibliografica en PubMed, MEDLINE, Scielo, Elsevier,
SCOPUS, IBECS, EBSCOhost, y manualmente a través de internet de articulos,
libros y revistas, sobre dos compuestos de interés por sus efectos farmacoldgicos
positivos en distintas dianas moleculares del SARS-CoV-2. Los extractos de
Cannabis sativa (C. sativa) alto en cannabidiol (CBD) y su forma aislada, se
presentaron como posibles candidatos coadyuvante en el tratamiento de COVID-19
por sus efectos inmunomoduladores y sus efectos antiinflamatorios, ademas de
presentar también a un efecto preventivo antiviral, por su efecto directo sobre la
union del virus a las células hospederas mediante la enzima convertidora de
angiotensina (ECA-2). El nitrito de amilo, un precursor de 6xido nitrico (NO), el cual
ha sido un medicamento olvidado, presenta un mecanismo de accion que podria
tener un efecto positivo en la regulacion de los niveles de 6xido nitrico enddgeno,

los cuales se ven afectados ante la infeccion y a distintas comorbilidades.

Finalmente, en base a los resultados de la investigacion bibliogréfica, se
afirma que ambos compuestos presentan un efecto coadyuvante en el tratamiento
y prevencion del SARS-CoV-2, proponiéndose un protocolo para la elaboracion de
una solucion compuesta por la mezcla de un extracto de C. sativa alto en CBD con

el nitrito de amilo.
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Abstract
Protocol for the elaboration of a solution consisting of a mixture of a Cannabis

sativa extract high in cannabidiol together with amyl nitrite, as an adjuvant in
the prevention and treatment of complications caused by the SARS-CoV-2

Virus.

Coronavirus disease (COVID-19) is an infectious disease caused by the
SARS-CoV-2 virus. This virus povoked since 2019 a pandemic that generated about
674 million infected people and 6.86 million deaths worldwide until february 2023.
Given its immune and inflammatory effects and the possible mortality resulting from
the virus in humans, alarms were turned in the field of scientific research, having as
main focus the search for treatments that could be useful both in the form of
treatment and prevention of SARS-CoV-2. Currently, several investigations are
being carried out in preclinical and clinical studies on potential molecules for this

Virus.

A literature review was conducted in PubMed, MEDLINE, Scielo, Elsevier,
SCOPUS, IBECS, EBSCOhost, and manually through the internet of articles, books
and journals on two compounds of interest for their positive pharmacological effects
on different molecular targets of SARS-CoV-2. Cannabis sativa (C. sativa) extract
high in cannabidiol (CBD) and their isolated form were presented as possible
adjuvant candidates in the treatment of COVID-19 disease because of their
immunomodulators effects and its anti-inflammatory effects, which then was also
extended to an antiviral preventive effect, for its direct effect on the binding of the
virus to host cells by the angiotensin-converting enzyme (ACE-2). Amyl nitrite, a
precursor of nitric oxide (NO), a forgotten drug, presents a mechanism of action that
could have a positive effect on the regulation of endogenous nitric oxide levels which

are affected due to infection and different comorbidities.

Finally, based on the results of the bibliographic research both compounds
are stated to have a positive adjuvant effect in the treatment and prevention of
SARS-CoV-2 proposing a protocol of the elaboration of a solution composed by a

mixture of C. sativa high in CBD with amyl nitrite.
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Introduccion

La aparicion reiterada de emergencias sanitarias producidas por
enfermedades virales durante nuestra historia y el aumento sustancial de estas
durante el transcurso del XXI, ha hecho visible la necesidad de nuevos enfoques en
la investigacion cientifica debido a la recurrencia de pandemias en un corto periodo
de tiempo. Uno de los primeros brotes virales fue el sindrome respiratorio agudo
grave (SARS) en el afio 2002, producido por un tipo de coronavirus el cual produjo
miles de casos y tuvo una mortalidad alrededor del 10%. Otra de la importantes
infecciones virales que se han presentado en este siglo ha sido la influenza HIN1 o
gripe porcina, lo que causé alrededor de 250.000 defunciones a nivel global, y de
manera mas reciente, en el afio 2019 se produce la reaparicion de un brote de
coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo SARS-CoV-2,
causando la actual pandemia de la enfermedad ocasionada por COVID-19,
produciéndose hasta el momento alrededor de 674 millones de contagios y 6,86
millones de defunciones (Johns Hopkins Coronavirus Resource Center, 2023). En
Chile las cifras alcanzan a 5,14 millones de contagios y alrededor de 64 mil muertes
(Ministerio de salud, 2023), las consecuencias de esta pandemia han encendido la
alarma en el desarrollo de nuevas perspectivas de tratamiento, buscando nuevas
formulaciones, con las cuales se pueda obtener una respuesta positiva en la
reduccion tanto de la sintomatologia, como de la patologia misma. Ante la ausencia
de una terapia farmacologica efectiva contra el COVID-19 y debido a la importancia
del tiempo en esta emergencia sanitaria, con el fin de evitar mayores tasas de
mortalidad, es razonable la necesidad de innovar en nuevas estrategias de
intervencion farmacologia para el tratamiento de estas nuevas patologias virales
més complejas (Ebrahimi, S., 2020; Phadke, M. & Saunik, S., 2020).

Las plantas medicinales juegan un papel importante en el cuidado de la salud
de las personas. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, el hombre
dependid de ellas para el tratamiento de sus enfermedades. La sociedad humana

en todas las épocas ha acumulado un vasto arsenal de conocimientos tradicionales
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sobre el uso de plantas medicinales. Aproximadamente el 80% de la poblacion de
la mayor parte de los paises en desarrollo, aun utilizan la medicina tradicional
derivada de plantas para satisfacer las necesidades primarias de salud (Zambrana,
T., 2005). Un ejemplo de lo sefialado anteriormente corresponde a la busqueda de
un tratamiento para el SARS-CoV-2 por China, pais en el cual se estan realizando
mas de 80 estudios clinicos para testear posibles tratamientos para este virus,
ejecutando pruebas tanto de nuevas moléculas, como de otras obtenidas desde
especies vegetales empleadas por la medicina herbaria tradicional de este pais
(Maxmen, A., 2020).

Para combatir los coronavirus y sus posibles variantes, se necesitan
urgentemente medicamentos y el desarrollo de vacunas. En este contexto el
sistema endocannabinoide (SEC) actia como un modulador en la activacion de la
microcirculacion, el sistema inmunoldgico y el sistema nervioso autbnomo, junto con
el control de las funciones farmacolégicas como las respuestas emocionales, la
homeostasis, las funciones motoras, la cognicion y la motivacion (Onay, A., 2021).
En los dltimos afios ha surgido evidencia cientifica del uso medicinal de la planta
Cannabis sativa, esto a partir de la compleja mezcla de sus componentes activos
méas abundantes, los cannabinoides, terpenos, flavonoides, entre otros, estas
moléculas nos ofrecen nuevos recursos terapéuticos para diversas patologias,
generando nuevos enfoques de investigacion en este recurso natural. Los
cannabinoides, son los principales constituyentes de la planta y corresponden a
metabolitos secundarios que han recibido atencién internacional en el campo de la
salud debido a sus propiedades terapéuticas. Recientemente, se han realizado
pruebas para el tratamiento de COVID-19, debido a sus propiedades antivirales y
antiinflamatorias. De hecho, se plantea la hipotesis de que los compuestos de tipo
cannabinoide, y en particular el cannabidiol (CBD), aislados de tricomas
glandulares, son una opcion terapéutica contra el SARS-CoV-2 (Mahmud, M. S., et
al, 2021).
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Il. Hipotesis

El protocolo de una solucién compuesta por un extracto de Cannabis sativa alto
en cannabidiol (CBD), junto a nitrito de amilo, tendria una accién coadyuvante en la

prevencion y/o tratamiento de las complicaciones ocasionadas por el SARS-CoV-2.
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lll.  Objetivos

1.1 General

Proponer un protocolo para el desarrollo de una solucién compuesta por un
extracto de Cannabis sativa alto en cannabidiol (CBD) junto a nitrito de amilo, como
terapia coadyuvante en la prevencién y/o tratamiento de las complicaciones

ocasionadas por el SARS-CoV-2.

lll.II Especificos

1. Evidenciar bibliograficamente la accion coadyuvante que posee un extracto de
Cannabis sativa alto en cannabidiol (CBD), en la prevencion y/o tratamiento de las

complicaciones ocasionadas por el SARS-CoV-2.

2. Demostrar bibliograficamente un posible efecto coadyuvante del nitrito de amilo,
en la prevencioén y/o tratamiento de las complicaciones ocasionadas por el SARS-
CoV-2.

3. Establecer un protocolo para el desarrollo de una solucién constituida por un
extracto de Cannabis sativa alto en cannabidiol (CBD) junto a nitrito de amilo en la

prevencion y/o tratamiento de las complicaciones ocasionadas por el SARS-CoV-2.
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V. Materiales y métodos.

Mediante una revisién sistematica de articulos cientificos consultados en
distintas bases de datos, se definieron criterios de inclusion y exclusion, y un
conjunto de variables para analizar las caracteristicas de los articulos e informacién

seleccionada, estos fueron los siguientes:

e Tipos de estudio: revision sistematica y descriptiva en la que se incluyeron
revisiones sistematicas, investigaciones originales, editoriales, revisiones de
tema, opiniones y comentarios.

e Estrategia de busqueda bibliografica: se realiz6 una busqueda en PubMed,
MEDLINE, Scielo, Elsevier, SCOPUS, IBECS, EBSCOhost, y manualmente
a través de internet de articulos, libros y revistas.

e Las busquedas se limitaron a los idiomas inglés y espariol, sin limitaciones
en cuanto a fechas.

e Términos claves: cannabinoides, cannabidiol, COVID-19, SARS-CoV-2,
extractos, extractos medicinales, nitrito de amilo, 6xido nitrico, donantes de
oxido nitrico y mezcla de estas palabras, asi también su respectiva traduccién
al inglés.

e Métodos de revision: se estudiaron titulos, articulos, resimenes y textos
completos de los documentos que fueron seleccionados en base a los

criterios de busqueda.
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V. Marco teodrico.

1. SARS-CoV-2

1.1. Clasificacion y estructura

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, estos son un tipo de
virus ARN monocatenario encapsulado. Esta familia estd compuesta por cuatro
géneros: a, B, yy O, de los cuales los a y B-CoV pueden infectar a los mamiferos
incluidos los humanos (Ludwig, S. & Zarbock, A., 2020). En este ultimo, se
encuentran los coronavirus SARS-1, SARS-2 y sindrome respiratorio del oriente
medio (MERS). Los a-coronavirus producen normalmente una clinica de catarro
comun mientras, que los B-coronavirus en algunos casos pueden ocasionar un
sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) (Fernandez-Pérez, G., 2021). El
coronavirus SARS-CoV-2 es un sindrome producido por un nuevo tipo de
coronavirus, que puede afectar a las personas y que se detectd por primera vez en
diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China. Este nuevo
virus que pertenece a la subfamilia Orthocoronavirinae, y al subgénero Sarbecovirus
(B-coronavirus, B-2b), esta mucho méas proximo genéticamente a los coronavirus de
los murciélagos que del SARS humano y se ha relacionado con el genoma del virus
encontrado en el “murciélago en herradura” (Horseshoe bats), de la especie

Rhinolophus, con una similitud del 96% y localizado en la provincia de Yunnan.

Estructuralmente los coronavirus son virus esféricos envueltos en una bicapa
lipidica y que contiene un ARN monocatenario (sSRNA). El genoma del virus SARS-
CoV-2 codifica 4 proteinas estructurales: la proteina S (spike), la proteina E
(envelope), la proteina M (membrane) y la proteina N (nucleocapside), como se

puede observar en la figura 1.
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Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2 (SARS-2). Virus ARN monocatenario encapsulado con
glicoproteinas de superficie. La proteina spike (S) es la que le confiere la caracteristica morfologia
en corona y la que establece la union con los receptores celulares, tal como la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ECA-2) (Parks, J. M., & Smith, J. C., 2020).

1.2. Mecanismo de accién

El SARS-CoV-2 infecta y se replica de forma eficiente en los neumaocitos,
macrofagos y células dendriticas de las partes mas profundas del parénquima
pulmonar en las que reside el receptor celular ECA-2, el cual es utilizado por este
virus, para unirse a estas células e iniciar el proceso infeccioso. Este es un paso
critico para la entrada del virus, en el cual, la glicoproteina S utiliza sus dos
subunidades funcionales para lograrlo: La subunidad S1, responsable de la union
con el receptor de la célula hospedera y la subunidad S2, responsable de la fusién

del virus con las membranas celulares. Cuando la glicoproteina S del SARS-CoV-2

7|Pagina



se une al receptor ECA-2, el complejo resultante es procesado proteoliticamente
por la proteasa transmembrana de serina 2 (TMPRSS2), lo que conduce a la
escision de ECA-2 y a la activacion de la glicoproteina S, iniciandose asi el proceso
de unién y fusion del virus con la membrana celular, finalizando posteriormente con

la entrada del virus a la célula como se puede observar en la figura 2.

