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Resumen

Caracterizacion fitoquimica de un aceite destilado de Cannabis yoda y evaluacion

farmacologica en modelos de epilepsia en roedores

La presente investigacion quiere reconocer si es comparable el efecto anticonvulsivante
del aceite destilado de Cannabis yoda en las crisis convulsivas toénico-clénicas,
mioclénicas, y de bajo umbral frente a patrones reconocidos para cada crisis. Y determinar
si el posible efecto protector es analogo, superior o inferior que el cannabidiol aislado
(CBD). Lo anterior debido que la epilepsia tiene un alto impacto sobre la salud publica del
mundo, especialmente en paises en via de desarrollo, y que las lineas de tratamiento
tradicional para esta patologia traen consigo efectos indeseados para el paciente que
conllevan a un abandono de la terapia; por lo que se hace necesario aumentar los
esfuerzos en la investigacion de alternativas terapéuticas que prioricen la efectividad y
seguridad en el control de las crisis convulsivas, como lo pueden ser los derivados de
Cannabis. La investigacion se realizd a través de modelos experimentales sobre modelo
murino para las crisis tonico-clénicas inducidas por electrochoque maximo (MES),
mioclénicas inducidas por pentilentetrazol (PTZ) y de bajo umbral o refractarias producidas
por electrochoque a baja frecuencia, observando si los individuos presentaban las crisis
caracteristicas de cada modelo. Adicionalmente, se incluyd el modelo del eje rodante para
determinar si las sustancias evaluadas afectan el desempefio motor del individuo.
Asimismo, para reconocer los protagonistas del potencial efecto protector en cada crisis,
se realizo la evaluacién fitoquimica preliminar a través de técnicas cromatograficas de
identificacion y cuantificacion. Los resultados mostraron que el aceite destilado no presenté
una proteccién estadisticamente significativa en el modelo MES a pesar de proteger
algunos individuos, caso contrario al modelo de las crisis de bajo umbral, donde si se pudo
evidenciar un indice de proteccion estadisticamente significativo, versus la molécula
aislada y el patrén, a todas las dosis evaluadas. Finalmente, en el modelo PTZ, se pudo

observar una proteccion estadisticamente significativa atribuible principalmente al



cannabidiol (CBD) en los intervalos de dosis 50 y 300 mg/Kg. Respecto al analisis
cromatografico, se pudo identificar en el aceite destilado fitocannabinoides y terpenos
comunes de este género, cuantificando solamente CBD y THC con porcentajes de 15.6 y
1.3 respectivamente. Se pudo concluir que ninguna sustancia evaluada afectaba el
desempefio motor de los individuos, que el aceite destilado y el CBD tienen un indice de
proteccion para las crisis convulsivas evaluadas y que la mayor proteccion atribuida en el
modelo de bajo umbral para el aceite destilado esta correlacionada con la presencia de
moléculas anexas como compuestos de tipo isoprenoide y cannabinoides adicionales que
mediarian una mayor respuesta a través del efecto séquito y sus multiples blancos

bioquimicos relacionados con la epilepsia.

Palabras clave: Epilepsia, Convulsion, Cromatografia, Cannabis, Cannabidiol,
Pentilentetrazol, PTZ, MES



Abstract

Phytochemical characterization of Cannabis yoda distilled oil and pharmacological

evaluation in rodent models of epilepsy

The present investigation aims to recognize whether the anticonvulsant effect of Cannabis
yoda distillate oil on tonic-clonic, myoclonic, and low-threshold seizures is comparable to
recognized patterns for each seizure. And to determine if the possible protective effect is
analogous, superior, or inferior to isolated cannabidiol (CBD). This is due to the fact that
epilepsy has a high impact on public health in the world, especially in developing countries.
And that the traditional lines of treatment for this pathology bring with them undesired
effects for the patient that lead to the abandonment of the therapy; therefore, it is necessary
to increase efforts in the research of therapeutic alternatives that prioritize effectiveness
and safety in the control of convulsive crises, such as Cannabis derivatives. The research
was carried out through experimental models on murine model for tonic-clonic seizures
induced by maximum electroshock (MES), myoclonic seizures induced by
pentylenetetrazol (PTZ), and low threshold or refractory seizures produced by electroshock
at low frequency, observing if the individuals presented the characteristic seizures of each
model. Additionally, the rota-rod model was included to determine whether the substances
evaluated affect the individual's motor performance. Likewise, in order to recognize the
protagonists of the potential protective effect in each crisis, preliminary phytochemical
evaluation was carried out through chromatographic techniques of identification and
quantification. The results showed that the distilled oil did not present a statistically
significant protection in the MES model in spite of protecting some individuals, contrary to
the low-threshold crisis model, where a statistically significant protection index could be
evidenced, versus the isolated molecule and the standard, at all the doses evaluated.
Finally, in the PTZ model, statistically significant protection was observed, mainly
attributable to cannabidiol (CBD) in the 50 and 300 mg/kg dose intervals. Regarding the

chromatographic analysis, it was possible to identify in the distilled oil phytocannabinoids



and terpenes common to this genus, quantifying only CBD and THC with percentages of
15.6 and 1.3, respectively. It could be concluded that no substance evaluated affected the
motor performance of individuals, that the distilled oil and CBD have a protective index for
the seizures evaluated, and that the greater protection attributed in the low threshold model
for the distilled oil is correlated with the presence of annexed molecules such as isoprenoid-
type compounds and additional cannabinoids that mediate a greater response through the

entourage effect and its multiple biochemical targets related to epilepsy.

Keywords: Epilepsy, Seizure, Chromatography, Cannabis, Cannabidiol,
Pentylenetetrazol, PTZ, CME
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Introduccion

La investigacion en el campo de la farmacologia del Sistema Nervioso Central (SNC) ha
tomado mucho valor en razén que patologias como la epilepsia han impactado de manera
considerable la carga de enfermedad a nivel mundial. Revisiones sistematicas y
metaanalisis han reportado que la incidencia anual acumulada de epilepsia ha
incrementado a 61,44 por 100.000 personas al afo (Fiest etal., 2017). Este valor de
incidencia refleja la carga de todo el mundo con mas de 50 millones de personas, donde
las brechas sociales no son ajenas; ya que el 80% de estos pacientes corresponden a
personas que viven en paises de bajos y medianos ingresos (Beghi, 2020; Feigin et al.,
2019). Colombia al pertenecer a este grupo de paises hace que la investigacion en esta

materia sea imperativa.

Indagar en la posible actividad farmacolégica de nuevas sustancias que sean efectivas y
seguras para el control de crisis convulsivas permite ofrecer nuevas alternativas para
mejorar la calidad de vida del paciente epiléptico, debido a que el tratamiento para esta
patologia en los escenarios clinicos consiste mayoritariamente en la farmacoterapia con

anticonvulsivantes, y en menor medida a: cirugia o neuromodulacién (Thijs et al., 2019).

Desde la disyuntiva de la farmacoterapia, principal comparador frente a las nuevas y
potenciales moléculas, existen alrededor de 25 medicamentos con indicacion
anticonvulsivante, sin embargo, solo son eficaces en aproximadamente el 66% de los
individuos que viven en paises de altos ingresos (Thijs et al., 2019), y los efectos adversos
clasicos de este grupo terapéutico afectan considerablemente la calidad de vida del
paciente (Perucca & Gilliam, 2012). Por lo tanto, proponer y encontrar una alternativa
efectiva, en el control de las crisis convulsivas, y segura a través de la reduccion de eventos

adversos, es un escenario muy prometedor para patologias como la epilepsia.
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En reconocimiento de las premisas mencionadas con anterioridad, el objetivo central de
esta investigacion es evaluar los efectos de tipo anticonvulsivantes de un aceite destilado
de Cannabis yoda en un modelo in vivo, a través de la comparacion con medicamentos
usados en las guias de practica clinica para cada tipo de crisis; levetiracetam en crisis de
bajo umbral, acido valproico, en crisis de ausencia y mioclonicas, y carbamazepina en
crisis tonico-clénicas (Giardina, 2000; Gina W et al., 2014; NICE, 2022).

Para el cumplimiento de este objetivo se hara uso de la bateria de ensayos preclinicos
para la evaluaciéon farmacologica de potenciales agentes anticonvulsivantes segun el tipo
de crisis. Para lograr las crisis de bajo umbral y ténico-clonicas se hara uso de un
estimulador eléctrico programable de precision (Isolated Programmable Stimulator,
COULBOURN INSTRUMENTS) induciendo un choque eléctrico al individuo, a través del
uso de electrodos de contacto corneal, ajustando los protocolos que correspondan a cada
crisis. Por otra parte, para las crisis mioclonicas y de ausencia se hara uso de una inyeccion
via subcutanea de una solucién de pentilentetrazol (PTZ) marca SIGMA en agua destilada
a una concentraciéon de 8 mg/mL, debido a que la dosis efectiva de PTZ mas conocida para
provocar este tipo de convulsiones en el 97% de ratones evaluados es 85 mg/kg (Sills &
Brodie, 2009). Adicionalmente, para reconocer el perfil fitoquimico del aceite destilado de
Cannabis yoda se utilizaran técnicas cromatograficas; cromatografia de gases con detector
de ionizacion de llama (GC-FID), para la cuantificacién de tetrahidrocannabinol (THC),
cannabidiol (CBD) y cannabinol (CBN), y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas con impacto electronico (GC-MS/EI), para la identificacién de
cannabinoides diferentes a los de la cuantificacién y GC-MS/EIl con automuestreador de
espacio de cabeza y fibra de microextraccion en fase sélida (GC-MS/El - HS-SPME) para
la identificacion de compuestos volatiles que estén presentes en el extracto. La
identificacion y cuantificacion de los metabolitos presentes en el aceite destilado permitira,
reconocer los posibles responsables de la proteccion del individuo, y ofrecer un

acercamiento a la dosis real administrada respectivamente.

Considerando que la planta de Cannabis tiene un amplio uso de acuerdo con reportes
etnobotanicos e investigaciones preclinicas, es de esperar que el aceite destilado de la
variedad colombiana Cannabis yoda, con un perfil fitoquimico enriquecido en cannabidiol,

ofrezca una proteccion a los individuos frente a los estimulos que apliquen segun el
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ensayo. Esta hipétesis se puede argumentar a través de los multiples blancos bioquimicos
que se han elucidado para los cannabinoides, y las interacciones que estos pueden tener
con moléculas anexas, conocido como efecto séquito o efecto enfourage (E. B. Russo,
2018).

Confirmando la hipotesis establecida, se podra aportar literatura que soporte la teoria de
que los derivados de Cannabis, como un aceite destilado, son utiles como alternativa frente

a las crisis convulsivas mencionadas.
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Justificacion

Las patologias sobre el Sistema Nervioso Central (SNC) especialmente la epilepsia,
representan una carga elevada en la salud publica que afio tras afio va en ascenso (Beghi
et al., 2019; Hauser, 2019). Las lineas de tratamiento tradicional para estas patologias
estan orientadas al control de sintomas, que en la mayoria de los escenarios traen consigo
efectos indeseados para el paciente, los cuales causan el abandono de la terapia
manteniendo las cifras de carga de la enfermedad altas. La necesidad de una alternativa
o coadyuvante en las terapias tradicionales, con un perfil de seguridad mayor y que permita
reducir el impacto de estas patologias, hace importante la investigacion en la farmacologia

experimental.

Han surgido opciones con un margen de seguridad hipotéticamente mayory con un control
efectivo de las crisis convulsivas, desde el punto de vista de reduccién de numero de crisis
por periodo temporal. Por ejemplo, la dieta cetogénica, la medicina ayurvédica tradicional,
la terapia de neurofeedback, el entrenamiento autogénico, la meditacién, el yoga, la
musica, la acupuntura, la medicina tradicional china y las terapias herbales o fitoterapia
han sido comunmente conocidas por ser utiles como complemento de las terapias
tradicionales (Devinsky et al., 2005; Ricotti & Delanty, 2006). Sin embargo, es necesario
realizar ensayos clinicos aleatorizados, con un tamafo de muestra representativo, que
permitan investigar el perfil de eficacia y seguridad de estas opciones complementarias o
alternativas de la terapéutica tradicional (Asadi-Pooya et al., 2021). Dentro de las terapias
herbales o fitoterapia, aprovechando la transicion global por parte de los pacientes, de la
medicina alopatica a la natural, se han investigado y explotado el uso de diferentes plantas
con fines terapéuticos, entre las que se encuentran especies de los géneros Cannabis,

Valeriana, Panax, Ipomoea, Kalanchoe, Ficus, Apium, entre otros (Devinsky et al., 2014;
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Friedman & Devinsky, 2015; Gaston & Szaflarski, 2018; Jin et al., 2019; Mora-Pérez &
Hernandez-Medel, 2016; Patil et al., 2011; Torres-Hernandez et al., 2015; Yeung et al.,
2018). En el caso del género Cannabis genera un gran interés, debido a su versatilidad
genética en el presente, sus multiples usos etnobotanicos reportados y el potencial

farmacoldgico de la planta (E. Russo & Grotenhermen, 2013).