Una vez que el virus logra entrar en las células del tracto respiratorio por un
mecanismo de endocitosis, el genoma ARN del virus SARS-CoV-2 se libera en el
citoplasma para su replicacion. El ARN gendémico, actuando sobre el ribosoma, el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, elabora nucleocapsides para formar
viriones intracelulares y nuevas particulas virales que salen de la célula por
exocitosis. Las particulas virales son liberadas por la célula y proceden a infectar
nuevas células. La célula se altera funcional y estructuralmente y llega a una muerte
celular programada o apoptosis celular, esto durante un ciclo repetitivo que culmina

con la recuperacion o la muerte del paciente (Oliva Marin, J.E., 2020).

c | Entrada virala la célula
Glicoproteina

Glicoproteina - ..; ----- ‘..".' =" de membrana

"~ Proteina
espigasS

()
Receptor ECA2 TMPRSS2 |
escindido

Receptor ECA2 TMPRSS2

Figura 2. Interaccién de SARS-CoV-2 con receptores. (A) Las proteinas spike (S) en la superficie del

coronavirus se unen a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2) en la superficie de la célula
diana; (B) La proteasa transmembrana de serina 2 (TMPRSS2) se une y escinde el receptor ECA-2.
En el proceso, la proteina S se activa; (C) El receptor ECA-2 escindido y la proteina S activada
facilitan la entrada viral. La expresion de TMPRSS2 aumenta la captacion celular del coronavirus
(Rabi, F. A,, etal., 2019).

8|Pdagina




1.3. Transmisién

El SARS-CoV-2 se transmite mediante gotas del tracto respiratorio y el
contacto cercano con personas o superficies donde se encuentre el patégeno.
También, el contagio puede ocurrir mediante transmision aérea, cuando las
personas son expuestas a una alta concentracion del virus en ambientes cerrados
por un tiempo prolongado. La transmisién via gotas se produce por estornudos, tos,
0 contacto estrecho con otra persona. Se ha observado también una transmision
fecal-oral, ya que se encontrd el virus en aguas residuales en Europa, y el ARN del
SARS-CoV-2, se ha detectado consistentemente en el tejido gastrointestinal de
pacientes con COVID-19 (Harrison, A. G., et al., 2020; Errecalde, J. O., et al., 2020).

1.4. Patogénesis

El virus al ingresar a las membranas de la mucosa nasal, laringea y
orofaringea llega a los pulmones y luego a la sangre periférica, donde se produce
la viremia. Esto, produce finalmente que el virus comience a atacar los 6rganos
donde se expresa la ECA-2, la cual, se encuentra adherida a la membrana celular
de células ubicadas en el cerebro, corazdn, arterias, endotelio respiratorio,
pulmones (células alveolares tipo | y Il), higado, intestinos, rifiones y testiculos. Su
funcion principal, es reducir la presion arterial al catalizar la escision de angiotensina

Il (péptido vasoconstrictor) en angiotensina 1-7 (un vasodilatador).

El SARS-CoV-2 se une en todos los sitios donde se exprese la ECA-2,
produciendo con esto una respuesta inflamatoria en todos los sistemas,
generandose consecuentemente niveles sanguineos significativamente elevados
de citoquinas y quimioquinas quimioatrayentes en dichos sitios, comenzando con
esto, una respuesta a nivel fisioldgico que inicia con una tormenta de citoquinas, la
cual produce grandes cantidades de sustancias proinflamatorias tales como,
interferén-a (IFN-a), interferén-y (IFN-y), interleuquinas (IL); IL-1, IL-6, IL-12, IL-18,
IL-33, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), ligando de quimioquinas (CCL); CCL2,
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CCL4, CCL5, CXCL7, CXCL9, CXCL10), etc. Este proceso, se traduce en un fuerte
ataque al sistema inmunitario, causando dafio primeramente a niveles alveolares y
pulmonares y luego dafio a nivel organico pudiendo causar graves problemas,

incluso la muerte.

La union del SARS-CoV-2 a las células del tracto respiratorio mediante la
ECA-2, produce una cascada inflamatoria a nivel de las vias respiratorias inferiores,
causando el sindrome de dificultad respiratoria agua (SDRA). Se produce con esto,
la incapacidad de la ECA-2 de ejercer su accidn protectora sobre las células
pulmonares, generandose en consecuencia una acumulacion de angiotensina Il y
también, una renovacion desfavorable del miocardio y vasoconstriccion periférica
(Oliva Marin, J. E., 2020).

1.5. Patologia

La cascada de intermediarios proinflamatorios causa dafio en células
epiteliales impidiendo a los pulmones el intercambio gaseoso O2-CO: y la limpieza
de mucosidad a nivel pulmonar, influenciando con esta alteraciobn un posible
desarrollo de neumonia. La sintomatologia clinica del COVID-19 incluye fiebre
(observado en aproximadamente 99% de los casos), escalofrios, tos seca
(observado aproximadamente en 59% de los casos), produccion de expectoracion
o flema (observado en aproximadamente 27% de los casos), fatiga (observado en
aproximadamente 70% de los casos), letargia, artralgia, mialgia (observado en
aproximadamente 35% de los casos), dolor de cabeza, disnea, nausea, vomitos,
anorexia (observado aproximadamente en 40% de los casos), y diarrea ( observado
en aproximadamente 3,7 % de los casos ), estos sintomas y sus porcentajes fueron
informados a partir de los primeros casos que se presentaron en China (Yang, Y.,
et al., 2020).
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2. Cannabis sativa

2.1. Generalidades

La C. sativa es una planta herbacea anual perteneciente a la familia
Cannabaceae. Es una de las plantas mas representativas debido a su composicién
guimica, la cual se encuentra en constante estudio y actualmente cuenta con mas
de 500 compuestos, entre los que destacan terpenos, flavonoides, alcaloides,
estilbenos, amidas fendlicas y cannabinoides (Radwan, M. M., et al., 2009). La C.
sativa, ha sido ampliamente usada en la ethomedicina y a pesar de los innumerables
beneficios de la especie vegetal, el uso recreativo de ésta a raiz de sus efectos
psicoactivos ha llevado en el siglo XX a que sea clasificada como una droga de
carécter ilegal en algunos paises, afectando el desarrollo de la investigacion en este
campo. En Chile, la Ley 20.000 promulgada el afio 2005 regula el cultivo, trafico,
uso, consumo, porte y tenencia de estupefacientes, entre las que se encuentra la
C. sativa. La Ley se complementa con el cédigo sanitario y decretos derivados, entre
los que destaca el Decreto 404 y 405 (Zamorano, N., et al., 2019). El uso medicinal
de C. sativa ha adquirido atencion y desarrollo desde el afio 2014, donde se torné
un punto importante de debate, a raiz los efectos farmacoldgicos benefactores que
podria traer a los pacientes y el aumento de estudios que demostraban su efecto
beneficioso. El principal beneficio que se vislumbraba en ese entonces era en
pacientes en los cuales, los analgésicos tradicionales no les brindaban el alivio
suficiente. A partir de estos debates, se decidid otorgar los primeros permisos de
cultivo de C. sativa con fines medicinales en la comuna de la Florida y
posteriormente a la comuna de Santiago. A pesar de que cada dia son mas los
pacientes interesados en este tipo de medicina, no se ha logrado un acuerdo que
mejore las condiciones que establece la Ley (Alcaino, C., 2019).

Aun son muchos los pacientes que debido a que la Ley 20.000 que indica
portar, cultivar y distribuir C. sativa es ilegal, han cruzado la linea de la legalidad
para abastecerse y mantener un tratamiento que mejora su vida frente a una

enfermedad. Ultimamente con los cambios que se han presentado en cuanto a la
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legalidad de C. sativa en los distintos paises del mundo y extendiéndose su
legalidad con fines medicinales, existe un interés revivido y creciente en esta planta

siendo hoy utilizada por varios pacientes en diversas patologias.

Los cannabinoides son sustancias que suelen tener una estructura
carboxilica con 21 carbonos y estan formados generalmente por tres anillos,
ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno, tal como se observa la estructura de los
principales cannabinoides en la figura 3. Estos, se acumulan en la resina de

tricomas glandulares de las inflorescencias femeninas de la planta de C. sativa.

El primer representante de esta familia fue el tetrahidrocannabinol (THC)
(Gaoni, Y. & Mechoulam, R., 1964) y mas tarde el CBD, cannabigerol (CBG),
cannabicromeno (CBC), cannabidivarina (CBDV), y tetrahidrocannabivarin (THCV).
Los mas estudiados desde el punto de vista de sus aplicaciones terapéuticas son el
THC y el CBD, aunque otros cannabinoides estdn comenzando a mostrar al menos
en estudios preclinicos, sus efectos potenciales en el campo de la medicina (Walsh,
K. B., et al.,, 2021). Entre las propiedades terapéuticas del THC clinicamente
probadas, destacan la supresibn de nauseas y vomitos inducidos por
guimioterapias, la estimulacion del apetito, la inhibicion del dolor y la espasticidad.
Sin embargo, el potencial terapéutico de este cannabinoide es mucho mayor y
extendido, en pruebas preclinicas se ha vislumbrado que este compuesto podria ser
neuroprotector, antitumoral, antinflamatorio, entre otros (Ligestri, A., et al., 2016).
Por otra parte, el CBD ha demostrado en estudios preclinicos tener efectos
antipsicoticos, ansioliticos y anticonvulsivantes en pacientes, ademas de presentar
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antieméticas, antitumorales y

neuroprotectoras, por mencionar algunas (Legare, C., et al., 2022).
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Figura 3. Estructura molecular de algunos cannabinoides. THC: tetrahidrocannabinol, CBN:
cannabinol, CBD: cannabidiol, CBC: cannabicromeno, CBG: cannabigerol, THCV:
tetrahidrocannavibarina

Cabe destacar que existen en el mercado medicamentos registrados con
cannabinoides. El primer medicamento de CBD purificado derivado de plantas,
Epidiolex ®, fue aprobado en los Estados Unidos por la FDA el 25 de junio de 2018.
Su aprobacion para pacientes = 2 afios con sindrome de Dravet (SD) o el sindrome
de Lennox-Gastaut (LGS), demostré una mejora notable el tratamiento de las
convulsiones que presentan estos pacientes. Poniendo de manifiesto su eficacia y

el perfil de seguridad que tiene el uso de este cannabinoide incluso en nifios.

Ademas de cannabinoides, la C. sativa produce otra familia de compuestos
guimicos con potencial terapéutico denominados terpenos, estos, son compuestos
mayoritariamente volatiles responsables de las caracteristicas organolépticas de la
planta. El estudio de estos compuestos estd muy poco explorado, pero algunas de
las investigaciones han demostrado prometedores efectos farmacoldgicos en
estudios preclinicos, por ejemplo, el potencial antiinflamatorio y antiviral, que
presenta el terpeno eucaliptol (1,8-cineol), presente en C. sativa (Juergens, U. R..,
et al., 2004). Esta composicién tan compleja hace que esta planta tenga un amplio

abanico de efectos farmacologicos y una fuente de potenciales efectos
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farmacologicos entre los propios constituyentes de la planta, que pueden
presentarse de manera sinérgica, como también antagonica. Varios estudios han
validado esta hipétesis, sugiriendo que los preparados de cannabinoides o extractos
de C. sativa son mejores herramientas terapéuticas que los cannabinoides aislados,
ya sea en términos de eficacia, como de tolerabilidad. Esta interaccién, se denomina
efecto “séquito” o “entourage”, término el cual fue utilizado por primera vez por el
cientifico Raphael Mechoulam en 1998. Mas recientemente, se ha extendido el uso
de este término para describir de forma general la sinergia de los compuestos
presentes en la C. sativa. Uno de los mejores ejemplos de este efecto lo demuestra
la relacion que presenta el THC y CBD, por una parte, el CBD aumenta los efectos
terapéuticos del THC mejorando su distribucion y biodisponibilidad. Este punto,
debido a la alta lipofilia que presenta el CBD, el cual penetra en las membranas
biolégicas aumentando su fluidez y con ello la capacidad del THC de penetrar en
los tejidos. Ademas, el CBD inhibe la metabolizacion del THC en el higado,
produciendo asi un aumento de la vida media del THC mediante la inhibicion de

algunas isoformas del citocromo p450.

El efecto séquito también puede deberse a la interaccion que existe entre
cannabinoides y componentes no cannabinoides de la planta, como se indicé
anteriormente. Algunos componentes, como los terpenos poseen efectos
terapéuticos per se, los cuales pueden contribuir al efecto terapéutico que presentan
los cannabinoides. El a-pineno, por ejemplo, presente en la Salvia officinalis (salvia)
presenta efectos terapéuticos como antiinflamatorio, broncodilatador y antibiotico,
este, inhibe la acetilcolinesterasa lo que podria contrarrestar los déficits en la
memoria a corto plazo inducidos por el THC (Asim, K., 2021).

En un estudio in vitro, se examiné el efecto que produjo la utilizacion de una
formulacién que consistia en 30 terpenos naturales que se encuentran en la C.
sativa, principalmente B-cariofileno (BCP), eucaliptol y citral. La actividad antiviral
de la formulacién mejoré cuando se aplicé junto con el CBD, lo que sugiere un efecto

sinérgico o aditivo entre la formulacion de terpenos y el CBD (Chatow, L., et al.,
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2021). En diversas investigaciones se ha visto que, dentro de todos los terpenos, el
BCP es el que al parecer presenta el potencial terapéutico mas prometedor en
SARS-CoV-2. El BCP, ya que es un ligando cannabinoide natural se une a varios
receptores, como el receptor cannabinoide de tipo 2 (CB2), los receptores activados
por proliferadores de peroxisoma-a y y (PPAR-a y PPAR-y), receptores opioides,
receptores histaminérgicos, receptor de potencial transitorio vaniloide (TRPV) y
receptores tipo toll (TLR). Se demostr6 que el BCP se dirige a la proteasa principal
del SARS-CoV-2 denominada MP™, y que puede prevenir la replicacién viral en las
células del huésped. Ademas, parece dirigirse a los genes inmunes involucrados en
la regulacion de numerosas vias de sefializacion, y por lo tanto se sugirié que puede
ser util como un posible agente contra COVID-19. También, podria considerarse
como un potencial candidato terapéutico en COVID-19, debido a sus propiedades
antivirales y antiinflamatorias que pueden resultar en la inhibicién de la tormenta de

citoquinas en pacientes con COVID-19 (Janecki, M., et al., 2022).

2.2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema neuromodulador del
metabolismo que se conforma por receptores cannabinoides de tipo 1y 2 (CB1y
CB2), ligandos enddégenos o endocannabinoides, sistemas enzimaticos
responsables de su sintesis y degradacion, las vias de sefializacién intracelular y

sus sistemas de transporte.

Con el avance en la investigacion durante las ultimas décadas y el
descubrimiento de nuevos componentes, el conocimiento sobre este sistema se ha
ampliado significativamente. Se ha visto que, este sistema dindmico desempefia
varias funciones homeostaticas modulando la expresion de receptores, asi como la
biosintesis de ligandos para satisfacer las necesidades de nuestro sistema. El SEC,
ya se encontraba presente en vertebrados primitivos con una red neuronal, lo que
es consistente con su antigua filogenética. EI SEC, es un sistema basicamente
bioquimico que influye sobre varios procesos fisiol6gicos de gran importancia, tal
como en el apetito y la ingesta de alimentos, la sensacién de dolor, la funcién
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cardiovascular, la funcion respiratoria, la funcién reproductiva, el estado de animo,
la neuroproteccion, la transmision sinaptica, el control motor, la memoria, el
aprendizaje, el sistema inmune, la inflamacién, la liberacién y accion hormonal, la

proliferacion, la adhesion y la apoptosis celular, entre otros (Katz, J., et al., 2018).

Existen tres tipos diferentes de cannabinoides, el primero son los
endocannabinoides que son generados por el propio organismo, el segundo son los
fitocannabinoides que son producidos por medio de las plantas y finalmente los
cannabinoides sintéticos que son provenientes de laboratorios farmacéuticos.
Todos estos cannabinoides de diferentes procedencias, una vez en el cuerpo
interactian con los receptores cannabinoides, para actuar mediante el SEC

regulando asi una variedad de procesos fisioldgicos.

2.2.1 Receptores cannabinoides

En 1965, Gaoni & Mechoulam ambos investigadores de la especie vegetal C.
sativa, comenzaron a dar luz sobre nuevas y prometedoras investigaciones en esta
area, primeramente, con el aislamiento y caracterizacion de la molécula THC. Mas
de 20 afios después, se aislé el primer receptor cannabinoide, el cual demostré una
alta afinidad al THC en ratas. A este receptor se le dio el nombre de CB1. Este tipo
de receptores se encuentra predominantemente en el sistema nervioso central y
periférico, pero también esté localizado en otras zonas del cuerpo. Estos receptores
estan relacionados con una gran cantidad de procesos biolégicos como el
movimiento, la reproduccion, las emociones, la memoria, la recompensa, el dolor,

la ingesta de alimentos, las nauseas y vomitos.

CB1, es un receptor acoplado a proteina G (GPCR), que utiliza la familia G
(ilo) como mediador principal disminuyendo el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), a través de la inhibicion de las adenilil ciclasas y regulando los canales de
calcio (Ca?*) y potasio (K*), reduciendo asi la liberaciéon de neurotransmisores en el
espacio sinptico (Devane, W. A, et al., 1988).
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En un estudio Munro et al. (1993), descubrié un segundo tipo de receptores
cannabinoides, el receptor denominado receptor CB2, el cual esta altamente
expresado en células inmunes, como linfocitos B, linfocitos CD8*, células natural
killer (NK), monocitos, linfocitos CD4* y neutrofilos. Los receptores CB2 presentan
un efecto antiinflamatorio al reducir la liberacion de citoquinas proinflamatorias y
aumentar la produccién de citoquinas antiinflamatorias, ademas de inhibir la

migracion de macrofagos y regular la activacion de linfocitos T.

Ademas de unirse a los receptores CB1 y CB2, los cannabinoides afectan
alternativamente a muchos otros receptores, como el receptor acoplado a la
proteina G 55 (GPR55), los canales TRPV y receptores PPARs. Ademas, exhiben
afinidad con el receptor de serotonina 1A (5-HT1A), asi como con los receptores de

adenosina y glicina (Janecki, M., et al., 2022).

2.2.2 Endocannabinoides

Los agonistas enddgenos de los receptores de cannabinoides conforman una
amplia familia que tienen en comuan, que son sintetizados a demanda y se liberan
iInmediatamente al espacio extracelular. Los endocannabinoides, son compuestos
derivados de los acidos grasos poliinsaturados de los cuales los mas importantes
son los derivados del acido araquidonico, la anandamida (AEA) y el 2-
araquidonilglicerol (2-AG), que pertenecen al grupo de las N-aciletanolaminas
(NAESs) y de los 2-mononacilgliceroles (MAGs) respectivamente. Ambos ligando son
sintetizados y degradados por diferentes vias enziméticas conformando una

maquinaria mucho mas compleja que la de los clasicos neurotransmisores.

Ademas, las tres enzimas responsables de su biosintesis, fosfolipasa D
selectina de N-acil-fosfatidil-etanolamina (NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasas
(DAGL) ay B, (para AEA y 2- AG, respectivamente), y de su inactivacion hidrolitica
(amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MGL), entre
otras), determinan que la implicacion fisiolégica y fisiopatolégica de ambos

endocannabinoides sea distinta (Ramos, A. J., 2017).
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2.3 Actividad farmacoldgica

A continuacién, en la tabla 1. Se presenta el efecto farmacologico que
presentan algunos de los principales cannabinoides en diversas patologias.

Ademads, en la figura 4.

Se expone el efecto antiinflamatorio, antioxidante e

inmunomodulador de los cannabinoides al interactuar con distintos receptores.

tabla 1. Principales cannabinoides, estructura quimica y usos farmacoldgicos:

Cannabinoides

Estructura quimica

Uso farmacolégico

Cannabicromeno
(CBC)

OH

(¢] CHs

Dolor crénico, migrafia y trastornos de la piel

Cannabidiol (CBD)

CH3

Insomnio, ansiedad, sindrome post-ébola,
enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer,

Parkinson, enfermedad de

enfermedades inflamatorias intestinales,

cancer, afecciones de la piel

Acido  cannabidiélico Nauseas, cancer, y agente antiinflamatorio
(CBDA)
Cannabidivarin (CBDV) Convulsiones, Sindrome de Rett, nduseas y

trastornos del espectro autista

Cannabigerol (CBG) CHs O Enfermedad inflamatoria intestinal, disfuncion
.
de la vejiga, enfermedad de Huntington vy
" B tumores
H3C CH3
Cannabinol (CBN) Agente antimicrobiano, analgésico vy

antiinflamatorio

Tetrahidrocannabinol
(THC)

CH,

Céncer, insomnio, pérdida de apetito, nauseas

y enfermedad de Alzheimer

adaptado por autor (Walsh, K. B., et al., 2021).

18| Pagina




|Reclutamiento de = g
linfocitos y -ﬁctlw?ad‘ 'angvorlal
macréfagos Regulacion ) i%tli\zgfg dee -
|Expresion COX-2 de TNF-a e IL-1B
ITNF-a ﬁbrgblastos y
mioblastos
LIL-1B

GPR55

INTERACCION ENTRE CANNABINOIDES
Y RECEPTORES

RECEPTORES
CB1

RECEPTORES
CB2

T8
|Macrofagos M1
{L-12 proinflamatorios
1IL-23 1IL-6
FN-y 1IL-12
lActivacion y ITNF-a
diferenciacion de
mastocitos 1T§F-B1
tMacréfagos M2
antiinflamatorios

Figura 4. Principales resultados de la interaccién entre cannabinoides y distintos receptores. La
interaccion con el receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55) produce un efecto inmunomodulador
a nivel de linfocitos y macrofagos, presenta también un efecto en el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), modulando asi la inflamacion y apoptosis, disminuye la expresién de ciclooxigenasa tipo 2
(COX-2), produciendo un efecto antiinflamatorio, ademas de reducir la interleuquina 1-B (IL-18),
disminuyendo con esto el efecto proinflamatorio. En los receptores de potencial transitorio vaniloide
1 (TRPV1) se produce regulacién mediante la disminucién de TNF-a e IL-1B3. En receptores activados
por proliferadores de peroxisomas-y (PPAR-y) se presenta una respuesta positiva a nivel de
actividad antiviral y una regulacién de la actividad de fibroblastos y mioblastos en el proceso de
fibrosis. La relacién con CB1, se observa una disminucién de citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina 12 y 23 (IL-12 e IL-23), se produce una disminucion de interferén-y (IFN- y) y una
disminucién en la actividad inmune a través de los mastocitos. La interaccién con CB2 muestra una
respuesta reguladora a nivel inmunolégico, a través de una disminucion de interleuquinas 8, 6 y 12
(IL-8, IL-6, IL-12), macrofagos proinflamatorios y del factor de crecimiento transformante 1 (TGF-
B1), el cual tiene un efecto directo en el control de la proliferacion, activacion y diferenciacion de
células T. Otro efecto de esta interaccion se observa en el aumento de macréfagos M2, los cuales
tienen un efecto antiinflamatorio, debido a que secretan interleuquina 10 (IL-10), que inhibe la accién
citotoéxica de células T, inhibiendo los linfocitos Thl y la citotoxicidad de células natural killer (NK)
activadas por interleuquinas (Janecki, M., et al., 2022).
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2.4 CBDy SARS-CoV-2

El dltimo tiempo ha cobrado interés farmacoldgico la posible utilizacion de
fitocannabinoides como el CBD en diversas patologias. Este, es un cannabinoide
no psicotrépico que presenta poca afinidad de union a los receptores cannabinoides,
el cual actia como modulador alostérico de los receptores cannabinoides CB1 y
posee un perfil de seguridad favorable demostrado en estudios clinicos. Este
cannabinoide, es considerado como una de las moléculas emergentes mas
prosperas en el area farmacolégica a raiz de su amplio rango de efectos
terapéuticos, los cuales van desde una accién anticonvulsivante, sedante, hipnotica,
antipsicotica, antiinflamatoria, anticancerigena, analgésica hasta una actividad
neuroprotectora (Iffland, K. & Grotenhermen, F., 2017). Se ha observado un efecto
farmacoldgico prometedor de extractos de C. sativa con un alto contenido de CBD,
mediante una accion reguladora en la ECA-2 y en la enzima TMPRSS2, cruciales
en la puerta de entrada viral del epitelio oral, pulmonar e intestinal que constituyen

importantes vias de penetracion del SARS-CoV-2 (Wang, B., et al., 2020).

Se realizé una comparacién en la accion moduladora de la ECA-2 mediante
la administracion de un extracto de C. sativa alto en CBD versus dexametasona en
una linea celular epitelial alveolar, hallandose mejores resultados en C. sativa con
una reduccién en los niveles de expresion de ECA-2 de hasta 4-6 horas post
tratamiento. Dexametasona, también redujo su expresién, pero menos extendida
post administracion del tratamiento (Anil, S., et al., 2021). A nivel de
inmunomodulacion, en la primera fase de la enfermedad de COVID-19, la respuesta
inmune adaptativa es necesaria para eliminar el virus y para prevenir la progresion
de ésta a estadios mas severos. La disfuncién alveolar de macréfagos esta entre
las caracteristicas anormales mas preponderantes en pacientes severos de COVID-
19, generandose en estos pacientes una abundancia de macrofagos inflamatorios
derivados de monocitos, sustituyendo a macrofagos residentes (Merad, M. & Matrtin,
J. C., 2020). El extracto de C. sativa con un alto contenido de CBD presenta una
actividad en el epitelio alveolar y en modelos celulares de macrofagos,

disminuyendo la secrecion en células epiteliales alveolares de IL-8 y IL-6, ambas
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interleuquinas involucradas en la activacibn de la cascada de citoquinas
profinlamatorias asociadas a pacientes con COVID-19. También, se observa un
efecto de disminucién en el reclutamiento de macrofagos a nivel alveolar, esta
reduccion se observo en extractos con alto contenido de CBD, con concentraciones
mayores a 3 ug/mL, sugiriendo que existe una relacion dependiente entre la dosis y
su actividad antiinflamatoria (Gallily, R., et al., 2015). EI CBD, también actda como
un agente antioxidante, que interacciona a nivel de varios receptores incluyendo
PPAR-y, receptor 5-HT1A, receptor de adenosina A2A y TPRV1, ocasionando
directa o indirectamente un efecto antiinflamatorio e inmunomodulador. Al actuar
sobre receptores de adenosina A2A, el CBD causé una marcada mejoria en la
funcidn pulmonar, mediante la disminucion en la resistencia y elastancia pulmonar,
debido a la reduccion de la migracion de leucocitos al pulmén acompafada por una
inhibicion en la liberacion de citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a e IL-6 y
de las quimioquinas MCP-1/MIP-2/CXCL2 (Ribeiro, A., et al., 2012; Ribeiro, A., et

al., 2015), toda esta accion potencial del CBD se presenta resumida en la figura 5.