En Colombia a través de la Ley 1787 del 06 de Julio del 2016 se establecié el marco
regulatorio para acceder de manera segura e informada al uso médico y cientifico del
cannabis y sus derivados en el territorio nacional colombiano (Ley No. 1787, 2016). Esto
permite que investigaciones como el presente proyecto, que analiza una genética
colombiana, Cannabis yoda, explore con mayor seguridad su uso en patologias como la
epilepsia, acotando la informacién relacionada con la actividad de los cannabinoides en
companiia de moléculas anexas de la planta, y ofreciendo una alternativa especifica para
las crisis mencionadas, que puede ser argumentada desde el efecto séquito o los multiples

blancos bioquimicos sobre los cuales los cannabinoides pueden tener accion.
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1. Problema Investigado

1.1 Definicion del problema

¢ Es comparable el efecto anticonvulsivante del aceite destilado de Cannabis yoda en las
crisis convulsivas tonico-clénicas, mioclénicas, y de bajo umbral frente a carbamazepina,
acido valproico y levetiracetam, respectivamente? y, ¢su efecto es analogo, superior o

inferior que el componente aislado, cannabidiol (CBD)?

1.2 Planteamiento del problema

La informacion reportada que existe en materia de derivados de Cannabis caracterizados
o cannabinoides especificos para el tratamiento de diferentes crisis epilépticas se puede
dividir en 3 grupos: 1) Informes de preparaciones tradicionales de Cannabis para el
tratamiento de casos de epilepsia refractaria, 2) Ensayos preclinicos que involucran
preparados caracterizados con tetrahidrocannabinol (THC) y CBD para crisis ténico-
clénicas, mioclénicas y crisis multirresistentes. Y finalmente 3) Ensayos Clinicos
Aleatorizados (ECA) de fase Il y Ill, que concluyen que el CBD es efectivo y seguro en
pacientes diagnosticados con Sindrome de Lennox-Gastaut y Sindrome de Dravet
(Arzimanoglou et al., 2020; Gaston & Friedman, 2017; Golub & Reddy, 2021; O’Connell
et al., 2017; Rosenberg et al., 2015).

La motivacion para la realizacion de la investigacion del aceite destilado de Cannabis yoda
surge de la necesidad de una alternativa con un perfil de seguridad mayor que los actuales
anticonvulsivantes, y mejorar los valores epidemioldgicos de esta patologia que en el
presente impactan la salud publica en Colombia (Orozco-Hernandez et al., 2019). Sin
embargo, la informacién con la que se cuenta en la actualidad deja interrogantes a resolver;
por ejemplo, en los informes de preparaciones tradicionales de Cannabis para epilepsia

refractaria, se hace referencia a extracciones vehiculizadas que contienen un espectro de
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cannabinoides muy variado, que incluso contempla moléculas anexas de la planta como
terpenos y flavonoides (Arzimanoglou et al., 2020), por lo que reconocer el perfil fitoquimico
del aceite destilado de Cannabis yoda, comprender si hay coadyuvantes en la proteccién
frente a las crisis, y si esta sustentada por efecto séquito, caracterizado por representar
una nueva via de regulacion molecular de la actividad cannabinoide enddgena (Ben-
Shabat et al., 1998; Cogan, 2020), ofreceria valor agregado a la literatura del Cannabis 'y
en especial de esta genética colombiana. Adicionalmente, los ensayos preclinicos
extienden la bateria de ensayos agudos a Estimulacion de Maximo Electrochoque (MES)
y PTZ, en dosis especificas y con solo ratas o ratones macho, por lo que brindar un
intervalo de dosis amplio y administrar a machos y hembras dara la posibilidad de emitir
conclusiones robustas sobre dosificacion en modelos preclinicos y respuestas
dependientes del sexo. Finalmente, los ensayos clinicos de fase Il y Il que concluyen que
el CBD es efectivo para los sindromes de Lennox Gastaut y Dravet, pueden marcar una
posibilidad de actividad sobre otros tipos de crisis, teniendo en cuenta los multiples blancos

bioquimicos con los cuales estas moléculas pueden interactuar (Mlost et al., 2020).

En virtud de lo anterior, optar por la investigacion con el aceite destilado de Cannabis yoda
permite aumentar las alternativas de tratamientos farmacolégicos para el paciente, y
enriquecer la literatura preclinica de los derivados de Cannabis, especialmente en lo que

se refiere a genéticas colombianas.
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2. Objetivos

2.1 General

Evaluar los efectos de tipo anticonvulsivantes de los metabolitos presentes en un aceite

destilado de Cannabis yoda en un modelo in vivo.

2.2 Especificos

e Determinar los efectos anticonvulsivantes de un aceite destilado de Cannabis yoda
en la prueba de convulsion inducida por maximo electrochoque (MES) para crisis
tonico - clonicas.

¢ Determinar los efectos anticonvulsivantes de un aceite destilado de Cannabis yoda
en la prueba de convulsiéon inducida por pentilentetrazol (PTZ) para crisis de
ausencia y mioclonicas

e Determinar los efectos anticonvulsivantes de un aceite destilado de Cannabis yoda
en la prueba de convulsion umbral de baja frecuencia 6 Hz para crisis refractarias.

e Reconocer el perfil fitoquimico de un aceite destilado de Cannabis yoda a través de

técnicas cromatograficas.



25

3. Estado del arte

A continuacion, se describen los aspectos tedricos relacionados con la epilepsia;
incluyendo su epidemiologia, fisiopatologia, clasificacion de las crisis y farmacologia. De
igual manera, se detallan algunos aspectos botanicos, quimicos y terapéuticos del género
Cannabis, conteniendo la informacion de la especie en evaluacion, Cannabis yoda; y sus

derivados, aceite destilado y cannabidiol aislado.

3.1 Epilepsia

La definicion de epilepsia ha sido publicada a lo largo del tiempo por diferentes autores y
entidades internacionales de la salud. Por ejemplo, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) define la epilepsia como una enfermedad cronica que se caracteriza por
convulsiones recurrentes no provocadas, haciendo énfasis en que afecta a personas de
todo el mundo y de todas las edades (Megiddo et al., 2016). Otros autores adicionan a la
definicion que es un trastorno del cerebro caracterizado por una predisposicion persistente
a generar ataques epilépticos por consecuencias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas
y sociales (Abramovici & Bagi¢, 2016); y que su diagndstico deberia realizarse si hay al
menos dos ataques reflejos o no provocados en un lapso mayor a 24 horas, un ataque
reflejo con un alto riesgo de recurrencia (60% o mas) y si hay diagndstico de sindrome de
epilepsia (Fisher etal., 2014; McWilliam & al Khalili, 2019). No obstante, la Liga
internacional contra la epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) enuncia, en la publicacion
sobre las modificaciones del sistema de clasificacion de la epilepsia, que solamente con
un episodio convulsivo no provocado es suficiente para concluir el diagnéstico (Scheffer
etal., 2017).

Las definiciones previas tienen en comun que las convulsiones recurrentes no provocadas
son la caracteristica principal de la epilepsia como enfermedad. Estas son un desequilibrio

parcial y transitorio de la funcidon cerebral, consecuencia de descargas eléctricas
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anormales, exacerbadas e hipersincrénicas de diferentes poblaciones de neuronas
corticales (Bromfield etal., 2006). En funcion del lugar donde se produzcan estas
descargas, son manifestadas de diferentes formas; que van desde episodios breves de
ausencia con apariencia subjetiva y muchas veces dificiles de descifrar, hasta crisis
convulsivas bastante evidentes por las contracciones musculares fuertes, que pueden ser

duraderas y de mal pronéstico (Lowenstein, 2018).

3.1.1 Clasificacion de la epilepsia

La ILAE establecié un nuevo sistema operacional de clasificacion para las convulsiones
recurrentes y epilepsias basado en caracteristicas clinicas claves, hallazgos en los
electroencefalogramas (EEG), estudios de imagenes y factores genéticos. Se enfatizé en
tres niveles que abarcan todas las posibles variables de un paciente con epilepsia. En el
primer nivel se deben establecer los tipos de crisis, debido a que son el punto de partida
para orientar el diagndstico de epilepsia. Este nivel de clasificacion esta establecido de
acuerdo con el origen de la crisis epiléptica; focal, generalizada o de inicio desconocido.
Se debe enunciar que es posible que en algunos casos este nivel sea el maximo obtenido
para la clasificacion, debido a que no se encuentra con la suficiente informacion o no hay

acceso a EEG, grabaciones de video o estudios con imagenes (Fisher et al., 2017).

El segundo nivel hace referencia al tipo de epilepsia. En funcion del tipo de crisis y los
resultados del EEG se establecieron los tipos de epilepsia de la siguiente manera (Fisher
etal., 2014):

e Epilepsia generalizada, cuando hay evidencia de descargas interictales facilmente
reconocibles en el EEG, acompanada de diferentes tipos de crisis, tales como
miocldénicas, atonicas, ténicas, ténico-clénicas y de ausencia.

o Epilepsias focales, que pueden ser trastornos unifocales y multifocales, ademas de
crisis que afectan solamente un hemisferio, acompafiada de diferentes tipos de
crisis, tales como, crisis focales con pérdida de la conciencia, crisis focales con
afectacioén de la conciencia, crisis focales motoras, crisis focales no motoras y crisis

bilaterales tonico-clénicas.



27

e Epilepsia desconocida, que se establece cuando no se tiene la informacion
necesaria, suficiente y concluyente para establecer otro tipo de epilepsia.

e Por ultimo, en esta clasificacion se adiciona un grupo nuevo que corresponde a las
epilepsias combinadas generalizadas y focales, ya que se tiene evidencia de
pacientes que presentan un hibrido de estas dos. El EEG para estos pacientes
muestra descargas generalizadas de punta-onda y también descargas focales
epileptiformes. Ejemplos de sindromes que tienen lugar con esta descripcion son

el de Dravet y el de Lennox-Gastaut.

Finalmente, el tercer nivel corresponde al diagnéstico del sindrome de epilepsia, que hace
referencia al conjunto de signos y sintomas que incorporan tipos de crisis, EEG y
caracteristicas de diagnéstico por imagenes que se presentan al mismo tiempo (Fisher
et al., 2017; Pack, 2019). Teniendo los tres niveles bien definidos es posible clasificar las

convulsiones y epilepsias con un fundamento cientifico solido.

3.1.2 Epidemiologia de la epilepsia

El estudio de esta enfermedad toma alta importancia debido a que las cifras
epidemiolégicas evidencian el alto impacto que tiene la enfermedad sobre la poblacion,

tanto en el territorio colombiano como en el mundo entero.

El ultimo reporte de la OMS declara que esta patologia representa el 0.5% de la carga de
morbilidad mundial (Organizacion Mundial de la Salud, 2022). Teniendo
aproximadamente, 70 millones de personas con diagndstico de epilepsia y cerca del 90%
pertenecen a paises en via de desarrollo. En adicion, en el ambito global, anualmente se
diagnostican cerca de 2.4 millones de personas con epilepsia, empero, llama la atencion
gue en paises de altos ingresos econdémicos los nuevos casos anuales corresponden entre
30 y 50 por cada 100.000 habitantes, mientras que en paises de bajos y medianos ingresos

esta cifra puede ascender al doble (Ngugi et al., 2010).

Lo anterior se explica porque se aumenta el riesgo de contraer la enfermedad en
condiciones endémicas, por ejemplo, malaria o neurocisticercosis (NCC) (A. Singh &
Trevick, 2016) enfermedades clasicas de paises tropicales en via de desarrollo, y la
existencia de predisposiciones psicoldgicas y sociales que favorecen la aparicion de estas

crisis (Abramovici & Bagi¢, 2016).
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Este comportamiento epidemiolégico también se ve reflejado a través de la tasa de afios
de vida ajustada por discapacidad (AVAD) de la epilepsia, donde el impacto en los paises
subdesarrollados y expuestos a condiciones endémicas es mayor que en aquellos con un
nivel de desarrollo alto (Abramovici & Bagi¢, 2016) contemplando los traumas posteriores
a las crisis, los eventos adversos clasicos de este grupo farmacologico y el deterioro

cognitivo secuela del status epilepticus (Orozco-Hernandez et al., 2019).

En Colombia, esta situacion no es ajena, al ser un pais tropical y estar en via de desarrollo
presenta cifras de prevalencia e incidencia mayores en relacion con paises desarrollados.
El Ministerio de Salud y Proteccion social en cooperacion con el Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) realizdé un estudio donde encontré que el
1.3% de la poblacion colombiana esta diagnosticada con epilepsia, siendo el 0.8% de las
causas de mortalidad en el territorio, recomendando establecer politicas de salud publica
para reducir la incidencia (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2017). En soporte a
esto, se encontré el primer estudio documentado de prevalencia de epilepsia en Colombia
realizado en 1974 por el Instituto Neurolégico de Bogota, en el cual describen una
prevalencia de 19.5 por cada 1000 pacientes, con una diferenciacién marcada hacia el
sexo femenino en relacién con el masculino, con valores de 22.9 por cada 1000 y 15.1 por
cada 100, respectivamente (Carrizosa Moog, 2007; Espinosa Jovel et al., 2016; Gomez
etal., 1978). Luego de 32 afios se publicéd otro estudio que enuncia cifras similares y
establece una diferenciacién de acuerdo con regiones del territorio nacional. Describe que
la tasa de prevalencia general de la epilepsia en Colombia es 11.3 por cada 1000, y la
prevalencia local para las diferentes regiones oscila entre 7 y 23 por cada 1000. Estos
valores no representaron una diferencia significativa entre regiones a excepcién del oriente

del pais, donde la prevalencia es mayor (Velez & Eslava-Cobos, 2006).