El CBD y otros cannabinoides ejercen su actividad a través de la interaccion
con receptores PPARSs, los cuales regulan la expresion de genes relacionados con
la homeostasis de lipidos, glucosa y respuestas inflamatorias. ElI agonismo de
PPAR-y en macréfagos residentes alveolares, limita de manera significativa la
inflamacién y favorece la recuperacion del huésped tras infecciones viricas
respiratorias. También, es responsable del control de la excesiva secrecion de
citoquinas, obteniendo una mejora en tejidos dafiados (Huang, S., et al., 2019). Una
administracion de manera profilactica de agonistas de PPAR-y, mostré una
reduccion en la morbilidad y mortalidad durante la infeccion viral en la influenza A
(Bassaganya-Riera, J., et al., 2010) y también, se evidencidé un efecto terapéutico
en la inhibicion de la replicacion viral en diferentes tipos de virus, tales como el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH), virus respiratorio sincicial, hepatitis B vy
hepatitis C (Lowe, H., et al., 2017).
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Figura 5. Potencial del cannabidiol (CBD) en SARS-CoV-2. EI CBD reconoce varios objetivos de
receptores y muestra una actividad inmunomoduladora multifacética que podria limitar la gravedad
de la infeccion por SARS-CoV-2: regula a la baja los receptores de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ECA-2), la puerta de entrada del SARS-CoV-2. Por otro lado, se reduce la
inflamacion pulmonar, la fibrosis y la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares, a través del
agonismo de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas y (PPAR-y). Se presenta
también disminucidn de la tormenta de citoquinas mediante la disminucion de interlequina-6 (IL-6),
ligando de quimioquina 2 CC (CCL2), ligando de quimioquina 2 CX (CXCL2) y el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) (Esposito, G., et al., 2020).
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3. Tratamiento de la materia vegetal

El material vegetal que sera utilizado para la extraccion y obtencion de un
extracto de C. sativa alto en CBD, ser& de quimiotipo Il con alto contenido de CBD
y cantidades minimas de THC, esto a partir de la caracterizacion que realizaron Hilig
& Mahlberg (2004) los cuales identificaron tres quimiotipos de plantas de C. sativa
en funcion de la relacion THC/CBD: una relacion THC/CBD > 1 es caracteristica de
las plantas clasificadas como "tipo droga" (quimiotipo 1), un relacion THC/CBD
cercana a 1 es para plantas "tipo intermedio” (quimiotipo Il) y una relacion THC/CBD
< 1 es caracteristica de las plantas "tipo fibra" (quimiotipo Ill). El material vegetal, en
especifico las inflorescencias se obtienen de forma fresca, por lo que es necesario
un proceso de secado, reduccion y uniformidad del tamafio de las particulas, y
ademas, de un método de descarboxilacion mediante un horno con temperatura y

tiempo controlado.

3.1 Secado

Generalmente, el secado de las ramas con las inflorescencias se lleva a cabo
con aireacion en habitaciones cerradas colgadas boca abajo, con niveles de
temperatura que oscilan entre 18 y 21 °C, humedad relativa del 50 al 55 % y
circulacién de aire con ventilador durante al menos 5 o 6 dias y hasta 2 semanas.
En los dltimos afios se han propuesto métodos de secado alternativos para ahorrar
tiempo, reducir el riesgo de carga microbiana, mejorar la uniformidad y consistencia
del producto. Entre estos se encuentran el microondas (MW) y la radiofrecuencia
(RF), que no dependen de la conduccion y la conveccion para entregar energia
térmica como en el secado convencional. Mas bien, las ondas electromagnéticas se
transfieren directamente al producto calentdndolo, proporcionando un
calentamiento rapido, uniforme y volumétrico (Uziel, A., et al., 2022). Algunos
estudios, indican que esto se realiza aplicando calor volumétrico y creando un

gradiente de temperatura y una frecuencia de microondas estandar establecida en
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915 MHz y 240 W para mantener el cannabis medicinal de alta calidad (Al Ubeed,
H., et al., 2022)

3.2 Tamario de particula

Reducir el tamafio de particula aumenta la eficiencia, ya que produce una
mejora en la utilizacion del espacio presente en la interaccién con el solvente y
reduce la distancia necesaria para que el solvente penetre hasta el centro de la
particula. Una muestra no molida puede abarcar densidades de 100 a 125 g/L,

mientras que una molida llega a densidades de 225 a 250 g/L.

En el trabajo de Roggen & Glauerbloz (2017), presentado en la figura 6. Se
puede encontrar una comparacion entre diferentes tamafios de particula para la
extraccion de C. sativa bajo las mismas condiciones de presién y temperatura, estas
particulas estaban entre 1 y 6 mm, tamafios superiores a este quedan fuera puesto
gue no se consideran efectivos para la extraccién. Se concluye en la investigacion
gue el mejor tamarfio de particula a utilizar es de 2 mm, ya que con este tamafio se
permite operar con buena eficiencia la extraccion. En otro estudio, Rovetto (2017)
utiliza un tamafio de particula de 1,216 mm, obteniendo rendimiento (g extracto/g
alimentacion) de hasta 19% vy eficiencias de extraccion de hasta 92% para las

muestras estudiadas.

260
250
240

230 L]

THC (g)

210 L

tamafio de particula (mm)

Figura 6. Impacto del tamafio de particula en la eficiencia de extraccion de un extracto de C. sativa.
Eficiencia de extraccion para diferentes tamafios de particulas. Todas las deméas entradas son
idénticas, por ejemplo, tipo de material, peso del material (2,0 kg) y parametros de extraccién, como
temperatura (34 °C), presién (124 bar) y tiempo de ejecucion (6 h). (Roggen, M. & Glauerbloz, B.,
2017).
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3.3 Descarboxilacion

La descarboxilacion, es un proceso que se realiza preferiblemente
calentando el material vegetal a una temperatura definida durante un periodo de
tiempo adecuado y definido también, esto, con el fin de convertir las formas acidas
de los cannabinoides, tales como el acido tetrahidrocannabindlico (THCA) y el &cido
cannabididlico (CBDA), a su forma neutral el THC y CBD, los cuales son los
encargados de las variadas propiedades medicinales asociadas a la C. sativa, como
se evidencia en la figura 7. Para esto, se suministra calor o luz de manera controlada
a la muestra vegetal. La descarboxilacién de cannabinoides acidos es una funcién
del tiempo y la temperatura, asi, a temperaturas mas altas se tomara un periodo
mas corto de tiempo para la descarboxilacidon completa de una muestra de materia
vegetal. En la seleccién de las condiciones apropiadas para la descarboxilacién
debe considerarse, sin embargo, la reducciéon minima de la degradacién térmica de
cannabinoides y terpenos, deseables farmacolégicamente en productos
degradados indeseables. Preferiblemente, la descarboxilacion se realiza en un
procedimiento de calentamiento de multiples etapas, en este caso divididas en dos

en las cuales la materia vegetal es procesada de la siguiente forma:

1. Calentando a una primera temperatura durante un primer periodo de tiempo
(relativamente corto) para evaporar el agua retenida, permitiendo asi el
calentamiento uniforme de la materia vegetal. Preferiblemente, la primera
etapa se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 100°C a 110°C
durante 10 a 20 minutos. Mas preferiblemente, la primera temperatura sera
aproximadamente 105°C y el primer periodo de tiempo es aproximadamente

15 minutos.

2. Latemperatura se aumenta a una segunda temperatura durante un segundo
periodo de tempo, hasta que haya ocurrido una conversion de al menos el
95% de acidos cannabinoides en su forma neutra. Los tiempos éptimos y las
temperaturas para la segunda etapa pueden variar segun la naturaleza del

material vegetal y mas en particular, segun el cannabinoide que se quiere
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aislar desde la planta. Si la materia vegetal es derivada de una planta de C.
sativa alta en CBD (definiendo alto como un porcentaje de cannabinoide CBD
mayor a 90%) la segunda temperatura estaria preferiblemente en el rango de
115° C a 125° C, preferiblemente a 120° C, y el segundo periodo de tiempo
estd en el rango de 45 a 75 minutos, preferiblemente alrededor de 60

minutos.

A’-CBDA (CBD-Acido)

Figura 7. Proceso de descarboxilacién de cannabinoides. Conversion de los cannabinoides desde
sus formas &cidas a su forma neutra, como consecuencia de la perdida de CO: en la estructura
molecular por la aplicacion de calor. MEDISENOL. The Science of Decarboxylation & Extraction. [En

linea]

La descarboxilacion demuestra un aumento en la obtencién cannabinoides
neutros como el THC y CBD principalmente, en el estudio de Ribeiro et al. (2018),
se realizaron dos estrategias para la extraccion de aceite por CO2 supercritico, la
primera consistio en descarboxilar la muestra antes de realizar la extraccion, y la
segunda en no descarboxilar, pero usar etanol como co-solvente en la extraccion.
Como se esperaba, la primera estrategia extrajo un orden de THC y CBD mucho
mayor, en el orden de 5 a 10 veces mas. A partir de estos resultados, se prefiere la
descarboxilacion antes de realizar la extraccion si el objetivo es recuperar todos los

cannabinoides activos posibles en su forma neutra, CBD principalmente.
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4. Técnicas de extraccion de cannabinoides

El proceso de extraccion se utiliza normalmente con el fin de la obtencién de
compuestos activos objetivos a partir de materia vegetal compleja. En general, la
metodologia mas adecuada para obtener un preparado medicinal debe
seleccionarse de acuerdo con las propiedades y caracteristicas del producto de
interés. En gran parte de estas técnicas de extraccion, se deben tener en cuenta
factores relevantes a la hora de realizar una extraccion, tales como la temperatura,
la presién, el tiempo de extraccion y la naturaleza del disolvente, parametros que
pueden modificar la selectividad y asi aumentar la concentracion de un compuesto

especifico que se extrae desde una matriz.

La extraccion de fitoquimicos de C. sativa es un paso vital para separar las
moléculas bioactivas de la matriz vegetal y para mejorar las diversas aplicaciones
de estos compuestos en las industrias farmacéutica y alimentaria. La extraccioén, se
puede realizar utilizando técnicas convencionales y avanzadas. Las eficiencias de
los métodos convencionales y avanzados dependen principalmente de los
parametros criticos mencionados anteriormente. Por lo tanto, es necesario
comprender la naturaleza de la matriz vegetal y la quimica de sus compuestos, con
el fin de mejorar la eficiencia de extraccion y reducir eficazmente los costos de
extraccién, asi como también, tener extracciones amigables con el medio ambiente
se torna algo trascendental a la hora de seleccionar una técnica extractiva (Al
Ubeed, H., et al., 2022). Algunas de las técnicas extractivas, las condiciones y
procedimientos de extraccién de cannabinoides desde la planta de C. sativa, se

presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Ejemplo de diferentes técnicas en la extraccién de cannabinoides

Técnica de extraccion

Condiciones/procedimientos de extraccién

Extraccién con solvente

La materia vegetal (0,9-1,1 g) se tritura y se extrae en 45 ml de etanol
durante 15 minutos con agitacion a 400 rpm. Luego se centrifuga el
extracto en un corto periodo de tiempo de 30 segundos a 2000 rpm. El

sobrenadante se recoge y se filtra

Extraccién con solvente

La materia vegetal se extrae en etanol a temperatura ambiente durante

45 minutos para obtener el extracto

Extraccién con solvente

La muestra vegetal se extrae en una mezcla de hexano y etanol a 7:3
(v/v), se agita durante 45 minutos a 225 rpm en una incubadora con

agitador orbital TU-400 a temperatura ambiente para obtener el extracto

Extraccién Soxhlet

La materia vegetal seca y molida (2 g) se extrae con un extractor Soxhlet
durante 1, 2 0 3 horas con 75 ml de n-hexano o metanol y luego se enfria

a temperatura ambiente para obtener el extracto

microondas

Extraccion asistida por | La materia vegetal (0,25 g) se mezcla con 10 ml de etanol y luego se

ultrasonido (EAU) extrae 3 veces usando EAU a 40° C durante 15 minutos. Luego se filtra
la solucion a través de un filtro de papel para la obtencién del extracto
final

Extraccion asistida por | La materia vegetal se extrae con metanol y las siguientes condiciones:

Potencia de microondas de 375 W, temperatura 109 °C y tiempo de
extraccion de 30 minutos

(Al Ubeed, H., et al., 2022; Chang, C. W., et al., 2017)
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4.1 Extraccion con fluidos supercriticos

Esta técnica, se basa en la obtencién de compuestos quimicos a través de la
utilizacion de un fluido supercritico, el cual se entiende como cualquier sustancia
gue esta a una temperatura y presion por encima de su punto critico. Este fluido,
tiene la propiedad de difundirse a través de los soélidos como un gas, y de disolver
los materiales como un liquido. Ademas, tiene la capacidad de cambiar rapidamente
la densidad con pequefios cambios en la temperatura o presion. Estas propiedades,
le confieren la capacidad de extraer compuestos quimicos con la utilizacion de
determinados solventes especificos, bajo la combinacion de una temperatura y

presion especifica.

Este proceso de extraccion es de tipo sdlido-liquido, el cual se realiza dentro
de una camara, donde el solvente estd en condiciones supercriticas. Una vez
transcurrido el tiempo de extraccion, la mezcla soluto-solvente que sale de la
camara, es separada en un recipiente donde el soluto extraido es colectado en el
fondo y el solvente es retirado como gas, debido al cambio de fase generado con la

despresurizacion (Fathordoobady, F., et al., 2019).

4.2 Efectos de la presion y temperatura en la extraccion con fluidos
supercriticos

La presion y la temperatura son los factores que toman mucha relevancia en
la extraccion con CO2, estos parametros, se pueden variar para alterar la
selectividad del solvente hacia distintos componentes, sin embargo, los
cannabinoides encontrados en la planta presentan diferentes solubilidades entre si,
y varian conforme se hacen cambios de temperatura y presion. Por lo general, la
solubilidad aumenta en el orden CBD>THC, por lo que se requiere mayor presion
para la extraccion en muestras con alta cantidad de THC. Segun Perrotin-Brunel et
al. (2010), se explica este fendbmeno debido a la composicion quimica y peso
molecular. Se presenta ademds, un efecto opuesto al aumentar la temperatura

respecto a la solubilidad del THC, a presiones menores a 15 MPa, incrementar la
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temperatura disminuye la densidad del COz, y por lo tanto disminuye la solubilidad
de los cannabinoides, mientras que a presiones mayores a 15 MPa, el aumentar la
temperatura, aumenta la volatilidad de los cannabinoides, y por lo tanto aumenta la
solubilidad, este mismo efecto se puede esperar para el CBD a una presion

diferente, dificultando la eleccion de condiciones Optimas para el proceso.

En general para el CBD los mejores resultados de extracciébn en este
experimento se obtuvieron a las temperaturas intermedias entre 315 Ky 334 K el
autor explica esto como una transicion en el equilibrio supercritico de sélido a
liquido, puesto que el punto de fusion del CBD se encuentra a 340 K, y posiblemente
a 334 K se encuentre una fusion parcial, resultando con esto en una solubilidad
menor. Por otro lado, se hace la comparacién con la solubilidad del THC, el cual no
es afectado por el fendmeno mencionado anteriormente, y su solubilidad aumenta

conforme aumenta la temperatura.

5. Técnicas de cuantificacion

Debido a la aparicién y a la identificacibn de mas de 100 cannabinoides
distintos en la planta C. sativa, estos compuestos han sido determinados mediante
técnicas cromatograficas utilizando diferentes métodos de deteccion. En general,
los métodos cromatograficos mas utilizados son la cromatografia de gases (GC) y
la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Cualquiera de estas dos técnicas

puede ser utilizada para analizar y cuantificar los cannabinoides en el extracto final.

5.1 Determinacién de cannabinoides mediante GC

La técnica de GC fue aplicada ya en 1963 por Davis et al., con el fin de
separar los cannabinoides, aunque la resolucion obtenida no fuese la méas prospera,
durante esa época ya se vislumbré como las altas temperaturas conducian a un
cambio en la estructura quimica de los cannabinoides, produciendo la pérdida del

grupo carboxilo de los cannabinoides acidos, por consiguiente, era muy dificil poder
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separar a los cannabinoides desde su naturaleza acida y su forma neutra, a menos
gue se realizara una derivatizacion previa. En el analisis de cannabinoides, es muy
habitual el uso de un detector de ionizacion de llama (FID), éste, utiliza una llama
de hidrégeno colocada al final de la columna cromatogréafica, que descompone los
compuestos organicos gaseosos a medida que entran en la llama. Esto, hace que
los compuestos organicos se descompongan en sus cationes y electrones
constituyentes, generando corriente entre dos electrodos colocados a cada lado de
la llama. La cantidad de corriente generada en este proceso se usa para inferir el

numero de carbonos en la molécula.

Recientemente, un método de GC-FID, ha sido desarrollado por Ibrahim et
al. (2018) para la cuantificacion y determinacion cannabinoides de caracter neutros
y acidos, principalmente los siguientes fitocannabinoides: CBD, THC, CBG, CBN,
CBDA Y THCA. Este método envuelve la sililacién de los extractos y expone una
sensibilidad y reproducibilidades elevadas, presentando una idoneidad para el
andlisis de este tipo de moléculas.

Baranauskaite et al. (2020) publicé su investigacion, la cual se bas6 en un
método GC-FID, a través del cual no se requiere derivatizacion previa, pero a pesar
de eso presenta la desventaja del tiempo de duracién del cromatograma (30

minutos), a través de este procedimiento obtuvo la cuantificacion de CBD y CBG.

En GC, la derivatizacién es una parte clave, debido a que muchos de los
compuestos cannabinoides no son volatiles, el proceso de derivatizacidén posibilita
gue los cannabinoides adquieran la condicion de volatilidad para el analisis. En este
contexto Cardenia et al. (2018) pudieron desarrollar y validar un método de GC-MS
(espectrometria de masas acoplada al cromatégrafo de gases) para analizar
cannabinoides, en esta investigacibn se probaron diferentes métodos de
derivatizacion con el objetivo de evitar la descarboxilacion de los cannabinoides.
Mediante este proceso, se pudieron detectar y cuantificar cannabinoides, tales
como CBN, CBD, CBDA, CBGA, CBG, THC, THCA. Cabe destacar también que se

logré un analisis rapido de alta sensibilidad y robustez.
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El GC-FID proporciona una cuantificacion de cannabinoides mas precisa,
porque utiliza estandares auténticos relativamente baratos, mientras que la
espectrometria de masas generalmente requiere estandares deuterados
equivalentes, que son caros y no disponible para todos los cannabinoides
(Pourseyed, M., et al., 2020).

5.2 Cromatografia liguida de alto rendimiento (HPLC)-UV/DAD/MS

Este analisis, se realiza para cuantificar y determinar la composicion de
cannabinoides en extractos obtenidos provenientes del material vegetal, mediante
la utilizacion de estandares de las sustancias de interés. La “potencia” o
concentracion del material se expresa usualmente por el porcentaje total de
cannabinoides neutros o &cidos presentes en la muestra (Rovetto, L. J., & Aieta, N.
V., 2017).

Los métodos de deteccion comunes incluyen la espectroscopia de masas
(MS) y la absorbancia ultravioleta (UV), que va desde 190 nm a 400 nm. Los
cannabinoides acidos muestran picos de absorcién en alrededor de 270 nm y 310
nm, mientras que los cannabinoides neutros muestran picos de absorcion en

alrededor de 220 nm.

Se ha aplicado la técnica de HPLC asociado a un detector de matriz de
fotodiodos (DAD), para identificar y cuantificar formas neutras y acidas de los
cannabinoides de C. sativa. Para ello, se utilizé una columna de C18 y una fase
movil metanol/agua con formiato de amonio (NH4HCO2) 50 mM ajustada a pH 5.2.
La técnica, fue optimizada y ajustada con el fin de obtener condiciones analiticas
apropiadas, puesto que la selectividad de los compuestos puede ser modificada
mediante modificaciones de pH del eluyente. Mediante este analisis, se obtuvo una
separacion Optima de todos los cannabinoides, excepto THCA y CBG donde se
presentd una superposicion de los picos, como resultado del analisis mediante este
método, se puede obtener un perfil cromatografica completo en 36 minutos
aproximadamente (De Backer, B., et al., 2009).
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Basado en la utilizacion de la técnica HPLC-UV/DAD, se usé como fase movil
agua (A) y ACN (B) ambos con 0,1% de &cido férmico (CH,0,), para el andlisis y
cuantificacion de cannabinoides en inflorescencias de la planta C. sativa. El
gradiente de elucién se inicié con un 60% de ACN, seguido por un aumento gradual
hasta el 90%. Se obtuvo con esto, un cromatograma completo en un tiempo
aproximado de 30 minutos, obteniendo buenos resultados y robustez, por lo que es
una herramienta muy util para el andlisis de cannabinoides (Brighenti, V., et al.,
2017).

HPLC en conjunto con espectrometria de masas (HPLC-MS/MS), fue
propuesto y utilizado por Aizpurua-Olaizola et al. (2014) para el analisis de
cannabinoides desde extractos. Aqui se identificaron los compuestos cannabinoides
después de su aislamiento cuantitativo a partir de su extraccion mediante fluidos
supercriticos. Los datos de regresion lineal multiple revelaron que habia factores
significativos que afectan las areas pico de andlisis, como lo es la temperatura
calentada del vaporizador y la presion del nebulizador. En este experimento, se
cuantificaron seis cannabinoides principalmente: THCA, THC, CBDA, CBD, CBG y
CBN. Para la separacion de los cannabinoide se utilizé una columna C18, y la fase
movil consistio en un 0,1% de CH20:2, tanto en agua como en metanol. Mediante

este método se pudo registrar un perfil cromatografico completo en 30 minutos.
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6. Nitrito de amilo

El nitrito de amilo es un farmaco en solucion de naturaleza organica que se
utilizé inicialmente como agente terapéutico en el tratamiento de la angina de pecho
en 1867, este, fue el primer donante de NO introducido por Sir Thomas Lauder
Brunton en el tratamiento de pacientes con enfermedad arterial coronaria
(Nossaman, V., et al., 2010). Este compuesto orgénico volatil, tiene una vida media
corta alrededor de 2 a 8 minutos y su mecanismo de accidn se presenta mediante
la enzima glutation S-transferasa, la cual puede desnitrificar el compuesto organico
de nitrato en el musculo liso y otras células. Una enzima mitocondrial, la aldehido
deshidrogenasa isoforma 2 (ALDH2) y posiblemente su isoforma 3 (ALDH3),
parecen ser clave en la activacion y liberaciéon de NO desde el nitrito de amilo. Otra
de las enzimas que puede estar relacionada es la xantina oxidorreductasa que junto
a su cofactor NADH, se activan en condiciones hipdxicas para la transformacion de
nitritos en NO (Millar, T. M., et al., 1998). Como consecuencia de estos procesos
metabdlicos se produce la liberacién del ion de nitrito libre, que luego se convierte
a NO. EI NO, se combina con el grupo hemo de la guanilil ciclasa soluble, activando
esa enzimay provocando un aumento de guanosin mono fosfatociclico (GMPc). La
formacion de GMPc representa un primer paso hacia la relajacion del musculo liso,

su efecto farmacoldgico mas conocido (Lundberg, J., et al., 2008).

6.1 Oxido nitrico y SARS-CoV-2

El NO es una molécula gaseosa de vida corta enddgena, que actia como
una molécula de sefalizacion en el cuerpo humano, esta molécula, es sintetizada
por la accion de tres enzimas, la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), la éxido
nitrico sintasa neuronal (NNOS) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Esta,
juega un importante rol en varios procesos fisioldégicos y patoldgicos, incluyendo
relajacion del mdasculo liso, control de la vasodilatacion, control de la

neurotransmision, control de la comunicacion celular, citotoxicidad de microbios y
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células tumorales mediado por macrofagos, ademas se le adjudican propiedades
terapéuticas como efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios con funciones
claves en la funcién vascular pulmonar. En el contexto de infecciones virales, el NO
regula funciones inmunolégicas importantes, induciendo la proliferacién de linfocitos
T y B, moderando la produccién de citoquinas y la migracién leucocitaria (Bogdan,
C., 2001).

En pacientes graves de COVID-19, se ha visto un aumento en la cantidad de
nitrato y nitrito (metabolitos de NO), esto, debido a que la activacion de macroéfagos,
gue a partir de un proceso inflamatorio pueden activar la INOS produciendo niveles
de 2 a 3 veces mas altos de NO, causando un aumento a nivel local y sistémico de
nitratos y nitritos. Aungue la infeccion que se produce a raiz del COVID-19 se centra
en el epitelio bronquial y las células pulmonares tipo Il, se ha detectado con
tecnologia de iméagenes electrénicas, particulas virales en células endoteliales
generandose la infeccion a este nivel celular, promoviendo un aumento de apoptosis

y una disminucién de produccion de NO endotelial (Fang, W., et al., 2021).

La proteina S del SARS-CoV-2 infecta a las células huésped a través de la
unién con la ECA-2. Como resultado de esta unién, se produce una disminucion en
los productos ascendentes que promueve la ECA-2. Esta, es una enzima unida a la
membrana y un contrarregulador enddégeno de la cascada hormonal renina-
angiotensina. Esta enzima, degrada la Ang Il a Ang 1-7 que ejerce efectos
beneficiosos, tales como vasodilatacion, efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
antifibréticos y antitrombaticos, opuestos a los efectos de la Ang II. La Ang 1-7 actia
a través del receptor acoplado a la proteina G MAS y, en menor medida, los
receptores Ang Il tipo 2 (AT2). ECA y ECA-2 y sus principales productos, Ang Il y
Ang 1-7, respectivamente, estan vinculados en casi un proceso ying/yang, es decir,
cuando uno disminuye, el otro aumenta y viceversa. Un desbalance de estas
enzimas, debido a una mayor concentracion de la ECA y disminucion de la ECA-2,
produce mayor riesgo y predisposicion a mayor gravedad en la infeccién por COVID-
19 (Rajendran, R., et al., 2022).
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6.2 NO, estrés oxidativo e inflamacién

Se entiende como disfuncion endotelial, la disminucion de sustancias
vasodilatadoras como por ejemplo el NO, teniendo como consecuencia una mayor
abundancia de sustancias vasoconstrictoras. La disminucién de la biodisponibilidad
de NO puede deberse a la deficiencia de eNOS y/o también, a la descomposicién o
inactivacion por el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), como se
observa en la figura 8. En estados patol6gicos, como el ataque viral, se producen
ROS en exceso imposibilitando muchas veces la neutralizacion de estos por las
especies antioxidantes, generandose un cuadro de estrés oxidativo que puede

afectar de manera negativa la funcion celular y tisular.