En lo que respecta al sexo, se cree que hay una diferencia en la incidencia de convulsiones
sintomaticas agudas para hombres y mujeres en el mundo. Especificamente, los hombres
presentan una tasa de incidencia mayor respecto a las mujeres relacionado a una mayor
preponderancia de conductas de riesgo junto con una mayor incidencia de lesiones
cerebrales traumaticas (Savic, 2014). Sin embargo, la informacion sobre las diferencias de
género en la epileptogénesis es muy limitada e imposibilita generar una conclusion

contundente.
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Respecto a la edad, la mayoria de los estudios concluyen que la epilepsia tiene una
distribuciéon de incidencia de edad con dos picos caracteristicos. El primero corresponde a
los primeros afos de vida, donde la incidencia de complicaciones perinatales, infecciones
y epilepsia relacionada con defectos congénitos influye en la etiologia de la enfermedad.
Y el segundo, corresponde a la sexta década de vida, donde la incidencia de epilepsia
comienza a aumentar de nuevo, debido a que hay un alza en el numero de patologias que
causan epilepsia secundaria, por ejemplo, enfermedades cerebrovasculares (Abramovici
& Bagi¢, 2016; Stephen & Brodie, 2000).

3.1.3 Fisiopatologia de la epilepsia

Las crisis epilépticas, caracterizadas por ser espontaneas y no provocadas son resultado
de un desequilibrio eléctrico entre la actividad excitatoria e inhibitoria de células
neuronales. De modo que, la actividad de la red neuronal se puede volver en algunos casos
excesiva, hipersincronica y oscilatoria, que cuando se mantiene, interrumpe el
procesamiento neuronal normal y es capaz de perturbar otras redes neuronales. En el caso
de las crisis generalizadas, se conoce que las redes epileptégenas estan ampliamente
distribuidas, implicando a las estructuras talamocorticales de forma bilateral, y en el caso
de las crisis focales, las redes implican a los circuitos neuronales de un hemisferio,
normalmente limbico o neocortical. El desequilibrio entre la excitacion y la inhibicion
mencionado previamente no esta relacionado exclusivamente con un aumento de la
excitacion o una pérdida de la inhibicion, también existe una correlacion con un aumento
inusual de la inhibicion que puede conducir a episodios pro-epileptdgenos en las crisis de
ausencia, o las crisis limbicas. En adicion, estudios preclinicos e imagenes diagndsticas
evidencian que este desequilibrio se ve reflejado principalmente en la corteza cerebral a
través de la actividad de las células corticales. Sin embargo, también se ha encontrado
esta alteracidon en células gliales y axones de la sustancia blanca, lo que permite hacer un

diagndstico mas especifico.

El desequilibrio eléctrico es causado maxime por alteraciones estructurales a nivel del
cerebro, estados de sepsis generalizada y alteraciones metabdlicas. En nifios, la etiologia
de los episodios convulsivos esta orientada a factores genéticos, malformaciones del
desarrollo cortical y danos debidos a insultos perinatales. En adultos sin ningun tipo de
predisposicion genética a la epilepsia, se incluyen causas como encefalitis o meningitis,

lesion traumatica en el cerebro y tumores de localizacion cerebral. Y en pacientes de la
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tercera edad, las crisis convulsivas son resultado principalmente de trastornos
neurodegenerativos, traumas en la cabeza y tumores cerebrales. Sin embargo, estudios
han concluido que, en la etiologia de la enfermedad, tanto como para nifios y adultos, el
origen desconocido es el mas frecuente en los escenarios de diagnoéstico, seguido por
dafos estructurales, factores genéticos, agentes infecciosos y finalmente con un
porcentaje muy bajo, las diferentes alteraciones metabdlicas (Amin & Ali, 2019; Falco-
Walter, 2020; Morai & Diazii, 2017; Rosenberg et al., 2015).

3.1.4 Farmacologia de la epilepsia

Los tratamientos para esta patologia, en el escenario clinico, consisten mayoritariamente
en la farmacoterapia con anticonvulsivantes, y en menor medida: cirugia o
neuromodulaciéon. La farmacoterapia esta orientada principalmente al control sintomatico
a través de medicamentos anticonvulsivantes, ya que no hay tratamiento profilactico ni
cura efectiva disponible. Los anticonvulsivantes llegaron en 1938 con la fenitoina sddica y
la seguida era de los anticonvulsivantes de sintesis (Joshi et al., 2013); estos se pueden
clasificar en hidantoinas, barbitiricos, iminoestilbenos, succinimidas, acido valproico,
benzodiacepinas y otros, como aquellos que no son posibles de clasificar dentro de las
otras categorias. Las estructuras quimicas de los principales anticonvulsivantes se

encuentran en la Figura 3-1.
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Figura 3-1: Estructuras de los principales anticonvulsivantes usados en la farmacoterapia
de la epilepsia

A continuacion, se da una breve descripcion de los principales medicamentos empleados

para el tratamiento de la epilepsia.

e Hidantoinas: El difenilhidantoinato, también llamada fenitoina, es eficaz contra
todos los tipos de convulsiones a excepcion de las crisis de ausencia.

e Barbituricos: El fenobarbital es eficaz contra las convulsiones tonicoclénicas y
parciales generalizadas. Es muy usado por su eficacia, baja toxicidad y costo. Sin
embargo, por sus efectos secundarios como sedaciéon y modulacion del

comportamiento en nifios se ha considerado sustituirlo por otras alternativas.
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¢ Iminoestilbenos: La carbamazepina es el farmaco de primera eleccion en contra de
las convulsiones generalizadas, tonicoclonicas, y parciales simples y complejas.
Adicionalmente, existe la oxcarbazepina que es un analogo ceto de la
carbamazepina, tratandose del profarmaco que se biotransforma inmediatamente
al metabolito activo principal.

e Succinimidas: La etosuximida es eficaz principalmente para el tratamiento de las
crisis de ausencia, pero no contra las convulsiones tonicoclonicas.

e Acido valproico: El valproato es un farmaco de amplio espectro utilizado en el
tratamiento de las crisis de ausencia y de convulsiones mioclonicas,
principalmente.

¢ Benzodiacepinas: Estos farmacos se utilizan principalmente con fines sedantes o
ansioliticos. Ejemplos de algunos de ellos que poseen propiedades
anticonvulsivantes son el clonazepam, el diazepam y el lorazepam. El clonazepam
es util para el tratamiento de las crisis de ausencia, y convulsiones mioclonicas
principalmente en infantes. El diazepam es eficaz para el tratamiento del status
epilépticus. Sin embargo, por su corto tiempo de accidon se ha recurrido al
reemplazo por lorazepam.

e Oftros: La gabapentina y la pregabalina son farmacos eficaces contra las
convulsiones parciales. También son usadas en adicion a otros anticonvulsivantes
cuando las convulsiones estan acompafadas de una generalizacion secundaria.
Adicionalmente, se ha aprobado por diferentes entidades sanitarias del mundo el
uso de pregabalina para el dolor neuropatico que surge en lesiones de la médula
espinal (Smith et al., 2019).

Los principales mecanismos de accién por los cuales los anticonvulsivantes actuan para
inhibir las convulsiones son: modulacién de canales de sodio, potasio y calcio, mejora de
la neurotransmisién de acido g-aminobutirico (GABA por sus siglas en inglés) a través de
efectos sobre los receptores de GABA, modulacion de la liberacion sinaptica por medio de
la proteina vesicular sinaptica 5V2A, y la disminuciéon de la excitaciéon sinaptica mediada

por receptores ionotrépicos de glutamato (Porter et al., 2012).

El anticonvulsivante ideal eliminaria la posibilidad de cualquier crisis epiléptica sin causar

ningun efecto adverso. Sin embargo, la mayoria de estos traen consigo efectos indeseados
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para el paciente que pueden variar desde la alteraciéon minima del Sistema Nervioso
Central (SNC) hasta la muerte (Smith et al., 2019)

3.2 Genero Cannabis

3.2.1 Descripcién botanica

Para el género Cannabis se han desarrollado diferentes variedades a lo largo de tiempo,
producto de la cria, la seleccion y las mutaciones realizadas por los cultivadores. Sin
embargo, las variedades obtenidas por estos medios crean muchos debates sobre una
clasificacién botanica adicional. Por lo tanto, en aras de una armonizacion, oficialmente se
reconocen tres especies dentro del género: Cannabis sativa L., Cannabis indica Lam. y
Cannabis ruderalis, ya que estan bien diferenciadas en sus caracteristicas botanicas y su

perfil fitoquimico, y comparten que son de distribucion cosmopolita (Farag & Kayser, 2017).

Cannabis sativa L. fue descrita en 1753 por Carl Linnaeus. Caracterizandose por tener un
tallo rigido y erecto que proporciona una altura aproximada de 4 metros. Su raiz primaria
es de color verde oscuro y de aspecto aspero. Sus hojas inferiores son opuestas,
palmeadas que poseen un peciolo largo y tienen una estipula rectiforme. La mayoria de
ellas presentan de 5 a 7 foliolos con apice agudo y margenes serrados. Las hojas
superiores son alternas, también con bordes serrados, pero menos desarrollado que el de
las hojas inferiores. Es una planta dioica y sus inflorescencias son axilares en las hojas
superiores, aunque también pueden ubicarse en la terminacién de la rama (Cote et al.,
2015; Linnaeus, 1753).

La genética Cannabis yoda, denominada de esta manera por el titular de la genética, usada
en la presente investigacion, conserva las mismas caracteristicas botanicas de la especie
Cannabis sativa L. Por consiguiente, la descripcion botanica que se precisa en el parrafo
anterior aplica de igual manera para la variedad de Cannabis yoda, confirmada por los

propietarios de su registro Investment and Ideas S.A.S.

3.2.2 Quimica de la planta

La composicion quimica general y la distribucion de las moléculas en el género Cannabis
se ha estudiado de manera profunda a lo largo del tiempo. Diferentes autores reportan que

hay aproximadamente un total de 500 sustancias quimicas en la planta de las cuales la
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fraccion mayoritaria corresponde a terpenos con un total de 120 conocidos, posteriormente
los cannabinoides con un total de 104 y luego varios grupos de compuestos en menor
numero como flavonoides, estilbenos, alcaloides, amidas fendlicas y lignanamidas (Figura
3-2{n. Asi como aminoacidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, pigmentos, proteinas,
glicoproteinas, enzimas (E. Russo & Grotenhermen, 2013). Los cannabinoides son los
metabolitos que se encuentran en mayor abundancia en la planta y resultan importantes
por ser estructuras propias y exclusivas de este género. De los aproximadamente 104
cannabinoides conocidos, los mas estudiados son tetrahidrocannabinol (THC) vy
cannabidiol (CBD) ya que se encuentran en una proporcion alta con relacion a los demas,
y presentan una elevada afinidad por el sistema cannabinoide enddgeno, lo que permite
pensar en su uso al momento de la busqueda de moléculas bioactivas. Hoy en dia se
encuentran publicados diferentes articulos que le atribuyen a las moléculas enunciadas
previamente una gran cantidad de efectos biolégicos y farmacolégicos (Atakan, 2012;
Lopez et al., 2014; Mechoulam, 1982; B. F. Thomas & EISohly, 2016).i
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Figura 3-2: Estructuras de algunos compuestos mayoritarios presentes en el género
Cannabis

3.2.3 Propiedades biolégicas y farmacoldégicas del

género Cannabis

Las hojas y flores del género Cannabis han sido utilizadas en forma de preparaciones
artesanales como agente terapéutico de multiples afecciones desde hace mucho tiempo.
De hace mas de 5000 afios data el primer reporte del uso de Cannabis como agente
terapéutico, donde en textos chinos del emperador Chen Nung declaran su uso para el
tratamiento efectivo de malaria, estrefiimiento, dolor reumatico y analgesia durante el parto.
Asimismo, usos terapéuticos similares se encontraron para esta planta en textos egipcios
e indios de hace aproximadamente 3000 afios. No obstante, solo hasta el inicio de los 90’s
se pudo comenzar a estudiar cada una de estas actividades reportadas, como
consecuencia de la elucidacion de la forma cristalina de los primeros receptores del

sistema endocannabinoide, CB1y CB2, y su cadena de segundos mensajeros.

Diversas investigaciones posteriores al reconocimiento del sistema endocannabinoide
confirman las propiedades farmacolégicas y biolégicas de los metabolitos presentes en
este género. Se ha evaluado y confirmado la actividad anticonvulsivante de los
cannabinoides THC y CBD en crisis especificas, que a pesar de no ser los Unicos presentes
en la planta son los mas estudiados por su preponderancia relativa en relacion con los
demas (Lopez et al., 2014; Mechoulam et al., 2007; Mechoulam & Hanu$§, 2002). Extractos
complejos de Cannabis han sido evaluados en modelos preclinicos de screening durante
la pasada y presente década, permitiendo confirmar diferentes actividades terapéuticas
que pueden tener efecto a nivel clinico; como por ejemplo el tratamiento del dolor crénico
en adultos, las nauseas y vémitos inducidos por quimioterapia, espasticidad en pacientes
con esclerosis multiple, trastornos del sueno, fibromialgia, trastornos de ansiedad, anorexia
nerviosa, estimulacion del apetito, sindrome de Tourette, trastorno por consumo de
opioides, la reversion de la resistencia a medicamentos en carcinoma de células
colorrectales en modelo in vivo y epilepsia (Blair et al., 2015; Karler & Turkanis, 1980;
Knupp et al., 2019; Mangoato et al., 2019; Wallace et al., 2001, 2002).
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La mayoria de las investigaciones estan acotadas a los cannabinoides por ser las
fitomoléculas que generan mayor interés al ser exclusivas de la familia Cannabaceae. Sin
embargo, el género Cannabis no es solamente valioso a nivel terapéutico por los
cannabinoides enunciados, también se han reportado estudios que mencionan otro tipo de
metabolitos presentes en la planta. Por ejemplo, los terpenos, moléculas mayoritarias de
la planta, encargados de brindar el olor y el sabor a esta, son farmacolégicamente activos
y tienen efectos de potenciacion junto con los cannabinoides, conocido como efecto
séquito, revelando que su actividad conjunta potencia los efectos terapéuticos
relacionados con el dolor, inflamacion, depresion, ansiedad, cancer, e infecciones fungicas
y bacterianas (Hartsel et al., 2016; Rosenberg et al., 2015). Por otro lado, los flavonoides,
moléculas ricas en grupos hidroxilo -OH, principalmente la canflavina A y la canflavina B
han mostrado actividad farmacolégica a través de la inhibicion de la sintesis de
prostaglandina E. Sin embargo, otros autores afirman que regulan la actividad de los
cannabinoides al igual que los terpenos, actuando como un sinergismo o un antagonismo
(Burstein etal., 1973; Pellati et al.,, 2018). También se ha reportado la presencia de
compuestos nitrogenados como los alcaloides, no obstante, al encontrarse en
concentraciones muy bajas su evaluacion farmacoldgica se ha dificultado. Finalmente, los
estilbenoides, compuestos de suma importancia en lo que concierne a la defensa de la
planta, han reportado actividad antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria, antineoplasica,

neuroprotectora y antioxidante (Atakan, 2012; Lopez et al., 2014).