Las citoquinas proinflamatorias, pueden activar la NADPH-oxidasa en las
células endoteliales, lo que conlleva a un estrés oxidativo local, ante este estado
oxidativo, las células endoteliales generan superéxido de dismutasa, glutation
peroxidasa y hemooxigenasa con el fin de neutralizar las especies reactivas. Se ha
visto también, que el aumento de la Ang Il y una disminucién de Ang 1-7 puede
causar estrés oxidativo. En el SARS-CoV-2, se ha visto una relacion directa entre el
estrés oxidativo y el aumento de la afinidad del virus con la ECA-2, llevando a la
hipétesis que al producirse una disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo por el
SARS-CoV-2, podria producirse una retroalimentacién que promueve un estado
persistente de inflamacion y disfuncién endotelial, debido a una activacién

persistente de NADPH-oxidasa, asi como la produccion de citoquinas inflamatorias.
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Figura 8. Posibles mecanismos en la etiologia de COVID-19, que regulan los niveles y la
biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO). Efectos del SARS-CoV-2 a nivel del endotelio vascular y su
repercucion en los niveles de NO, como producto de alteraciones que se producen a nivel vascular
(Rajendran, R., et al., 2022). ROS: especies reactivas de oxigeno, Ang Il: angiotensina Il, ECA-2:

enzima convertidora de angiotensina 2

6.3 Rol del NO en el sistema respiratorio

El papel del NO en el sistema respiratorio es de suma importancia, como se
puede observar en la figura 9. Las células epiteliales sanas del seno paranasal
expresan NOS y generan continuamente NO, el cual ingresa a las areas profundas
de los pulmones a bajas concentraciones a través del aire inhalado, produciendo
dilatacion a nivel bronquial y de las vias respiratorias, promoviendo asi la absorcién
de oxigeno y actuando también, como un anticoagulante y agente antiplaquetario.
Otra de sus funciones es a nivel de inflamacion, inhibiendo la inmunidad inespecifica
temprana modificando los eventos inflamatorios vasculares y la proliferacion celular.

También, el NO modula la actividad del movimiento ciliar y la secrecién de
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mucosidad, lo que puede aumentar la eliminacién de particulas extrafias y particulas

virales del tracto respiratorio.

El NO inactiva los virus modificando proteinas, acidos nucleicos y proteasas
gue son esenciales para la replicacion viral, mediante la S-nitrosilacion en residuos
de cisteina (Guimaraes, L. M. F., et al.,, 2021). En los seres humanos, se ha
visualizado que niveles mas altos de NO exhalado, se asocian con menos sintomas
del resfrio comun, lo que sugiere que el NO exhalado por la nariz representa uno de
los mecanismos de defensa enddgenos del cuerpo contra los virus de las vias

respiratorias (Martel, J., et al., 2020).

Restauracion de la
funcién endotelial

Efecto vasodilatador:
Reduccion de
hipertensién pulmonar

Movimientos ciliares y
secrecién de mucus para
prevenir entrada viral

Rol protector de terapia

con NO

nterferencia con entrada)
viral en células
hespederas

actividad antitrombadtica

Inhibicion del ciclo de
replicacian viral

Figura 9. Actividad del NO como terapia en la mitigacion del COVID-19 en el sistema
respiratorio.Potenciales efectos positivos que se produce en el sistema respiratorio mediante la
terapia con NO o con precursores de NO, se puede observar que existen diversas consecuencias
fisioldgicas que favorecen la proteccion de nuestro organismo ante los efectos del SARS-CoV-2. La
interferencia con la entrada viral en las células y la inhibicién del ciclo viral, demuestran el efecto
antiviral de NO. Otros efectos importantes, se observan a nivel vascular del sistema respiratorio en
la actividad antitrombotica, la restauracion de la funcién endotelial y su efecto vasodilatador
(Rajendran, R., et al., 2022).
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VI.

Resultados y discusiones

1. Resultados de las principales investigaciones de CBD aislado y extractos
en SARS-CoV-2y COVID-19 desde el afio 2020. Se resumen en tabla 3.

Tabla 3. Resumen de investigaciones del CBD en SARS-CoV-2 y COVID-19.

Propiedad Modelo Conclusion Referencia
Antiinflamatorio Modelo de tejido artificial humano | Se observdé una disminucién de la | Kovalchuk, A., et
(Extracto alto en | 3D (EpiDermFTTM) expuestos a | tormenta de citoquinas a través de la | al., 2021
CBD) rayos UV para inducir inflamacion. | regulacion de TNF-a e IL-6, ademas de
efectos inhibitorios también de COX-2 y
CCL2.
Antiinflamatorio Linea celular de carcinoma de | Reduccion dependiente de la dosis en la | Anil, S. M., et al.,
(Extracto alto en | pulmén humano (A549). secrecion de IL-6 e IL-8, ademas se | 2021
CBD, mas CBG vy redujo los niveles de expresion de CCL2
THCV) y CCL7.
Antiinflamatorio Células Caco-2 tratadas con | Disminucion de la actividad de la proteina | Corpetti, C., et
(CBD puro) SARS-CoV-2. S del SARS-CoV-2 por accion | al., 2021
dependiente de PPAR-y, inhibicion de IL-
18, IL-6, IL-12 y TNF-a. CBD reduce
expresion de ECA-2.
Antiinflamatorio Se utilizé acido | Disminuciéon de la tormenta de | Khodadadi, H.,
(CBD puro) polirriboninosinico:polirribonitidilico | citoquinas, mediante la baja de IL-6, | etal., 2020
[poli(l:C)] en modelo murino para | TNF-a e IFN-y.
simular el estado fisiopatolégico de
la enfermedad viral y los sintomas
clinicos del SDRA.
Antiinflamatorio Modelos humanos artificiales 3D | Regulacion a la baja de ECA-2 y | Wang, B, et al.,
(Extracto alto en | de tejidos orales, aéreos e | TMPRSS2. 2020
CBD) intestinales.
Antiinflamatorio Ratones sometidos a | Disminucién de tormenta de citoquinas | Ribeiro, A, et al.,
(CBD puro) lipopolisacaridos  (LPS) para | mediante la baja de TNF-a e IL-6, | 2015
producir lesién pulmonar aguda. ademas disminucién de CCL2 y CXCL2.
Antiviral Modelos 3D de células pulmonares | Se observé una conformacioén estable en | Raj, V., et al,
(CBD puro) con interaccién entre CBD y la | la regidbn de unién con la proteasa, | 2021

proteasa del SARS-CoV-2 MP™©,

produciendo el bloqueo de traduccion

viral al inhibir SARS-CoV-2 MP'°,
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Propiedad Modelo Conclusion Referencia

El CBD es una molécula antiviral mas

potente  contra el SARS-CoV-2

comparada con los farmacos de

referencia  lopinavir, cloroquina vy

remdesivir.
Antiviral Linea celular de carcinoma de | Induccion y regulacién de la via de | Nguyen, L. C., et
(CBD puro) pulmén humano (A549) que | sefalizacion del interferon conduciendo | al., 2021

expresan ECA-2. a la degradacion del ARN viral e

inhibicién de la induccién de citoquinas.
Antiviral (CBD puro | Ratones hembra K18-hACE2 y | el 7-OH-CBD inhibi6 eficazmente la | Nguyen, L. C., et
y su metabolito 7- | células (A549) que expresan ECA- | replicacion del SARS-CoV-2 en las | al., 2022
OH-CBD) 2. células A549-ECA-2, no se observé

toxicidad. En los ratones el CBD inhibio

significativamente la replicacion viral en

los pulmones y los cornetes nasales el

dia 5 después de la infeccién de manera

dependiente de la dosis.
Antiviral ~ (Solucion | Células MRC-5 fibroblastos | Solucién NT-VRL-1 con CBD potenci6 el | Chatow, L., et
de terpenos NT- | pulmonares humanos tratadas con | efecto antiviral mejor que los controles | al., 2021

VRL-1 junto a CBD)

la cepa viral HCoV-229E in vitro.

positivos pirazofurina y glicirricina.

Antiinflamatorio

(Extracto alto en

Ratones sometidos a LPS para

producir lesién pulmonar aguda.

Reduccion en los leucocitos, incluida la

migracion de neutrofilos a los pulmones 'y

Aswad, M., et al.,

2022

CBD) una disminucion de los niveles de IL-1(,
CCL2, IL-6 y TNF-a, ademéas de
observarse un aumento en IL-10, una
interleuquina antiinflamatoria.
Antiviral lineas celulares humanas | Se observd6 un efecto Vviricida, | Santos, S., etal.,
(Mezcla de terpenos | alveolares basales epiteliales, de | disminucion de la proteina S del SARS- | 2022
y CBD) colon, rifibn y queratinocitos | CoV-2, ademas de una disminucion de
tratadas con SARS-CoV-2. expresion de ECA-2 y TMPRSS2.
Antiviral (CBD puro) | Células HEK293 transfectadas con | Se encontré una reduccion del ndmero | Fernandes, M.
plasmidos de &cido [Poli(l:C)] que | de células y un aumento de la apoptosis | F., et al., 2022

expresan el vector de
control, ORF8, ORF10 o proteina

M.

tempranay tardia cuando la expresion de
genes virales se combiné con un

tratamiento con CBD.
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Propiedad

Modelo

Conclusioén

Referencia

Antiinflamatorio

(CBD puro como
inhalador de dosis
media (CBD-MDI))

Macrofagos alveolares (NR8383) y
cocultivo de macréfagos alveolares
(NR8383) vy
adenocarcinoma de
humano (A549)

linea celular de
pulmén

CBD-MDI

generacién de citoquinas en células

redujo efectivamente la
inmunes tratadas con antigeno viral S-
RBD, LPS,

particulas de silice y alquitran de hulla.

antigeno  bacteriano

La eficacia de CBD-MDI fue comparable
a la budesonida.

Srichana, T., et
al., 2022

Antiinflamatorio
(CBD oral 150 mg
dos veces al dia
durante 14 dias)

Pacientes mayores de 18 afios con
enfermedad critica, definidos como
insuficiencia

individuos con

respiratoria 0 neumonia que

requieren ventilacién mecanica.

Se espera que el tratamiento con CBD,
para la infeccién pulmonar grave y critica
por COVID-19 presente un perfil éptimo
reduccion  de

en la citoquinas

proinflamatorias 'y estimulacién de

citoquinas antiinflamatorias.

Kagan, I. &
Yeshurun, M.,
2021
ClinicalTrials.gov
Identificador:

NCT04731116.

Antiinflamatorio. Se

analiza el perfil de

Pacientes mayores de 18 afios

diagnosticados con COVID

Se analiza la seguridad y tolerabilidad del

CBD de espectro completo en el

Iveson, E., 2022
ClinicalTrials.gov

seguridad y | prolongado, confirmado por la | tratamiento de los sintomas asociados | Identificador:
adherencia clinica y diagnostico del médico de | con el COVID prolongado: un estudio de | NCT04997395.
(MediCabilis: 50 | cabecera o asistencia y evaluacion | viabilidad.

mg/ml de CBD y 2 | por una clinica de COVID

mg/ml de THC. 1 ml | prolongado.

dos veces al dia

(dosis total 2 ml =

100 mgde CBD y 4

mg de THC)

Antiinflamatorio vy | Pacientes mayores de 18 afios con | Se espera un efecto del CBD como | Howard, A.,
antiviral (Gotas de | COVID-19. terapia para la infeccion leve a moderada | 2022

aceite  compuesta por SARS-CoV-2. Evaluacién de Eficacia | ClinicalTrials.gov
por CBD puro antiinflamatoria y antiviral, ademas del | Identificador:
sintético) perfil seguridad. NCT04686539
Antiinflamatorio  y | Pacientes mayores de 18 afios. | Prevencion y accién coadyuvante del | McNamara, D.,
protector de | Hospitalizados por COVID-19, con | CBD en los sintomas de pacientes con | 2022
enfermedad o sin intervencion de ventilacion | enfermedad cardiovascular que den | ClinicalTrials.gov
cardiovascular mecéanica. Antecedentes de al | positivos a COVID-19. Identificador:
(CBD producido | menos 1) ECV [diagnésticos NCT04615949
farmacéuticamente | cardiovasculares,

con<5ppmde THC

cerebrovasculares o vasculares
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Propiedad

Modelo

Conclusioén

Referencia

CardiolRx 2,5 mg/kg
a 7,5 mg/kg de peso
corporal dos veces
al dia por via oral o

placebo

periféricos], 2) Edad > 64, 3)
Diabetes, 4)
Lipidos séricos anormales, 6)
Obesidad (IMC > o igual a 30 o
circunferencia de cintura >102 cm
[40"] para hombres y >88 cm [35"]

para mujeres), 7) Actual fumador.

Hipertensién, 5)

Antiinflamatorio vy
antiviral (CBD 300
mg al dia, dos dosis
de 150 mg: 1 ml de
formulacion o]

placebo)

Pacientes mayores de 18 afios,
SARS-CoV-2

confirmada en secrecion de vias

con infeccion por

respiratorias altas o0 bajas,

mediante transcripciéon inversa
seguida de reaccion en cadena de
(RT-PCR),

leves 0]

la polimerasa con
manifestaciones

moderadas de COVID- 19.

Se espera 1) Disminuir la carga viral; 2)
Modificar parametros inflamatorios, tales
como citoquinas medidas en suero; 3)
Reducir los sintomas clinicos vy
emocionales a través de la evaluacién
clinica diaria; 4) Mejorar el suefio; 5)
Reducir la hospitalizacion y la gravedad
de la enfermedad; 6) Vigilar los posibles
efectos adversos del uso de CBD en

estos pacientes.

De Souza, J. A,
2021
ClinicalTrials.gov
Identificador:
NCT04467918

Los resultados obtenidos a partir de los diversos estudios, tanto en extractos

de CBD, como en CBD puro, muestran un claro efecto positivo a nivel celular en el

SARS-CoV-2 y COVID-19, encontrandose no solo un efecto antiinflamatorio e

inmunomodulador en el organismo, sino también un efecto a nivel de la viremia de

la enfermedad, pudiendo disminuir principalmente la unién de este a los principales

receptores donde interactla el virus para comenzar su patogenia. Se observa a

partir de la literatura, un efecto coadyuvante del CBD en la prevencién yl/o

tratamiento ante las complicaciones ocasionadas por el SARS-CoV-2 en distintos

cultivos celulares, animales y también, en estudios preclinicos y clinicos, asi como

Su accion comparada con otras moléculas que poseen una respuesta a nivel

fisiologico similar en las complicaciones ocasionadas por este virus.
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2. Estudios clinicos activos desde octubre 2020 que utilizan NO para el
tratamiento o la prevencién de las complicaciones ocasionadas por el SARS-
CoV-2. Se resumen en tabla 4.

tabla 4. Resumen de estudios clinicos de NO en SARS-CoV-2 y COVID-19.

Estado del | Droga Via Objetivos Resultados previstos

estudio utilizada | administracién

En curso NO Inhalacién Medir la diferencia en el tiempo de | Disminucién en la duracién del
tratamiento en pacientes con | tratamiento continuo con ventilador
ventilador en SDRA. del grupo tratado con 6xido nitrico

inhalado (iNO) en comparacion con
el grupo control.

En curso NO Inhalacién Evaluacion clinica de iNO para | Mejora de los  parametros
pacientes con COVID-19, | funcionales de las imagenes
mediante valoracion de criterios | pulmonares, incluido el volumen de
clinicos e imagenes (tomografia | las vias respiratorias con imagenes,
computarizada de alta resolucion). | la  resistencia de las Vvias

respiratorias con imagenes y el
volumen de los vasos sanguineos.

En curso NO Inhalacién Evaluar la tasa de cambio en la | Aumento de la oxigenacion del
oxigenacidon en pacientes con | grupo tratado con INO en
SDRA con ventilacién mecanica. comparacion con el grupo control.

En curso y | NO Inhalacién Evaluar la eficacia de iINO en la | Prevencion de la progresion de la

reclutando prevencion de la desoxigenacion | enfermedad (tiempo estimado: 28

pacientes sistémica y la inflamacién, con | dias). El tratamiento se administrara
escalada a niveles méas altos de | hasta 14 dias a menos que el
oxigeno y soporte ventilatorio o | paciente se deteriore y necesite una
muerte. escala en su tratamiento.

En curso y | NO Inhalacién Evaluar la eficacia de 80 ppm de | Aumento del tiempo hasta el

reclutando NO administrado cuatro veces al | deterioro de los sintomas

pacientes dia, ademas de la atencién | respiratorios (tiempo estimado: 14

estandar de cada paciente.

dias) determinado por la escala a
ventilacion no invasiva, canula nasal

de alto flujo o intubacion.
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Estado del | Droga Via de Objetivos Resultados previstos
estudio utilizada | administracién
En curso y | NO Inhalacién Determinar si INO mejora la | Mejora de la oxigenacion arterial a
reclutando oxigenacion en pacientes con | las 48 horas desde la
pacientes SDRA. administracion.
En curso y | NO Inhalacién Determinar si iINO mejora el | Disminucién de la probabilidad de
reclutando estado respiratorio a corto plazo y | regresar a salas de urgencia con
pacientes previene futuras hospitalizaciones | empeoramiento de los sintomas.

en pacientes diagnosticados con

COVID-19, especificamente en

salas de urgencia.
En curso y | NO Inhalacién Evaluar la eficacia de iNO pulsado | Disminucién de la proporcion de
reclutando versus placebo en sujetos con | sujetos que mueren o sufren de
pacientes COVID-19 leve o moderada que | insuficiencia respiratoria (tiempo

estan hospitalizados y requieren | estimado: 28 dias).

oxigeno suplementario sin

ventilacion asistida.
En curso y | NO Inhalacién Evaluar si la administracion | Disminucion del porcentaje de
reclutando intermitente de gas iNO en el aire | sujetos con diagnéstico de COVID-
pacientes a una dosis alta antes y después | 19 en el grupo de tratamiento.

del turno de trabajo, puede

proteger a los trabajadores de la

salud de la infeccion de SARS-

CoV-2.
En curso y | NO Inhalacién Evaluar la eficacia del NO en la | Reduccion de la incidencia de
reclutando actuacion como agente antiviral, lo | ventilacion mecénica durante el
pacientes gue resulta en la reduccién de la | tratamiento con NO.

incidencia de oxigenoterapia.
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Estado del | Droga Via de Objetivos Resultados previstos
estudio utilizada | administracién
En curso y | NO Inhalacién Probar si la dosis alta de iINO es | PCR COVID-19 negativo al finalizar
reclutando segura y puede revertir la carga | el tratamiento (dia 7) por aspirado
pacientes viral y la insuficiencia respiratoria | traqueal.
en pacientes con ventilacién
mecanica.
En curso y | NO Inhalacién Evaluar la eficacia de 150 ppm de | Disminuciéon del tiempo hasta el
reclutando NO administrado, ademéas del | deterioro (hasta 14 dias) para
pacientes estandar de atencion de los | pacientes tratados con NO.
pacientes con COVID-19.
En curso y | NO Inhalacién Probar si la terapia con iNO | Reduccién de la incidencia de
no previene la progresion de la | pacientes que requieren intubacion
reclutando enfermedad en pacientes con |y ventilacién mecanica.
pacientes respiracion  espontanea  con
COVID-19 leve a moderado.
En curso y | NORS Gargaras + | Evaluar la eficacia del tratamiento | Disminucién de la proporcion de
reclutando aerosol nasal + | NORS para la prevencion de las | sujetos con COVID-19 positivo en
pacientes enjuague infecciones por SARS-CoV-2 en | grupo tratado con NORS frente al
nasofaringeo trabajadores sanitarios. grupo control (tiempo estimado: 21
dias).
En curso y | NORS Inhalacién con | Evaluar la eficacia de NORS para | Aumento de la proporcion de
reclutando nebulizador reducir la tasa de progresién a un | participantes con niveles seguros de
pacientes nivel mas grave de COVID-19. saturacion de oxigeno para el dia
14, versus una atencion estandar
sin NORS.
Aln no se | NORS Aerosol nasal + | Evaluar la eficacia de NORS para | Reduccion de los sintomas clinicos
esta irrigacién nasal | tratar y prevenir la exacerbacion | en comparacion con placebo salino.
reclutando de las infecciones leves por
COVID-19.

SDRA: sindrome de dificultad respiratoria aguda, iINO: Oxido nitrico

liberadora de 6xido nitrico. (Fuente: Lisi, F., et al., 2021)

inhalado, NORS: solucién
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Segun los resultados en base a los estudios que fueron analizados, cuando
se administra a la poblacion correcta y en la etapa correcta de la enfermedad, el
tratamiento con NO exdgeno puede ser una opcion viable para los pacientes, siendo
una alternativa facil y poderosa en la administracion pulmonar directa de NO
gaseoso mediante inhalacion. En catorce de estos estudios el tratamiento se basa
en la inhalacibn de NO gaseoso, concentrados en la administracion continua de
dosis bajas de NO (30 ppm), mientras otros utilizan dosis altas del gas (300 ppm).
Los tres estudios restantes se basan en el donante de NO nitrito de sodio, que se
administra como un aerosol nasal, llamada solucion liberadora de 6xido nitrico
(NORS), siendo estas estrategias posibles herramientas de mitigacion del
COVID19. La mayoria de los estudios que utilizaban NO inhalado, a la fecha han
sido concluidos con resultados positivos frente al SARS-CoV-2 y sus
complicaciones, dejando de manifiesto que el NO presenta acciones farmacolégicas
a nivel antiinflamatorio, inmunomodulador y antiviral. Ademas, se vio una mejoria
en todos los sintomas clinicos que se producen al contraer el COVID-19 y una
disminucion importante en la progresion de la enfermedad, lo que confirma la
utilizacion de NO o sustancias que aumenten los niveles de NO en SARS-CoV-2y
sus repercusiones. En cuanto a las soluciones NORS, siguen en estudios clinicos,
aungue han avanzado en el numero de su fase. Estos resultados abren la opcion
de desarrollar posibles tratamientos a través de esta via, mediante la utilizacién de
potenciadores de NO y/o sustancias liberadoras de NO, que se encuentren
clinicamente autorizadas con el fin de administrar y mejorar los niveles de este en

el organismo.

Mas recientemente, se ha demostrado la combinacion de NO con
nanoparticulas, un ejemplo claro ha sido el trabajo de donantes de NO unidos a
nanoparticulas de metal o metal/6xido, como el cobre (CuNPs), plata (AgNPs) y
nanoparticulas poliméricas. En un trabajo de magister se utilizé el nitrito de amilo en
liposomas, poniendo de manifiesto el poder utilizar tecnologia de nanoparticulas en
esta molécula (Natarajan, S., 2015). Las nanoparticulas han traido como ventaja el
poder modificar parametros como la liberacion, la solubilidad y la biodisponibilidad
de NO, pudiendo mejorar o modificar terapias existentes.
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3. Extraccién seleccionada para protocolo

Se han realizado diferentes estudios basados Unicamente en la aplicacién de

fluidos supercriticos para la extraccién de cannabinoides y terpenos, encontrandose

optimos resultados en la obtencion de extractos mas puros y selectivos en un analito

de interés. Aunque el coste de este tipo de procedimientos dificulta su uso a gran

escala, ésta hace que la extraccion sea mas eficiente, lo que a largo plazo se

traduce en una disminucion en los costos a nivel industrial.

A continuacion, en la tabla 5. y 6. Se presentan un resumen de trabajos y

patentes encontradas en la literatura en relacion a la extraccién de cannabinoides y

aceite esencial de C. sativa, utilizando CO2 supercritico y subcritico.

Tabla 5. Extraccion de cannabinoides a partir de diferentes condiciones de operacién con fluidos

supercriticos y subcriticos

Condiciones de operacion:

Presiéon y temperatura

Disolvente de extraccioén

Gasto de COq

128-249 bar; 50-70°C CO:2 supercritico (0-6 % etanol) | 2,5 ml/min
100-1300 bar; 50°C CO2 supercritico (0-5% etanol) | --
100-500 bar; 35-70°C CO2 supercritico 2-3 L/min
250-450 bar; 45°C CO2 supercritico 7 kg/h
170-340 bar; 55°C CO:2 supercritico (25% etanol) | 200 g/min
80-400 bar; 35-65°C CO: supercritico 35 g/min
150-330 bar; 40-80°C CO: supercritico (0-5% etanol) | 0,55 kg/h

75-500 bar; 31-80°C

CO2 supercritico

100-350 bar; 20-30°C

CO:2 subcritico

52-1723 bar; 15-200°C

CO:2 supercritico

55-65 bar; 8-12°C

CO2 subcritico

30-49,9 bar; -5-10°C

CO:2 subcritico

(Baldino, L., et al., 2020).
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/cannabinoid

Tabla 6. Extraccién de aceites esenciales a partir de diferentes condiciones de operacion con fluidos

supercriticos

Condiciones de operacion:

Presién y temperatura

Disolvente de extraccion

Gasto de CO;

80-90 bar; 45°C

CO2 supercritico

100 bar; 35°C

CO:2 supercritico

Iml/min

100-140 bar; 40°C

CO:2 supercritico

3kg/h

(Baldino, L., et al., 2020).

A continuacion, en la figura 10. Se presenta el flujograma del protocolo
propuesto para la obtencién de un extracto de C. sativa alto en CBD. Las
condiciones de operacion fueron escogidas, luego de ser revisados los diferentes
articulos sobre extraccion con fluidos de COg, supercritica y subcritica, ademas a
partir de la revision se establecieron los parametros, procesos y condiciones de
operacion para el desarrollo del extracto, asi mismo se fijaron también los
tratamientos previos y posteriores que se deben realizar a la materia vegetal y al

extracto crudo.

Figura 10. Protocolo para el desarrollo del extracto de C. sativa alto en CBD

Secado: asistido por
aire caliente, mediante
microondas | I
(frecuencai 315 MHz v
240 W)

Material vegetal:
Inflorescencias femeninas
de especies de C. sativa
altas en cannabidiol

Molienda vy tamizado: Se
lleva el material vegetal
secado a un tamano
uniforme

|
l v X
Extraccidn por COz
supercritico:
P: 300 bar
T: 35 C
flujo de masa: 150 gim
tiempo de extraccion: 4 h.

v

Despresurizacian:
2e elimina el CO2 del
sistema para obtener el
exfracto crudo

Descarboxilacién:
— etapa 1: 105° C por 15 min.
etapa 2: 120° C por 30 min.