Hoy en dia, como resultado de investigaciones preclinicas y clinicas, se ha podido concluir
el uso de cannabinoides y derivados sintéticos como principios activos para el tratamiento
de multiples afecciones, aprobados por diversas agencias sanitarias del mundo. Por
ejemplo, la Nabilona y el Dronabinol, analogos sintéticos del THC, estan aprobados para
el tratamiento de las nauseas y vomito inducidas por quimioterapia, y para el tratamiento
de la anorexia en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Una
combinacion 1:1 de THC y CBD, esta indicada para el tratamiento coadyuvante de
sintomas en pacientes diagnosticados con espasticidad moderada a grave debido a
esclerosis multiple. Una solucién de 100mg/mL de CBD esta indicada para el tratamiento
de la epilepsia refractaria, y capsulas de 100 mg de CBD estan indicadas para el

tratamiento coadyuvante de las convulsiones asociadas con el Sindrome de Lennox-
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Gastaut y Sindrome de Dravet en pacientes infantes (FDA, 2019; Golub & Reddy, 2021;
INVIMA, 2022).

3.2.4 Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide es conocido como el conjunto de elementos compuesto por
cannabinoides enddgenos, (N-araquidoniletanolamina y 2-araquidonilglicerol), receptores
cannabinoides (CB1R y CB2R) y las 5 enzimas responsables de la sintesis y degradacion
de endocannabinoides, N-acil-fosfatidil-etanolamina-fosfolipasa D selectiva, diacilglicerol
lipasas ay B, acido graso amida hidrolasa y monoacilglicerol lipasa. Este complejo sistema
de sefalizacion molecular transmembrana fue descubierto en 1988 por Allyn Howlett y
W.A. Devane quienes a través del descubrimiento del receptor de membrana al cual se
ligaba el THC, pudieron acunarle su nombre (di Marzo & Piscitelli, 2015; Lowe et al., 2021;
Mackie, 2008).

El sistema endocannabinoide esta inmerso en multiples procesos fisioldgicos a partir de
las multiples sefalizaciones moleculares en las que participa y las reacciones en cadena
qgue genera, como lo son la homeostasis, los trastornos del animo y de la alimentacion, la
neurogenesis, la neuroproteccion, la cognicién, el aprendizaje, entre otros. Adicionalmente,
muchos de los componentes de este sistema estan ampliamente distribuidos por todo el
cuerpo y son protagonistas en la fisiopatologia de muchos tipos de enfermedades. Razén
por la cual ha despertado un amplio interés para la terapéutica de varias enfermedades
desde dos Oopticas principalmente; la primera, reconociendo los fitocannabinoides como
potenciales agentes terapéuticos en muchas dianas terapéuticas, y la segunda, ofreciendo
oportunidades prometedoras para el desarrollo de nuevos farmacos basados en
cannabinoides, denominados farmacos cannabimiméticos, que a través de su interaccién
con receptores del sistema endocannabinoide permitan mediar una respuesta terapéutica
(Lowe et al., 2021; Lu & Mackie, 2021).

Por otra parte, recientemente se ha evidenciado que los endocannabinoides no solo
activan los receptores propios de este sistema, también interactian con canales i6nicos y
otros receptores acoplados a proteina G, quienes estan involucrados en los mecanismos
fisiopatoldgicos de diversas enfermedades; aumentando su interés en la investigacion en

farmacologia (Lowe et al., 2021).
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En el contexto de la epilepsia, el sistema endocannabinoide toma alta relevancia,
principalmente en las crisis refractarias, para los cuales es bien conocida las propiedades
anticonvulsivantes de fitocannabinoides como CBD, CBG, CBDV y THC, principalmente el
CBD y la CBDV quienes a partir de la activacion del receptor CB1R eluden los efectos
psicotropicos caracteristicos del THC, prometiendo ser candidatos a alternativas o
complementos de los farmacos anticonvulsivantes utilizados en el presente (Lowe et al.,
2021).

3.2.5Cannabis yoda

Cannabis yoda es una variedad genética que corresponde a una semilla registrada frente
al Instituto Colombiano Agropecuario con numero de inscripcion CANN-19-0123 bajo la
titularidad de Investment and Ideas S.A.S. Esta genética es cultivada y procesada como
flor seca en La Dorada — Caldas con zonas de adaptacién en todo el valle geografico del
rio magdalena. Esta registrada dentro de la categoria de “No psicoactivo”, o que la hace
candidata para una extraccion enriquecida en cannabidiol. Importante, teniendo en cuenta

que la patologia a evaluar tiene soporte bibliografico relacionado con esta molécula.

En la presente investigacion se evalua un derivado de esta genética que corresponde a un
aceite destilado, el cual posterior a procesos continuos de separacion via destilacion a alto
vacio permite la concentracion de metabolitos de interés, fitocannabinoides y compuestos
de tipo isoprenoide. Este aceite se caracteriza por ser un liquido oleoso translucido de color
dorado el cual conserva un olor herbal caracteristico, debido a la conservacion de los

compuestos volatiles en el entramado graso de la matriz.

No existen investigaciones preclinicas o clinicas vinculadas con la evaluacion de esta
genética, y los procesos de transformacion de la flor seca estan protegidos por acuerdos

de confidencialidad establecidos por el titular de la genética.
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4. Materiales y métodos

En la presente investigacion se evaluo la actividad anticonvulsivante de un aceite destilado
de Cannabis yoda y cannabidiol, caracterizados a través de técnicas cromatograficas,
versus un patron segun el tipo de crisis. Para estos fines se us6 un grupo de 160 ratones
CD1, 80 machos y 80 hembras con un peso entre 25y 30 g y de 9 a 10 semanas de edad,
seleccionados del bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia.

4.1 Materiales y Reactivos

4.1.1 Sustancias

Aceite destilado de Cannabis yoda suministrado por Cannagold S.A.S

Cannabidiol aislado 95% suministrado por Cannagold S.A.S.

Pentilentetrazol (PTZ) Marca SIGMA a una concentracién de 8 mg/mL en agua destilada
Depakene® (acido valproico) 250 mg / 5mL — Jarabe — Abbott

Keppra® (levetiracetam) 100 mg / mL — Solucién oral — GSK

Tegretol® (carbamazepina) 2g / 100 mL— Suspension — Novartis

Solucidn salina normal (cloruro de sodio) 0.9% — Baxter

Gel de alta conductividad (Electrolyte Gel-Microlyte®)

Aceite de oliva extra virgen — Castell de Ferro

Agua destilada

Etanol 98%

4.1.2 Equipos

Eje rodante (ROTA — ROD / RS, Panlab HARVARD APPARATUS)

Estimulador Eléctrico Programable de Precision, (Isolated Programmable Stimulator,
COULBOURN INSTRUMENTS)
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Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID) SHIMADZU™ GC
2010 Plus con automuestreador SHIMADZU AOC-20i

Cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas con impacto electrénico
(GC-MS/EI) TRACE 1300 (Thermo Scientific) y automuestrador hibrido HTA2800T con
inyeccion liquida, de espacio de cabeza (HS) y con fibra para microextraccion en fase
solida (SPME), material de adsorcion PDMS (polidimetilsiloxano) con divenil benceno

(DVB) tamafio de particula 65 pm
Ultrasonido EIma LC 30 H
Agitador Vortex V-1 plus BOECO Germany

Centrifuga Hettich - Mikro 120

4.1.3 Otros

Jeringas de 1 mL

Canula de acceso gastrico para raton

Jeringa Tuberculina Desechable 1 mL x 25G x 5/8 “ (0.5 x 16mm) Luer Slip
Guantes de Nitrilo

Papel absorbente

Vasos de precipitados de 100, 250 y 500 mL — Schott Duran
Agitador de vidrio

Micropipetas (Brand Transferpette 20 — 200 pyL y 100 — 1000 uL)
Microespatula

Software Chromeleon 7.0 para equipo GC-MS/El y HS-SPME
Software Labsolutions version 5.92 para equipo GC-FID
Software Realtime Analysis

Software GraphPad — Prism 9

Software RStudio
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4.2 Parte farmacoldgica

4.2.1 Animales de laboratorio

Para los modelos de crisis de bajo umbral, crisis mioclénicas, y crisis de ausencia y
miocldnicas se utilizaron 160 ratones CD1, entre machos y hembras con un peso entre 25
y 30 g y de 9 a 10 semanas de edad. Estos fueron puestos a disposicion, con previo aval
ético, por el Bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia.

Previo al sometimiento de los individuos al estimulo correspondiente a cada crisis, estos
fueron acondicionados a ciclos de luz — oscuridad de 12 h, temperatura de 18 a 25°C y
comida y agua ad libitum. Solamente el dia previo a la administracion de las sustancias de

interés y los patrones se sometié a un ayuno de 8 h.

Los procedimientos realizados contemplaron integralmente los principios éticos que
reposan en la Ley N° 84 de 1989 “Por la cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccion
de los Animales”, principalmente los articulos 23, 24, 25 y 26, y lo establecido por la
resolucion 008430 de 1993 “Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud’, en el titulo V, articulo 87 al 94. La presente
investigacion no fue ejecutada sin antes recibir el aval del Comité de Etica de la Facultad

de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia.

Al término de cada modelo experimental, los animales fueron sacrificados sin dolor a través
de exposicion prolongada a CO2 con camara hermética y fueron dispuestos de acuerdo
con el manejo de residuos de la Universidad Nacional de Colombia del programa de

gestion ambiental, en bolsas rojas rotuladas para material biolégico.
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4.2.2 Procedimiento del modelo del eje rodante

Este modelo se llevé a cabo sobre un instrumento de eje rodante (ROTA — ROD / RS,
Panlab HARVARD APPARATUS), que consta de un cilindro de 2.5 cm de didametro
programado para girar a 10 rpm. El instrumento cuenta con 5 espacios separados con
discos atravesados por la mitad con el eje. Este eje se encuentra a una distancia de 25 cm
de altura de una plataforma. El fundamento de la prueba se basa en el tiempo que el ratén
dura sobre el eje rodante, ya que al momento en el que cae sobre la plataforma el contador
se detiene y graba los tiempos individuales. Este modelo se realiza para determinar si las
sustancias en evaluacion generan cambios significativos en la movilidad de los animales,
ya sea por induccion de sedacién o relajacion muscular. Adicionalmente, estos resultados
son utiles para evaluar la posible neurotoxicidad de las sustancias en evaluacion (Mann &
Chesselet, 2015).

El modelo se desarroll6 en las siguientes tres etapas:

o Etapa I: Dia de entrenamiento de los animales para mantener el equilibrio en el eje
rodante por al menos un minuto a una frecuencia de giro de 10 rpm. En esta etapa
no se consideran los tiempos de permanencia de los individuos como resultados,
debido a que corresponde a una fase de entrenamiento.

e Etapa Il Posterior al dia de entrenamiento, previo a la administracion de las
sustancias a evaluar, los animales fueron puestos sobre el eje y se registraron los
tiempos de permanencia. Permitiendo tres oportunidades de reposicién para cada
animal.

e Etapa lll: Posterior a la administracion, exactamente una hora después de ella, los
animales se colocaron sobre el eje y se registraron los tiempos de permanencia.

Permitiendo tres oportunidades de reposicion para cada animal.

4.2.3 Procedimiento de convulsion umbral inducida por

electrochoque de baja frecuencia 6 Hz

Este modelo se ejecutd utilizando un estimulador eléctrico programable de precision,
(Isolated Programmable Stimulator, COULBOURN INSTRUMENTS) acoplado a un par de
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electrodos corneos, al igual que en la prueba descrita anteriormente. Sin embargo, para el
modelo de convulsién umbral se modificaron los siguientes parametros: frecuencia de 6
Hz, corriente constante de 32 mA y retardo de pulso de 1000 ps, numero de pulsos 2,

duracién del primer y segundo pulso de 200 us.