Llegar a una humedad
relativa de muestra
vegetal 10-15%

Tamano de
particulas: 1-2 mm

|
L4

Winterizacion: dizolucion
del extracto obtenido en
extracto, retirando el 4 etanol, para luego enfriar,
material cerso no condiciones: -25°C, por 45

deseado h.

Obtencion de un Filtracion en frio del
exiracto de C. sativa
sativa alto en

cannabidiol

-,
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3.1 Proceso de obtencién del extracto de C. sativa alto en CBD

El protocolo, como se puede observar en la figura 10. Comienza con la
obtencién del material vegetal de partida, las cuales son inflorescencias femeninas
de especies de C. sativa alta en CBD (quimiotipo Ill), cosechadas y utilizadas de
forma fresca. El primer tratamiento que se le entregara es el secado para llevar las
flores a una humedad que oscile entre un 10 y 15%, esta accion, se realizara
mediante aire caliente asistido por un microondas utilizando una frecuencia de 915
MHz y 240 W (Chang, C., et al., 2021). Al obtener las inflorescencias secas de la
muestra vegetal, se someten posteriormente a su molienda mediante un molino de
cuchillas el cual lleve a un tamafio de particula promedio de 1-2 mm, para lograr la
uniformidad de tamafo se utiliza un tamizador con dicho tamafio de filtro. Las
particulas obtenidas, se llevan a un horno para realizar el total secado de la materia
vegetal y la posterior descarboxilacion, esto se realiza en dos etapas, la primera
llevando las particulas a 105°C por 15 minutos y una segunda etapa de
calentamiento utilizando una temperatura de 120°C por 50 minutos, tiempo en el
cual se llevaran los cannabinoides acidos a su forma neutra, desde CBDA a CBD
mayoritariamente. Obteniendo como resultado la materia vegetal descarboxilada y
seca. Esta, se lleva al extractor donde este es alimentado por CO2 supercritico
mediante condiciones de presién de 300 bar, 35°C y un flujo de masa de 150g/m,
proceso el cual esta estipulado en una duracion de 4 horas, posteriormente se
realiza el despresurizado, eliminando la alimentacion de CO: al sistema,
obteniéndose asi el extracto crudo. Durante el proceso de extraccion, el
procedimiento no suele ser 100% selectivo al analito de interés, por lo que no solo
se van a extraer cannabinoides, sino que también junto con esto se extraen cerasy
otros compuestos que pueden interferir en la calidad final del extracto, por lo que el
extracto obtenido se somete al proceso de winterizacién, mediante la adicién de 10
ml etanol por cada gramo de extracto, llevando este a congelaciéon a una
temperatura de -25°C por 45 horas, precipitando asi impurezas en el extracto crudo
final principalmente lipidos, grasas y ceras. Posteriormente, se realiza filtrado en frio
con filtro de 20 mm, obteniendo un extracto de mayor pureza. El extracto obtenido,
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se lleva a 70°C para la evaporacion del etanol. Obteniendo finalmente un extracto

de C. sativa alto en CBD para su analisis cuantitativo.

Tabla 7. Etapas del proceso y condiciones de operacion del protocolo de extraccion de C. sativa

ETAPAS DEL PROCESO Y CONDICIONES CONDICIONES
DE OPERACION

PRESION PARA EXTRACCION 300 bar

DESCARBOXILACION 120°C por 50 minutos
TEMPERATURA PARA EXTRACCION 35°C

TAMANO DE PARTICULA 1-2 mm

WINTERIZACION 10 mL de etanol por gramo de extracto.

-25°C por 45 horas
Filtracion y posterior evaporacion a 70°C

3.2 Proceso de andlisis y cuantificacion del extracto de C. sativa alto en CBD

Una vez obtenido el extracto purificado se somete a un proceso de analisis y
cuantificacion para la obtencién de la concentracién de CBD en el extracto. Para
este proceso, se propone realizar el analisis mediante GC, ya que es un método
cromatografico empleado con frecuencia para separar, identificar y cuantificar los
compuestos constituyentes de una muestra mediante vaporizacion a la fase
gaseosa. Para el andlisis y cuantificacion del extracto obtenido, se escogio el
protocolo propuesto por Baranauskaite et al. (2020), el cual se muestra en la tabla
9. La caracterizacion se realizé utilizando GC-FID con un programa de temperatura
de columna que comenzé a 80°C durante 1 minuto, que luego se incremento a
250°C a una velocidad de 10°C/min, luego a 310°C a una velocidad de 30°C/min y
se mantuvo constante durante 7 minutos. Se utilizé helio como gas portador a un
caudal de 1,0 mL/min. El tiempo total de analisis es de 30 minutos. Las temperaturas
del inyector y del detector se mantienen a 290°C y 330°C, respectivamente. Se
inyecté un volumen de 1 pL de las muestras para cromatografia en modo dividido
(1:10). Se realizaron tres inyecciones para cada muestra.
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Tabla 8. Condiciones de analisis del extracto de C. sativa alto en CBD

TECNICA DE ANALISIS GC-FID

PROPIEDADES DE LA COLUMNA Columna capilar Rxi-5 MS (30 m de longitud,

CAPILAR 0,25 mm de diametro interior y espesor de
pelicula de 0,25 um)

RESUMEN CONDICIONES DE ANALISIS Temperatura inicial de 80 °C y temperatura final
de 310 °C. Volumen inyectado: 1 pl a 290 °C.

TIPO DE GAS Helio

CANNABINOIDES QUE SERAN ' CBD

ANALIZADOS

3.3 Formulacion de la solucion compuesta por un extracto de C. sativa alto en

CBD junto a amil nitrito

Luego de ser analizado el extracto de C. sativa alto en CBD, se estandariza
de manera de encontrar en 1 ug/mL concentraciones de CBD sobre 35% y menos
de 0,3 % de otros cannabinoides. se procede a establecer las dosis a las que se
utilizaria en la solucion. A partir de los diferentes estudios que fueron analizados las
dosis utilizadas a nivel celular se encontraban en rangos entre 1 uM - 10 yM
aproximadamente para distintos cultivos celulares y epitelios. En otro estudio se
trabajé con concentraciones in vitro de entre 3 ug/mL- 7 ug/mL. En el caso del
articulo con la forma farmacéutica en inhalador de dosis media presurizado, las
dosis utilizadas fueron 250 ug/dosis para su efecto inmunomodulador. Otra de las
dosis mencionadas en los estudios, son las dosis utilizadas in vivo, por ejemplo, en
ratones estas fluctuaron entre 20 mg - 80 mg via intranasal, encontrado resultados
antivirales prosperos. Mientras las dosis orales utilizadas en pacientes fluctian entre
100 mg - 300 mg por dia, con el fin de observar mejoras en los diferentes parametros
producidos por el COVID-19.

Las dosis del nitrito de amilo no se han estudiado, ni determinado en una

accion antiviral ni antinflamatoria, pero se podria realizar soluciones con dosis que
51|Pagina



varien a partir de dosis que han sido administradas para otro tipo de patologias con
el fin de obtener efectos en los niveles de NO. En cuanto a las dosis que se
utilizaban de manera inhalatoria mediante la inhalacion de vapores para producir
cambios en los niveles de NO en pacientes con angina de pecho, se les
administraba nitrito de amilo en ampollas de 0,3 ml que contenian una dosis
aproximada de 200 mg - 300 mg. En relacién con la utilizacion de nitrito de amilo en
un estudio in vitro en formulacion de liposomas sus concentraciones fueron 4,5 mM,
18 mM y 38 mM para obtener acciones farmacoldgicas segun sus distintos

mecanismos de accion

En el caso de la solucibn propuesta, la combinacion de efectos
farmacologicos en entre los dos compuestos activos, el perfil terpenos del extracto
y el efecto sequito que tiene este con el CBD, se propone estudiar dosis
relativamente mas bajas que las que se presentan anteriormente. Se propone
trabajar primeramente in vitro con combinaciones de dosis de extracto de C. sativa
alto en CBD que comiencen desde 2 ug/mL - 5 ug/mL, en conjunto con nitrito de
amilo en concentraciones que comiencen entre 4 mM - 50 mM diluidas en medio
etandlico, de manera de establecer primeramente si se presenta un efecto positivo
en el SARS-CoV-2 y establecer posible toxicidad en las distintas concentraciones.
Luego de obtener posibles resultados présperos y establecer dosis estandares para
utilizacién in vivo, la utilizacion se recomendaria de manera inhalatoria, para

establecer dosis que puedan ser utilizadas de manera local en las vias respiratorias.
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VIl. Conclusiones

Teniendo en cuenta todos los estudios realizados sobre las respuestas
inmunitarias y la inflamacion en SARS-CoV-2 y COVID-19, los datos demuestran de
manera clara que el CBD y extractos de C. sativa con concentraciones sobre 35%
de CBD presentan efectos farmacoldgicos como inmunosupresor, antiinflamatorio y
potenciales efectos antivirales. Los objetivos criticos de supresion a nivel
inmunolégico incluyen citoquinas, como TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 ¥y
guimioquinas, como CCL2 y CXCL2. El mecanismo general del CBD implica la
supresion directa de las células diana, como las células T efectoras y las células
microgliales, a través de la supresién de las cascadas de quinasas y varios factores
de transcripcién. Ademas, también se observa un efecto directo en la disminucion
de la unién entre la ECA-2 con la proteina S del SARS-CoV-2. Concluyentemente

seria un medio de tratamiento para paciente, que sean portadores del virus.

Hasta el momento las vacunas son la Unica forma de contrarrestar los
sintomas que produce el COVID-19, pero es importante encontrar complementos
terapéuticos para tratar a los pacientes, que ya se encuentran afectados por la
infeccidn por SARS-CoV-2.

En cuanto al nitrito de amilo no se ha encontrado informacién bibliografica
sobre su uso como agente coadyuvante en la prevencion y/o tratamiento en SARS-
CoV-2, debido a que no se encontro bibliografia este tipo de donantes o precursores
de oxido nitrico. A pesar de esto, existe una relacion entre el 6xido nitrico y el SARS-
CoV-2, encontrandose que a menudo la produccion enddégena de NO parece tener
un efecto antiviral contra los virus respiratorios humanos. En tanto, se concluye, que
el NO tanto endégeno como exdégeno demuestra potencial para el tratamiento de

pacientes infectados con COVID-19, tanto en condiciones graves como no graves,
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a través de la mejora en la oxigenacion y los mecanismos antivirales, previniendo
también, el agravamiento de la enfermedad. Se constata, que, a niveles menores
de NO, la administracion externa directa o mediante donantes de NO, puede tener
un efecto beneficioso interrumpiendo el progreso de la enfermedad hacia estadios
mas severos de esta. No se han realizado estudios con este tipo de donantes de
NO (nitrito de amilo), pero se han utilizado otro tipo de donantes, como lo es la S-
nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), un S-nitrosotiol sintético, que ha demostrado
inhibir in vitro la replicaciéon de los virus de la influenza A, el dengue, el herpes, VIH,
el SARS-CoV y el SARS-CoV-2. Se ha visto que, en modelos de enfermedades
pulmonares, el NO ha demostrado el potencial antiinflamatorio y antiviral, a través
de la S-nitrosilacion de residuos de cisteina, que son claves en la replicacion del
virus y también en la activacion de enzimas, que activan vias de sefializacion de
mediadores inflamatorios, esto queda de manifiesto en la serie de estudios clinicos
y preclinicos que se realizan con NO o con NORS como tratamiento y/o prevencion
de COVID-19.

Se concluye que, a partir de la informacion recopilada en base a la busqueda
bibliografica, se establecen las bases para la propuesta del protocolo para la
formulacién de la solucion propuesta y las conclusiones obtenidas referente a la
informacion sobre la accion positiva que tiene el uso de extractos de C. sativa altos
en CBD, como también el uso de CBD aislado y la utilizacion de NO a nivel
fisiolégico en SARS-CoV-2. Se concluye, que el protocolo establecido para la
formulacién de la solucién constituida por un extracto de C. sativa alto en CBD, junto
a nitrito de amilo estandarizado, puede ser probado con el fin de obtener resultados
practicos a fin de confirmar los mecanismo de accién como agente coadyuvante en
la prevencion y/o tratamiento ante las complicaciones que produce el SARS-CoV-2,
gue se presenta a partir de la literatura revisada. Se establece en base a estos
resultados, que seria interesante y necesario, seguir la investigacion in vitro, in vivo
y clinica de la solucién propuesta si esta diese resultados positivos en cada tipo de
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prueba. Esta podria ser revisada en las etapas en las diferentes etapas de estudio

y dilucidando asi los mecanismos de accion involucrados de la solucidén propuesta.

Segun los mecanismos de accion revisados en los distintos articulos y la
posible accion farmacolégica de la solucion, esta se podria utilizar en pacientes
adultos que se encuentren en estadios tempranos de la infeccion, con el fin de
disminuir la carga viral (viremia) y reducir la sobreexpresion de citoquinas
proinflamatorias, evitando asi las complicaciones que se puedan producir a raiz del

virus.

La solucién, si se encontraran resultados prosperos en las diferentes etapas
de la investigacion, podria utilizarse para la formulacién de un inhalador de dosis
media presurizada con la dosis determinadas de ambos activos de la solucién, como
por ejemplo la propuesta del inhalador de dosis media presurizada encontrado en
la literatura con el CBD como componente activo, utilizando etanol como disolvente
y la utilizacion de propulsores, que puedan administrar dosis a la cuales no se

produzcan reacciones adversas o de toxicidad.
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