Una hora antes del inicio del ensayo y con ayuno de 8 horas, les fue administrado a cada
uno de los individuos alguno de los tratamientos segun al grupo al que hayan sido
asignados: aceite destilado de Cannabis yoda a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, cannabidiol a
50, 150, 300 y 600 mg/Kg, levetiracetam a 80 mg/Kg (Zagaja et al., 2022) y aceite de oliva
como vehiculo. Se preparé el equipo para operacion con el protocolo descrito previamente.
Posteriormente, se extendid sobre los electrodos cérneos cantidad suficiente de gel de alta
conductividad. Luego, se inmovilizé el animal garantizando que se encontrara en posicion
prono. Finalmente, se puso en contacto el par de electrodos con la cornea del individuo
para la realizacion de la descarga. Se mantuvo el estimulo durante 3 segundos e
inmediatamente después de culminado el tiempo se liberdé al animal. Los resultados del
modelo se basaron en el criterio de proteccion, es decir, si el ratdon presentaba o no una
crisis de bajo umbral o refractaria; caracterizada por ereccidon de los bigotes, estiramiento
de los miembros superiores, movimientos armonicos de la cabeza y fenédmeno de Straub,
posterior a la convulsién el ratén entra en etapa de recuperacion evidenciado por actitudes

exploratorias del lugar (Laura C. Ruiz & Cesar G. Giron, 2022).

4.2.4 Procedimiento de convulsién inducida por agente

quimico pentilentetrazol (PTZ)

Este modelo se llevd a cabo utilizando una solucién de PTZ marca SIGMA en agua
destilada a una concentracién de 8 mg/ml debido a que la dosis efectiva de PTZ mas
conocida para provocar este tipo de convulsiones en el 97% de ratones evaluados es 85
mg/kg (Sills & Brodie, 2009). Una hora antes del inicio del ensayo y con ayuno de 8 horas,
les fue administrado VO a cada uno de los individuos alguno de los tratamientos segun al
grupo al que hayan sido asignados: aceite destilado de Cannabis yoda a 50, 150, 300 y
600 mg/Kg, cannabidiol a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, acido valproico a 300 mg/Kg (Alachkar
et al., 2020; T. Singh et al., 2021) y aceite de oliva como vehiculo. Se administrd la solucién
de PTZ via subcutanea en la region interauricular del animal. Posteriormente se liber6 el

animal en un campo libre de 50 x 50 cm durante 30 minutos para observacion, tiempo
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suficiente para que el PTZ haga su efecto. Los resultados del modelo se basaron en el
criterio de proteccion, es decir, si el ratdon presentaba o no una crisis mioclonica; que se
caracteriza por presencia de sacudidas generalizadas en la mayoria de los casos (Alachkar
et al., 2020; T. Singh et al., 2021), y crisis localizadas.

4.2.5 Procedimiento de convulsion inducida por

electrochoque a maxima frecuencia 60 Hz (MES)

Este modelo se llevé a cabo utilizando un estimulador eléctrico programable de precision,
(Isolated Programmable Stimulator, COULBOURN INSTRUMENTS) acoplado a un par de
electrodos corneos. Se establecieron los siguientes parametros estableciendo los
siguientes parametros: frecuencia de 60 Hz, corriente constante de 50 mA, retardo de pulso
de 1000 s, 2 pulsos rectangulares de 83 ms, primer pulso positivo, segundo pulso

negativo y 2 ciclos necesarios para lograr una crisis tonica (van Vliet & Gorter, 2017).

Una hora antes del inicio del ensayo y con ayuno de 8 horas, les fue administrado a cada
uno de los individuos alguno de los tratamientos segun al grupo al que hayan sido
asignados: aceite destilado de Cannabis yoda a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, cannabidiol a
50, 150, 300 y 600 mg/Kg, carbamazepina a 20 mg/Kg (Enna, 1998) y aceite de oliva como
vehiculo. Se preparé el equipo para operacion con el protocolo descrito previamente.
Posteriormente, se extendid sobre los electrodos cérneos cantidad suficiente de gel de alta
conductividad. Luego, se inmovilizé el animal garantizando que se encontrara en posicion
prono. Finalmente, se puso en contacto el par de electrodos con la cornea del individuo
para la realizacion de la descarga e inmediatamente después del estimulo se liber6 al
animal. Los resultados del modelo se basaron en el criterio de proteccién, es decir, si el
raton presentaba o no una crisis tdénica; que se evidencia por el estiramiento de los

miembros posteriores (Castel-Branco et al., 2009).

4.2.6 Diseno experimental y analisis estadistico

Los experimentos fueron desarrollados secuencialmente en tres fases bien diferenciadas

para las cuales los individuos se distribuyeron por tratamientos de la siguiente manera.
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Fase I: Se utilizaron 72 individuos aleatoriamente seleccionados para la prueba del
eje rodante, realizada antes de las pruebas de la bateria preclinica de epilepsia, ya
que permite detectar posibles efectos neurotéxicos agudos de las sustancias a
evaluar. Se dividieron en grupos de 6 animales por tratamiento, considerando
machos y hembras aleatoriamente seleccionados: aceite destilado de Cannabis
yoda y cannabidiol en cada dosis 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, carbamazepina a 20
mg/Kg, acido valproico a 300 mg/Kg, levetiracetam a 80 mg/Kg, y aceite de oliva
como vehiculo o control negativo (Figura 4-1).

Fase IlI: Se distribuyeron aleatoriamente 120 ratones macho y hembras en grupos
de 40 para cada modelo de evaluacion. Se asignaron 10 individuos por sustancia
a evaluar de la siguiente manera: 10 para aceite destilado de Cannabis yoda a 50
mg/Kg, 10 para cannabidiol 50 mg/Kg, 10 para el vehiculo (aceite de oliva) y 10
para la sustancia patrén segun modelo. Para el modelo de convulsion umbral de
baja frecuencia a 6 Hz para crisis refractarias el patron fue levetiracetam a 80
mg/Kg, para el modelo de maximo electrochoque (MES) para crisis tonico —
clénicas fue carbamazepina a 20 mg/Kg y para el modelo de convulsion inducida
por pentilentetrazol (PTZ) para crisis de ausencia y mioclonicas el patron fue acido
valproico a 300 mg/Kg (Figura 4-1).

Fase lll: Se utilizaron 40 ratones macho y hembras para completar la evaluacion
de las dosis restantes del aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol: 150,
300 y 600 mg/Kg. Se empezo con el modelo menos agresivo, que corresponde al
de convulsion umbral a baja frecuencia a 6 Hz, seguido del modelo de convulsién
inducida por PTZ y finalmente el modelo de maximo electrochoque (MES). Para
todos los ensayos se asignaron 10 individuos para la dosis de aceite destilado de
Cannabis yoda, 10 para la dosis de cannabidiol, 10 para el patrén segun modelo y
10 para el vehiculo. Entre cada uno de los modelos por dosis se dejaron reponer a
los individuos del estimulo y descansar durante una semana para el sometimiento

a la nueva administracion y estimulo (Figura 4-2).

Respecto al analisis estadistico se utilizaron varias pruebas estadisticas segun la

naturaleza de los resultados y las variables de cada modelo. Se desprecié el sexo de

los individuos ya que, a pesar de tener el tamafio de muestra dividido equitativamente

por machos y hembras, se seleccionaron aleatoriamente para su participacion en cada

modelo. En el eje rodante se utilizd6 una prueba de ANOVA de medidas repetidas,
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comparando los tiempos pre y post administracion, verificando los supuestos para su
uso. El primero, la ausencia de valores extremos o outliers y el segundo, normalidad a
través de la realizaciéon de la prueba de Shapiro cuyo valor p fue mayor que 0.05,
indicando distribucion normal de los datos. Para el modelo de convulsién inducida por
maximo electrochoque (MES), por pentilentetrazol (PTZ) y de bajo umbral se utilizo la
prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon y la prueba de Kruskal
Wallis de diferencia entre tratamientos, para cada una de las dosis administradas (50,
150, 300 y 600 mg/Kg) de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado
versus el control negativo y el patron que corresponde segun tipo de crisis. Para cada
uno de estos modelos se determind como resultado el criterio de proteccidén que varia
segun la respuesta de los animales de laboratorio al estimulo correspondiente de cada

tipo de crisis, descritos en el apartado de resultados.
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Figura 4-1: Esquema de distribucion de tratamientos por modelo en Fase | y Fase li
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Figura 4-2: Esquema de distribucion de tratamientos por modelo en Fase Il
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4.3 Parte analitica

4.3.1 Procedimiento de identificacién y cuantificacién de
componentes de aceite destilado de Cannabis yoday

cannabidiol aislado a través de técnicas cromatograficas

4.3.1.1 Ildentificacion de cannabinoides por GC-MS/EI

Preparacion de la muestra: para la identificacion de cannabinoides en el aceite destilado
y en el cannabidiol se realizé el siguiente proceso secuencial por duplicado, adaptado de
las metodologias analiticas validadas del Laboratorio de Analisis Farmacéutico de la
Universidad Nacional de Colombia (LAFUN): En vial Eppendorf® se pesaron
aproximadamente 50 mg de la sustancia a evaluar (aceite destilado de Cannabis yoda o
cannabidiol aislado). Posteriormente se agregaron 2 ml de etanol al 96 %. El vial se cerré
y se sometié a agitacion en vortex durante 1 minuto con posterior ultrasonido durante 5
minutos. Finalmente, el extracto se centrifugd a 9000 rpm durante al menos 5 minutos. Del
sobrenadante se tomaron 50 uL y se transfirieron a un vial de cromatografia con inserto de
200 y se completd a volumen con de etanol al 96%. De esta solucién se inyecto 1 pyL en el

cromatoégrafo.

Condiciones cromatograficas: El cromatografo empleado fue un GC-MS Trace 1300 de
Thermo Scientific™, con detector ISQ QD de la misma marca. El automuestreador
HTA2800T fue operado en el médulo para liquidos con jeringa de 10 uL. La columna
cromatografica empleada fue una TR-5MS (30 m x 0.25 mm de diametro interior, 0.25 pm
de espesor de pelicula) marca Thermo Scientific™ a un flujo de 1 mL/min empleando como
gas portador helio. Las condiciones de operacion empleadas fueron: Temperatura del
inyector 290 °C, operado en modo split 10:1. La temperatura del horno fue de 40°C por 1
min. Posteriormente se empledé una rampa de temperatura de 25°C/min hasta 170°C.
Luego se incrementa la temperatura a una tasa de 15°C/ min 300°C por 10 minutos. La
temperatura del detector y la linea de transferencia fueron 230°C y 270 °C,
respectivamente. El espectrofotometro de masas fue operado en modo full scan en un

rango de masas de 50 a 500 u.m.a empleando como técnica de ionizacion El a 70 eV.
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4.3.1.2 Identificacion de terpenos por GC-MS/EI-HS-SPME

Preparacion de la muestra: En un vial de HS con capacidad de 20 mL se colocaron
200 mg del aceite destilado de Cannabis yoda. Inmediatamente el vial fue sellado con
cepta y agrafe asegurando que no se presentaran fugas. Posteriormente el vial se
sometié a calentamiento durante 10 minutos a 60°C. Luego se inyecta el vial con el
dispositivo de SPME y se expone la fibra durante 3 minutos en el HS a la misma
temperatura para permitir la desorcion de los analitos. Culminado este tiempo se retira
el dispositivo y se inyecta de manera manual en el GC-MS/EI dejando la fibra expuesta
en el puerto de inyeccién 1 minuto para favorecer la desorcion de los analitos extraidos.

El mismo procedimiento fue realizado con el CBD aislado.

Condiciones cromatograficas: El equipo empleado fue el mismo del numeral 4.3.1.1
sin automuestreador con inyeccion manual SPME bajo las siguientes condiciones: La
columna cromatografica empleada fue una TR-5MS (30 m x 0.25 mm de diametro
interior, 0.25 ym de espesor de pelicula) marca Thermo Scientific™ a un flujo de 1
mL/min empleando como gas portador helio. Las condiciones de operacion empleadas
fueron: Temperatura del inyector 270 °C, operado en modo split 20:1. La temperatura
del horno fue de 40°C por 1 min. Posteriormente se empled una rampa de temperatura
de 5°C/min hasta 280°C por 3 min. La temperatura del detector y la linea de
transferencia fueron 230°C y 270 °C, respectivamente. El espectrofotémetro de masas
fue operado en modo full scan en un rango de masas de 50 a 500 u.m.a empleando
como técnica de ionizacién El a 70 eV. Las condiciones cromatograficas fueron
operadas empleando el software ChromeleonTM 7 version 7.2.10 y la identificaciéon de

los cannabinoides fueron hechas con la libreria NIST version 20 del ano 2020.

4.3.1.3 Cuantificacién de THC, CBD y CBN por GC-FID

Preparacion de la muestra: Para la cuantificacion de THC, CBD y CBN en el Aceite
Destilado de Cannabis yoda y Cannabidiol aislado, se utilizaron dos soluciones de
referencia: una externa (SRE), y otra interna (SRI) descritas en la metodologia analitica
validada para Cannabis del Laboratorio (LAFUN). Para la primera se utilizé una ampolla
con una mezcla de THC al 98,1%, CBD al 99,3 % y CBN al 99,3%, de 1 mg/mL a la cual

se le tomaria una alicuota de 0.5 mL y se completaria con 0.75 mL de etanol en un vial
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de 2.0 mL para cromatografia. Se ha realizado dicho procedimiento con el fin de tener
una solucion madre de SRE a una concentracion final de estandares de 400 ppm (THC,
CBD y CBN).

Por otro lado, para la preparacion de la SRI, se pesaron 10 mg de tetracosano al 99%
en un balon aforado de 25 mL y se completd a volumen con 25 mL de Etanol. Se llevé
el balén aforado a ultrasonido seguido de agitacion en vortex durante 15 minutos cada

uno para garantizar la solucion.

Con las dos soluciones listas, SRE y SRI, se preparo el control para la cuantificacion;
este consistia en una mezcla de ambas soluciones de referencia preparadas de la
siguiente manera. Se tomaron 50 pL de la solucion madre de SRE y se transfirié a un
vial de cromatografia con inserto, al cual se le adicionaron 30 pL de SRl y 120 yL de
Etanol para obtener una concentracion final de estandares de 100 ppm (THC, CBD y
CBN).

Para la preparacion de la muestra a analizar, aceite destilado de Cannabis yoda y
cannabidiol aislado, se realizd el mismo procedimiento descrito en el apartado de
identificacion a través de GC-MS/EI. Sin embargo, una vez culminado el proceso de
centrifugacion a 9000 rpm durante al menos 5 minutos, se tomdé una alicuota del
sobrenadante, se deposité en un vial para cromatografia con inserto debidamente

marcado, al cual se le adicionaron 30 uL de la solucion SRI'y 120 uL de Etanol.

Teniendo los viales para cromatografia listos, se dispusieron para proceder con las
inyecciones. Iniciando con una inyeccion de 1 pyL de Etanol al 96%, seguido de 1 uL del
control y finalmente 1 puL de la muestra a analizar por duplicado, purgando entre
inyeccion con 1 pyL de etanol. La cuantificacion se logré utilizando los estandares

descritos con anterioridad a una concentracion de 100 ppm.

Condiciones cromatograficas: El cromatégrafo empleado fue un GC-FID SHIMADZU
GC 2010 Plus con detector de ionizacién de llama y un automuestreador Shimadzu
AOC-20i operado en el moédulo para liquidos con jeringa de 10 uL. La columna
cromatografica empleada fue una RTX®-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) con una
proporcion 95/5 de dimetilpolisiloxano y difenil a un flujo de 1 mL/min empleando como
gas portador helio. Las condiciones de operacion empleadas fueron: Temperatura del

inyector 300 °C, operado en modo split 10:1. La temperatura del horno fue de 200°C
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por 2 min. Posteriormente se empled una rampa de temperatura de 10°C/min hasta
260°C por 6 min. La temperatura del detector fue de 290. Las condiciones

cromatograficas fueron operadas empleando el software LabSolutions version 5.92.
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5. Resultados

En los siguientes apartados se presentan los resultados para las pruebas farmacoldgicas
elaboradas en ratones, y se describen los cromatogramas de cada técnica cromatografica,
identificacion y cuantificacion, de acuerdo con la metodologia descrita en el capitulo

anterior.

5.1 Parte farmacolégica

5.1.1 Resultados del procedimiento del modelo del eje rodante

En el modelo del eje rodante se determiné como resultado el tiempo promedio que
permanece el individuo sobre el eje a 10 rpm en dos momentos diferentes, por 6
repeticiones cada uno. EIl primer momento se midié sin la administracion de alguna
sustancia, y el segundo con la administracion de las sustancias una hora antes de la
prueba. Se realiz6 con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas entre

los dos momentos.

En la Tabla 5-1 se presentan los resultados diferenciados por los dos momentos de

medicion y los errores estandar asociados a cada una de las medidas para cada momento.

Tabla 5-1: Resultados en segundos (s) para el modelo del Eje Rodante en los dos
momentos de medicion, pre y post-administracion correspondientes al dia 1 y dia 2
respectivamente, incluyendo los valores p de cada comparacion.

Error Error Valor p
Tratamiento Dia 1 (s) Esta’mdar Dia 2 (s) estgndar (ANOVA test)
Dia 1 Dia 2
Aceite destilado F (1,5)=2.953
50 mg/Kg 33.7 1.97 36.2 2.48 b = 0.146
Aceite destilado 343 1.21 335 1.05 F (1,5)=3.049

150 mg/Kg p =0.141
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Para concluir si existen diferencias significativas entre las medidas para cada una de las
sustancias administradas, se utilizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas
verificando los supuestos para su uso. El primero, la ausencia de valores extremos o
outliers y el segundo, normalidad a través de la realizacion de la prueba de Shapiro cuyo

valor p fue mayor que 0.05.

La prueba de ANOVA de medidas repetidas arrojé valores p > 0.05 permitiendo no
rechazar la hipétesis nula, asociada a que no existen diferencias significativas entre los

tiempos tomados pre (dia 1) y post-administracion (dia 2).

Por ultimo, en la Figura 5-1, se evidencia graficamente los promedios obtenidos para

cada medicion pre y post-administracion por tratamiento.
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Levetiracetam 80 mg/Kg Cannabidiol 600 mg/Kg Il Aceite destilado de Cannabis yoda 600 mg/Kg

Figura 5-1: Tiempo de permanencia (s) de ratones sobre el eje rodante antes y después
de la exposicidon a los tratamientos en diferentes dosis. La figura muestra los valores
promedio * el ems, p > 0.05

5.1.2 Resultados del procedimiento de convulsién umbral

inducida por electrochoque de baja frecuencia 6 Hz

En el modelo de convulsion umbral inducida por electrochoque de baja frecuencia a 6 Hz
se determiné como resultado el criterio de proteccion, es decir, si el raton presentaba o no
una crisis de bajo umbral; caracterizada por ereccion de los bigotes, estiramiento de los
miembros superiores, movimientos armoénicos de la cabeza y fendmeno de Straub, segun
el protocolo descrito en el apartado de metodologia. Si el individuo presentaba una o mas

de estas caracteristicas en ese orden se podria considerar como desprotegido.

En la Tabla 5-2 se presentan los resultados del numero de individuos protegidos por cada

dosis administrada de tratamiento, con el respectivo porcentaje de proteccion

Tabla 5-2: Porcentaje de animales protegidos para cada uno de los tratamientos evaluados
y su respectiva dosis, en el modelo de convulsion umbral inducida por electrochoque de
baja frecuencia a 6 Hz
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No. Animales con

it - % de Animales
convulsién de bajo

Tratamiento Dosis

(mg/Kg) umbral/Total de animales protegidos

. . 50 1/10 90
g o
yoda 300 1/10 90

600 0/10 100

50 4/10 60

Cannabidiol 150 6/10 40
aislado 300 7/10 30
600 2/10 80

Levetiracetam 80 0/10 100
Aceite de oliva - 10/10 0

Adicionalmente, en la Tabla 5-3, 5-4, 5-5 y 5-6 se presentan los valores p obtenidos a partir
de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon y la prueba de Kruskal
Wallis de diferencia entre tratamientos, para cada una de las dosis administradas (50, 150,
300 y 600 mg/Kg) de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol Aislado. Para las
cuales se resalta con un asterisco en rojo los tratamientos comparados para los cuales, si
existe diferencia significativa (p < 0.05). Parametro fundamental al momento de comparar
una sustancia con potencial actividad farmacoldgica versus un patron, que en este caso

corresponde a levetiracetam a 80 mg/Kg.

Tabla 5-3: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 50 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron levetiracetam a 80 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

. Apeite Levetiracetam  Cannabidiol  Aceite de oliva
Tratamientos  destilado 50 i
80 mg/Kg 50 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado } 0.36812 0.28878 *0.00048
50 mg/Kg
Levetiracetam 0.36812 _ 0.10077 *0.000096
80 mg/Kg
Cannabidiol 0.28878 0.10077 - *0.02006
50 mg/Kg

(Vehiculo)
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p = 0.0000135; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Tabla 5-4: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 150 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron levetiracetam a 80 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite . - . .
Tratamientos  destilado 150 Levetiracetam  Cannabidiol Aceite qe oliva
80 mg/Kg 150 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado *
150 mg/Kg - 0.1675 0.1655 0.0022
Levetiracetam N .
80 mg/Kg 0.1675 - 0.0201 0.000096
Cannabidiol N
150 mg/Kg 0.1655 0.0201 - 0.1008
Aceite de oliva " *
(Vehiculo) 0.0022 0.000096 0.1008 -
p = 0.00003595; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Tabla 5-5: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 300 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron levetiracetam a 80 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite . - , .
Tratamientos  destilado 300 Levetiracetam  Cannabidiol Aceite qe oliva
80 mg/Kg 300 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado * *
300 mg/Kg - 0.36812 0.02601 0.00048
Levetiracetam * *
80 mg/Kg 0.36812 - 0.00647 0.000096
Cannabidiol . .
300 mg/Kg 0.02601 0.00647 - 0.15343
Aceite de oliva . *
(Vehiculo) 0.00048 0.000096 0.15343 -

p = 0.000005393; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis
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Tabla 5-6: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 600 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron levetiracetam a 80 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite ; idi ' '
Tratamientos destilado 600 Leggtlrac;&tam (éggnabl/?(lol Ac<\a/|teh§1e |OIIVa
ke mg/Kg mg/Kg (Vehiculo)
Acggg gqegs}t&gdo ) - 0.3350 *0.00008
Leggtll':’]agile(tgam - - 0.3350 *0.00008
Cannabidiol *
600 mg/Kg 0.3350 03350 _ o008
(Vehiculo)
p =0.0000006443; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal

Wallis

Finalmente, se presenta la Figura 5-2 que evidencia una comparativa entre los distintos

tratamientos a diferentes dosis con su respectivo factor de proteccion.

1.2
S Bl Aceite Destilado de
8104 1M - = — Cannabis yoda
(]
© 0.8- I [ Levetiracetam 80 mg/Kg
a
2 0.6 % 1 Cannabidiol
5 . B3 Aceite oliva
-G 0.4'
&
N 0.2

0 0 * * E3 *

& & ¢ ¥
Qé\ Q& Q& Q&
OGN . .
f»o lb' ho

Figura 5-2: Fraccion de proteccion de cada uno de los tratamientos (aceite destilado de
Cannabis yoda y cannabidiol aislado a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, levetiracetam a 80 mg/Kg
y aceite de oliva como vehiculo) frente a crisis umbral inducida por electrochoque de baja
frecuencia 6 Hz.
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5.1.3 Resultados del procedimiento de convulsién inducida por

agente quimico pentilentetrazol (PTZ)

En el modelo de convulsion inducida por agente quimico pentilentetrazol (PTZ) se
determiné como resultado el criterio de proteccién, es decir, si el ratdn presentaba o no
una crisis mioclonica; caracterizada por sacudidas generalizadas, segun el protocolo

descrito en el apartado de metodologia.

En la Tabla 5-7 se presentan los resultados del numero de individuos protegidos por cada

dosis administrada de tratamiento, con el respectivo porcentaje de proteccion.

Tabla 5-7: Porcentaje de animales protegidos para cada uno de los tratamientos evaluados
y su respectiva dosis, en el modelo de convulsion inducida por agente quimico
pentilentetrazol (PTZ).

No. Animales con

Tratamiento Dosis _ cgnyulsién % de Ani_males
(mg/Kg) mioclénica/Total de protegidos
animales
. . 50 6/10 40
e 180 7
yoda 300 4/10 60
600 6/10 40
50 4/10 60
Cannabidiol 150 1710 90
aislado 300 4/10 60
600 4/10 60
Acido valproico 300 0/10 100
Aceite de oliva - 10/10 0

Adicionalmente, en la Tabla 5-8, 5-9, 5-10 y 5-11 se presentan los valores p obtenidos a
partir de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon y la prueba de
Kruskal Wallis de diferencia entre tratamientos, para cada una de las dosis administradas
(50, 150, 300 y 600 mg/Kg) de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado.
Para las cuales se resalta con un asterisco en rojo los tratamientos comparados para los
cuales, si existe diferencia significativa (p < 0.05). Parametro fundamental al momento de
comparar una sustancia con potencial actividad farmacolégica versus un patrén, que en

este caso corresponde a acido valproico a 300 mg/Kg.
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Tabla 5-8: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 50 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron acido valproico a 300 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite P . - . .
Tratamientos destilado Acgc(l)% \rlslp;'r(o Ico CSag rr]]fb/'E'OI Ac((\a/l’:aeh?cemooll)va
50 mg/Kg 9rg 99
Aceite destilado *
50 mg/Kg - 0.025 0.408 0.101
Acido valproico . «
300 mg/Kg 0.025 - 0.101 0.000096
Cannabidiol .
50 mg/Kg 0.408 0.101 - 0.025
Aceite de oliva * *
(Vehiculo) 0.101 0.000096 0.025 -
p = 0.0001485; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Tabla 5-9: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 150 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron acido valproico a 300 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite - . - . .
Tratamientos  destilado 150 Acido valproico  Cannabidiol Aceite qe oliva
300 mg/Kg 150 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado *
150 mg/Kg - 0.23015 0.60112 0.00647
Acido valproico «
300 mg/Kg 0.23015 - 0.60112 0.000096
Cannabidiol .
150 mg/Kg 0.60112 0.60112 - 0.00048
Aceite de oliva ) 5647 “0.000096 “0.00048 ;
(Vehiculo)
p = 0.000008903; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal

Wallis

Tabla 5-10: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
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dosis 300 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron acido valproico a 300 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Tratamientos Aceite destilado Acido valproico Cannabidiol  Aceite de oliva

300 mg/Kg 300 mg/Kg 300 mg/Kg (Vehiculo)

Aceite destilado *

300 mg/Kg - 0.101 - 0.025
Acido valproico «

300 mg/Kg 0.101 - 0.101 0.000096

Cannabidiol .

300 mg/Kg - 0.101 - 0.025
Aceite de oliva “0.025 “0.000096 “0.025 ;

(Vehiculo)

p = 0.0001625; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal Wallis

Tabla 5-11: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 600 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron acido valproico a 300 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa
Aceite o . - : .
Tratamientos destilado Acgc(l)% \rlslp;'r(o \co %%gnnib'/?ém Ac((\a/l’:aeh?cemooll)va
600 mg/Kg 9rg 9rg

Aceite destilado .
600 mg/Kg - 0.025 0.408 0.101
Acido valproico . )
300 mg/Kg 0.025 - 0.101 0.000096
Cannabidiol .
600 mg/Kg 0.408 0.101 - 0.025

Aceite de oliva . *
(Vehiculo) 0.101 0.000096 0.025 -

p = 0.0001485; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Finalmente, se presenta la Figura 5-3 que evidencia una comparativa entre los distintos
tratamientos a diferentes dosis con su respectivo factor de proteccion.
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Figura 5-3: Fraccion de proteccion de cada uno de los tratamientos (aceite destilado de
Cannabis yoda y cannabidiol aislado a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, acido valproico a 300
mg/Kg y aceite de oliva como vehiculo) frente a crisis inducida por agente quimico
pentilentetrazol (PTZ).

5.1.4 Resultados del procedimiento de convulsién inducida por

electrochoque a maxima frecuencia 60 Hz (MES)

En el modelo de convulsién inducida por electrochoque a maxima frecuencia 60 Hz (MES)
se determind como resultado el criterio de proteccion, es decir, si el ratén presentaba o no
una crisis ténica; que se evidencia por el estiramiento de los miembros posteriores, segun

el protocolo descrito en el apartado de metodologia.

En la Tabla 5-12 se presentan los resultados del numero de individuos protegidos por cada

dosis administrada de tratamiento, con el respectivo porcentaje de proteccion,

Tabla 5-12: Porcentaje de animales protegidos para cada uno de los tratamientos
evaluados y su respectiva dosis, en el modelo de convulsion inducida por electrochoque a
maxima frecuencia 60 Hz (MES)

Dosis No. Animales con
(mg/Kg) convulsion toénicalTotal
9/ng de animales

50 9/10 10
150 8/10 20

% de Animales

Tratamiento -
protegidos
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Aceite destilado 300 9/10 10
de Cyi’;’;ab’s 600 8/10 20
50 7/10 30

Cannabidiol 150 6/10 40
aislado 300 6/10 40

600 6/10 40

Carbamazepina 20 0/10 100
Aceite de oliva - 10/10 0

Adicionalmente, en la Tabla 5-13, 5-14, 5-15 y 5-16 se presentan los valores p obtenidos
a partir de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon y la prueba
de Kruskal Wallis de diferencia entre tratamientos, para cada una de las dosis
administradas (50, 150, 300 y 600 mg/Kg) de aceite destilado de Cannabis yoda vy
cannabidiol aislado. Para las cuales se resalta con un asterisco en rojo los tratamientos
comparados para los cuales, si existe diferencia significativa (p < 0.05). Parametro
fundamental al momento de comparar una sustancia con potencial actividad farmacoldgica

versus un patrén, que en este caso corresponde a carbamazepina a 20 mg/Kg.

Tabla 5-13: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 50 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron carbamazepina a 20 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite ; idi i i
Tratamientos  destilado 50 Carzboa r:;aﬁ((aplna Canrr1nat;|£|0I >0 Ac((\a/l’:aeh?ceu%h)va
mg/Kg 9'ng 9r9
Aceite destilado } *0.00048 0.60112 0.60112
50 mg/Kg
Carbamazepina *0.00048 - *0.00647 *0.000096
20 mg/Kg
Cannabidiol 50 0.60112 *0.00647 - 0.23015
mg/Kg
Aceite qe oliva 0.60112 *0.000096 0.23015 -
(Vehiculo)

p = 0.000008903; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis
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Tabla 5-14: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 150 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron carbamazepina a 20 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite : - . .
Tratamientos  destilado 150 Carbamazepina Cannabidiol Aceite qe oliva
20 mg/Kg 150 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado *
150 mg/Kg - 0.0022 0.28878 0.335
Carbamazepina " N N
20 mg/Kg 0.0022 - 0.0201 0.000096
Cannabidiol N
150 mg/Kg 0.3662 0.0201 - 0.1008
Aceite de oliva N
(Vehiculo) 0.335 0.000096 0.1008 -
p = 0.00004553; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Tabla 5-15: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relaciona la
dosis 300 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el aceite
de oliva como blanco, con el patron carbamazepina a 20 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite . - . .
Tratamientos  destilado 300 Carbamazepina Cannabidiol Aceite gle oliva
20 mg/Kg 300 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado *
300 mg/Kg - 0.00048 0.28878 0.36812
Carbamazepina . 53048 - *0.02006 *0.000096
20 mg/Kg
Cannabidiol N
300 mg/Kg 0.28878 0.02006 - 0.10077
Aceite deoliva g 35845 “0,000096 0.10077 -
(Vehiculo)
p = 0.0000135; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Tabla 5-16: Valores p de la prueba de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon
y la prueba de diferencia significativa entre tratamientos de Kruskal-Wallis que relacionan
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la dosis 600 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, con el
aceite de oliva como blanco, con el patron carbamazepina a 20 mg/Kg y entre ellos.

Valores p de comparaciones post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon *(p < 0.05)
diferencia significativa

Aceite : - . .
Tratamientos  destilado 600 Carbamazepina Cannabidiol Aceite gle oliva
20 mg/Kg 600 mg/Kg (Vehiculo)
mg/Kg
Aceite destilado "
600 mg/Kg - 0.0022 0.3662 0.335
Carbamazepina .4 455, - *0.0201 *0.000096
20 mg/Kg
Cannabidiol .
600 mg/Kg 0.3662 0.0201 - 0.1008
Aceite de oliva 0.335 “0.000096 0.1008 -
(Vehiculo)
p = 0.00004553; p < 0.05 Sl diferencia significativa entre tratamientos Kruskal
Wallis

Finalmente, se presenta la Figura 5-4 que evidencia una comparativa general entre los
distintos tratamientos a diferentes dosis con su respectivo factor de proteccion. Un valor
de 1 representa la proteccioén total de la poblacion muestreada, es decir, 10 individuos no
presentaron una crisis de tipo ténico a través del estiramiento de los miembros inferiores.
Esta proteccién total es caracteristica de un patron bien seleccionado, que en este caso

corresponde a carbamazepina a 20 mg/Kg.

c 1.2 . :
0] Il Aceite Destilado de
§ 1.04 ~ - = = Cannabis yoda
© 0.8- ] Carbamazepina
% 20 mg/Kg
B 0.6 1 . x T T ] Cannabidiol
28 0.4 * * 5 Aceite oliva
Q
©
o 0.2+
0.0-
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Figura 5-4: Fraccion de proteccion de cada uno de los tratamientos (aceite destilado de
Cannabis yoda y cannabidiol aislado a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg, carbamazepina a 20
mg/Kg y aceite de oliva como vehiculo) frente a crisis tdnica inducida por electrochoque a

maxima frecuencia 60 Hz (MES).

5.2 Parte analitica

5.2.1 Resultado de la identificacion de cannabinoides por GC-

MS/EI

En las Figura 5-5 y 5-6 se presentan los cromatogramas obtenidos para el aceite destilado

de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, respectivamente. Para lograrlo se uso

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) con la

configuracion de los parametros cromatograficos previamente validados, descritos en el

apartado de metodologia.

[chromatogram
1 0610 - 3 Cannabis Yoda ARLS 2022 #11 [manually integrated] Y2 TICTIC
: counts
5829 !
{
|
5.3e0 ] ,'
1 |
] |
2.0 E |;
3,829 ] '
f
2.-:-395 | n ‘ r
1 ‘ [ ‘ "
1.3e9 ] )‘ ) | "
00e é__.____, 'J,L U|“ f\_J:,I'L-_"'A\Jj L-'-'— —-""'\ e _J‘i ‘!-Hf\.‘- —-.1{"I.\ﬁ ]
‘Egrs_,io 7.00 3.00 9.00 1000 11.00 12,00 1200 13.50
# Pico Nombre Tlen_lpo de_ % Relativo
retencién (min)
1 Cannabidivarina (CBDV) 7,857 6,00
2 Cannabicitran 8,506 6,68
3 Tetrahidrocannabivarina (THCV) 8,771 0,52
4 Tetracosano 9,166 2,25
5 10,020 74,17

Cannabidiol (CBD)
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6 Tetrahidrocannabinol (THC)
7 Cannabigerol (CBG)

11,217
11,897

9,04
1,34

Figura 5-5: Cromatograma de corriente ionica total para el aceite destilado de Cannabis

yoda obtenido a través de GC-MS/EI

| Chromatogram |
10010 % Cannabis Yoda ARLS 2022 #3 [manually integrated] Ci1 TICTIC
7| counts
BSeQE
7569—3
G,Seg—f
50e9—5
SBeQ—z
2.599—3
1 389—2 )L
OUeD-f LA : “ } L_ 1
1 0es :, ‘ , , , ‘ ‘ , min |
6,00 7.00 5,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 13,50
# Pico Nombre Tlen_lpo de_ % Relativo
retencién (min)
1 Cannabidivarina (CBDV) 7,843 0,39
2 Cannabicitran 8,492 0,22
3 CBD-3 8,761 0,34
4 Tetracosano 9,169 4,29
5 Cannabidiol (CBD) 10,013 94,34
6 Tetrahidrocannabinol (THC) 11,162 0,42

Figura 5-6: Cromatograma de corriente iénica total para cannabidiol obtenido a través de

GC-MS/ELI.

5.2.2 Resultados de la identificacion de terpenos por GC-MS/EI-

HS-SPME

En las Figuras 5-7 y 5-8 se presentan los cromatogramas de las sustancias volatiles

extraidas del aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado, respectivamente,

obtenidos a través microextraccion en fase sélida (SPME). Para el cromatograma no se

relacionan componentes a picos debido a que no se identificd ningun componente volatil.
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6.008 2 ﬂERPENOS LAFUN #130 [manually integrated] TIC
S,OeBE
4.0e55
3!Oe8—:
2.0e8€
e | | L
0»0e0£ M A A A;A AA A A A _A
'1=Oeﬁ:,.,............,...,..]..........
9‘IO 1C|u0 12|,5 15l.0 1?[45 20,0 225 250 28,0
. Tiempo de o .

# Pico Nombre retencién (min) % Relativo

1 a-Pineno 9,907 9,91

2 B-Pineno 11,288 2,31

3 2-(10)-Pineno 11,441 0,94

4 B-Mirceno 11,584 24,31

5 Cis-2,6-dimetil-2,6-Octadieno 11,866 1,95

6 Cosmeno 12,115 5,36

7 Terpinoleno 12,489 1,18

8 p-Cimeno 12,720 13,70

9 d-Limoneno 12,877 4,69

10 B-Ocimeno 13,370 0,50

11 Isoterpenoleno 14,631 1,69

12 a-p-dimetilestireno 14,761 7,91

13 1,3,8-p-mentatrieno 15,461 2,78

14 Exo-fenchol 15,679 0,90

15 p-menta-1,5,8-trieno 16,152 5,91

16 Camfeno 17,291 0,83

17 B-Cariofileno 24,182 3,84

18 a-Guaieno 24,525 2,49

19 a-Humuleno 25,090 1,50

20 Azuleno 26,219 3,86

21 Naftaleno 27,107 3,45

Figura 5-7: Cromatograma de corriente iénica total para los componentes volatiles en
aceite destilado de Cannabis yoda, obtenido a través de GC-MS/EI-HC/SPME.
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7 5es 1% 03-09-2020 TERPENQS LAFUN #125 [manually integrated] TIC
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Figura 5-8: Cromatograma de corriente ionica total para los componentes volatiles en

CBD aislado, obtenido a través de GC-MS/EI-HC/SPME.

5.2.3 Resultados del procedimiento de cuantificacion de THC,
CBD y CBN por GC-FID

En las Figuras 5-9, 5-10 y 5-11 se presentan los cromatogramas obtenidos para la solucion

estandar, importante para la cuantificacion, el aceite destilado de Cannabis yoda vy

cannabidiol aislado.
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Figura 5-9: Cromatograma de la solucién estandar de THC, CBD y CBN (100 ppm),
empleando como estandar interno tetracosano, obtenido a través de GC-FID

Adicionalmente, se exponen las Tablas 5-17, 5-18 y 5-19 en las cuales reposan los datos
obtenidos por cada pico, segun inyeccion reportada en la figura inmediatamente anterior,
donde se incluyen la concentracion en partes por milléon (ppm), cantidad en microgramos
(ug) y concentracion en porcentaje peso a peso (%p/p) para THC, CBD y CBN en el aceite

destilado de Cannabis yoda y el cannabidiol aislado

Tabla 5-17: Datos de tiempos de retencion, areas, relacion de areas y concentraciones de
CBD, THC y CBN de la solucion estandar, obtenidos a través de cromatografia de gases
con detector de ionizacion de llama (GC-FID).

Solucién Estandar (THC: 100 ppm, CBD 100 ppm, CBN 100 ppm)
# Tiempo de Area Concentracion Cantidad

Pico Nombre Retencion Area Ratio (ppm) (ug)
1  Tetracosano 7,186 75779 1,000 - -
2 CBD 7,611 153594 2,027 100 800
3 THC 8,427 162702 2,147 100 800
4 CBN 9,053 127731 1,686 100 800
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Figura 5-10: Cromatograma de aceite destilado de Cannabis yoda, obtenido a través de
GC-FID.

Tabla 5-18: Datos de tiempos de retencion, areas, relacion de areas y concentraciones
de CBD, THC y CBN de aceite destilado de Cannabis yoda, obtenidos a través de
cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID). MP: Material
pesado.

Aceite Destilado de Cannabis yoda (MP: 50000 pg, THC: 100 ppm, CBD 100 ppm, CBN

100 ppm)
# Nombre Tiempo.de Area Are.a Concentracion Cantidad Concentracion
Pico Retencién Ratio (ppm) (ug) (%p/p)
1  Tetracosano 7,173 19158 1,000 - - -
2 CBD 7,605 378420 19,753 974,538 7796,300 15,593

3 THC 8,408 32953 1,720 80,113 640,901 1,282
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Figura 5-11: Cromatograma de cannabidiol aislado, obtenido a través de GC -FID.

Tabla 5-19: Datos de tiempos de retencion, areas, relacion de areas y concentraciones de
CBD, THC y CBN de cannabidiol aislado, obtenidos a través de cromatografia de gases
con detector de ionizacion de llama (GC-FID). MP: Material pesado.

Cannabidiol aislado (MP: 50000 ug, THC: 100 ppm, CBD 100 ppm, CBN 100 ppm)

P# Nombre Tiempo de Area Area  Concentracion Cantidad Concentracion

ico Retencién Ratio (ppm) (ug) (%p/p)
1  Tetracosano 7,179 20425 1,000 - - -

2 CBD 7,659 1669986 81,762 4033,902 32271,219 64,542
3 THC 8,418 6339 0,310 14,455 115,639 0,231
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6. Discusion

El uso de modelos preclinicos de epilepsia ha sido indispensable para la identificacion de
potenciales agentes anticonvulsivantes que se usan hoy en dia en la practica clinica.
Desde 1993, mas de 20 nuevas moléculas con actividad anticonvulsivante han sido bien
identificadas desde los modelos animales, incluyendo los anticonvulsivantes de tercera
generacion, que posteriormente a través de ensayos clinicos doble ciego y control vs
placebo, demostraron su perfil de efectividad y seguridad clinico. Solo a excepcion de los
tratamientos iniciales que incluyen, bromuros y fenobarbital, se puede mencionar que la
mayor parte de los tratamientos existentes fueron definidos a partir de modelos agudos
estandarizados de convulsién, por ejemplo, maximo electrochoque (MES) y la inyeccién
subcutanea de pentilentetrazol (PTZ) (Barker-Haliski & Steve White, 2020; Léscher, 20173,
2017b), modelos usados en el desarrollo del presente trabajo. Por lo tanto, continuar
evaluando desde una éptica preclinica, extractos y moléculas aisladas con un potencial

perfil anticonvulsivante sigue siendo prometedor para patologias como la epilepsia.

6.1 Modelo del eje rodante

Para la presente investigacion, se evalud la actividad anticonvulsivante de un aceite
destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado en diferentes dosis; 50, 150, 300 y 600
mg/Kg, a través de la bateria preclinica de epilepsia que contempla: la prueba de maximo
electrochoque para crisis tonico-clonicas, la prueba de convulsién inducida por
pentilentetrazol (PTZ) para crisis de ausencia y mioclonicas, y la prueba de convulsion
umbral de baja frecuencia 6 Hz, para crisis refractarias. No sin antes verificar que todas las
sustancias a evaluar, incluyendo los patrones segun el tipo de crisis, no son neurotoxicas
y no afectan la coordinacion motora de los individuos. Esto se realizé con la ayuda de la
prueba del eje rodante, caracterizado por ser util en el descarte de anticonvulsivantes

neurotdéxicos, predecir una posible interferencia del desempefio motor en farmacos de
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accion central, y mas recientemente, como una prueba de rutina en ensayos preclinicos

para farmacos psicotrépicos (Kuribara et al., 1977; Neves et al., 2010; Souza et al., 2021).

Los tiempos en segundos, obtenidos para las sustancias administradas reposan en la
Tabla 5-1, la cual representa los momentos pre y post administracion sobre el eje rodante.
Los resultados fueron tratados con una prueba ANOVA de medidas repetidas verificando
los supuestos para su uso, ausencia de valores extremos y distribucion normal; tal como
se realiza en investigaciones del mismo tipo para evaluaciones farmacolégicas (Gomes
et al., 2010; Souza et al., 2021).

La Tabla 5-1 evidencia que para todos los tratamientos el valor p > 0.05, lo que indica que
no se rechaza la hipétesis nula, es decir, no existen diferencias significativas entre los
tiempos medidos pre y post administracion para todos los tratamientos, reflejado
graficamente en la Figura 5-1. Por lo tanto, se puede inferir que las sustancias evaluadas,
administradas por VO y en las dosis establecidas no afectan el desempefio motor del
individuo, y en consecuencia no representan riesgo neurotdéxico agudo que genere ruido

en las pruebas posteriores.

6.2 Prueba de convulsién umbral inducida por

electrochoque de baja frecuencia 6 Hz

En la Tabla 5-2 se describen los porcentajes de animales protegidos frente a las crisis de
bajo umbral o refractarias para cada una de las dosis de aceite destilado de Cannabis yoda
y cannabidiol aislado evaluadas, incluyendo el patron de proteccién seleccionado.
Observando en primer lugar que el control positivo, levetiracetam a 80 mg/Kg, fue bien
elegido ya que se protegieron el 100% de los individuos frente a una crisis de bajo umbral
o refractaria, caracterizada por presentar al menos dos de los siguientes signos: ereccién
de bigotes, estiramiento de los miembros superiores, movimientos armonicos de la cabeza
y fendmeno de Straub (Laura C. Ruiz & Cesar G. Giron, 2022), determinado por una
dorsiflexion de la cola que a menudo es casi vertical a la orientacién del cuerpo, mediado
principalmente por la activacion del sistema de receptores opioides, y con el sindrome
noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico (Kitanaka etal., 2012), que son

interesantes en el contexto de una evaluacion farmacolégica preclinica de epilepsia.
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En adicion, estos resultados también permiten confirmar que el vehiculo usado, aceite de
oliva, no presenta ningun tipo de proteccion frente a crisis de bajo umbral o refractarias, y
de acuerdo con la Tabla 5-1 tampoco interfiere con el desempefio motor de los individuos,
cumpliendo con las caracteristicas de vehiculo ideal para la administracion de las dosis

preestablecidas.

Respecto a la proteccion de los individuos frente a estos tipos de crisis, las Tablas 5-3, 5-
4, 5-5 y 5-6 comparan las dosis de aceite destilado de Cannabis yoda con las dosis de
cannabidiol aislado, el vehiculo y el control positivo, permitiendo encontrar que no existen
diferencias significativas del aceite destilado de Cannabis yoda a 50, 150, 300 y 600 mg/Kg
y cannabidiol aislado a 50 y 600 mg/Kg con valores p > 0.05 frente al control positivo. Lo
que posibilita confirmar que, si existe proteccion para las crisis de bajo umbral o refractarias
por parte del aceite destilado de Cannabis yoda y el cannabidiol aislado a las dosis
mencionadas, tomando como referencia levetiracetam a 80 mg/Kg. Mientras que para las
dosis de cannabidiol aislado de 150 y 300 mg/Kg si existen diferencias significativas versus
el comparador y el aceite destilado de Cannabis yoda a las mismas dosis, con valores p <

0.05. Por lo tanto, para estas dosis no existe una proteccion relevante de los individuos.

Empero, las Tablas 5-4 y 5-5 describen que a pesar de que estadisticamente no existen
diferencias significativas, el porcentaje de animales protegidos por cannabidiol aislado a
las dosis de 50 y 600 mg/Kg es inferior versus el aceite destilado a las mismas dosis. En
consecuencia, se puede pensar que hay componentes del aceite destilado de Cannabis
yoda que no estan en el cannabidiol aislado mediando una mayor proteccion de los

individuos frente a este tipo de crisis.

Segun lo anterior, las Figuras 5-5 y 5-6 representan los cromatogramas del aceite
destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado obtenidos a través de Cromatografia de
Gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), para los cuales se identifica en
ambos la presencia de cannabidivarina (CBDV), cannabicitran, CBD y THC. Mientras que,
solamente cannabigerol (CBG) y tetrahidrocannabivarina (THCV) se encuentran en el
aceite destilado de Cannabis yoda. De modo que, la presencia de CBG y THCV en el aceite
destilado podria brindar un primer acercamiento a la mayor proteccion versus el

cannabidiol aislado.

Investigaciones realizadas alrededor de la eficacia del CBG para crisis convulsivas no son

concluyentes en definir si el CBG es un agente anticonvulsivante efectivo debido a la falta
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de informacién. Sin embargo, a nivel preclinico se demostré que el CBG tiene efecto sobre
los canales de Na* en un grado similar al CBD, bloqueandolos en concentraciones
micromolares. Adicionalmente, el CBG puede actuar sobre receptores 5-HT2A, implicados
en el control de la excitabilidad neuronal (Farrelly et al., 2021); mecanismos relacionados
con la fisiopatologia de las crisis convulsivas. Por lo tanto, el CBG presente solamente en
el aceite destilado podria explicar la mayor proteccion frente al cannabidiol aislado desde

la teoria.

Por otro lado, la THCV ha demostrado que posee propiedades antiepileptiformes en un
EGG a nivel in vitro y ademas tiene un efecto significativo sobre la reduccion de las crisis
generalizadas en modelo murino a través de PTZ. Por lo que se puede estimar que este
fitocannabinoide es un agente potencial en el control de las crisis generalizadas a través
de su efecto antagénico sobre receptores CB1 y CB2, y la modulacién de la
neurotransmision inhibitoria a través de un aumento de la liberacién de GABA (Farrelly
etal., 2021; A. Thomas et al., 2005), quienes también se encuentran involucrados en el

control de las crisis refractarias.

Por consiguiente, reconocer un potencial efecto anticonvulsivante, en términos de
coadyuvancia de estas moléculas identificadas solamente en el aceite destilado, permite

atribuir la mayor proteccion del aceite destilado de Cannabis yoda a su participacion.

Asimismo, es importante resaltar la importancia en términos de la proteccién de los
individuos por las moléculas identificadas en ambas matrices, aceite destilado de Cannabis
yoda y cannabidiol aislado. Una de ellas la CBDV, molécula analoga al CBD, quien a nivel
preclinico ha demostrado su potencial actividad anticonvulsivante a través de la reduccién
de la severidad de las crisis convulsivas, principalmente en el modelo MES y PTZ, donde
permitié proteger a los individuos de la extension de los miembros posteriores y de una
convulsién generalizada de tipo mioclénico, respectivamente. Lo anterior a una dosis oral
de 200 mg/Kg, para la cual, el 33.3% de los ratones no mostraron ninguna sefal
convulsiva, mientras que para el vehiculo solo el 6.7% no respondieron al estimulo (A. J.
Hill, Williams, et al., 2012). Por otro lado, desde el escenario clinico se ha descrito que la
CBDV tiene un perfil farmacocinético y de seguridad favorable, siendo bien tolerado y
rapidamente metabolizado por via hepatica (Morano et al., 2020). Sin embargo, en un

estudio de fase Il donde se evalué un derivado purificado de CBDV para el tratamiento de
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epilepsia refractaria, administrando 400 mg de CBDV durante 14 dias, se pudo observar
que no reduce significativamente las crisis convulsivas recurrentes. No obstante, los
autores reconocen que el disefio del estudio tiene muchas oportunidades de mejora,
escrutando que la utilizacion de una formulacion purificada de CBDV no es suficiente para
arrojar la eficacia general del CBDV en epilepsia, particularmente las crisis refractarias.
Por lo que se deben evaluar mas dosis, vias de administracién, derivados enriquecidos en
el fitocannabinoide, y sobre todo grupos etarios especificos, ya que las crisis refractarias
se ven reflejadas en poblacion joven (Farrelly et al., 2021; Morano et al., 2020; Pamplona
et al., 2018; Stone et al., 2020). Quizas este puede ser el escenario en el cual la CBDV en
compafnia de otros cannabinoides y metabolitos de la planta tenga mayor efectividad
respecto a la molécula aislada, como ocurre con los resultados publicados para el aceite

destilado de Cannabis yoda.

Merece la pena subrayar que el CBD componente mayoritario en las dos matrices
investigadas, de acuerdo con los cromatogramas de las Figuras 5-5 y 5-6, también esta
involucrado de forma directa y principal en la proteccioén de los individuos frente a las crisis
de bajo umbral o refractarias. Este es el metabolito que mas se investiga debido a ser una
de las fitomoléculas preponderantes en la planta, tener potencial actividad sobre el SNC,
por efecto de su accion sobre multiples blancos moleculares centrales, y su perfil de
seguridad promisorio al no tener efectos psicoactivos en comparacion con el THC.
Investigaciones soportan la hipotesis de que el CBD es uno de los protagonistas en la
proteccion de los individuos frente a las crisis umbrales y refractarias. Se ha encontrado
que, en ensayos muy similares al ejecutado en esta investigacién, usando frecuencias de
6 Hz a intensidad de corriente de 32 mA y 44 mA en ratones; el CBD tiene indices de
proteccion de 1.9, y 1.6 respectivamente; definidos como la relacion de la dosis media
toxica y la dosis media efectiva (TDso/EDso); estos indices de proteccion estan comparados
frente a fenobarbital, acido valproico y felbamato. Para los cuales fue posible concluir un
perfil de actividad comparable con fenobarbital para el control de crisis agudas. Y que a
pesar de ser inferiores en acido valproico y felbamato, con la administracion crénica se
pudieron controlar las crisis convulsivas caracteristicas de estos modelos de bajo umbral,
sin afectar la coordinacién motora ni la funcidn cognitiva de los individuos, por lo que se
estimaria un perfil de seguridad positivo (Patra et al., 2019). Lo anterior es coherente con
los resultados obtenidos en la presente investigacion, porque aun cuando la proteccion no

es analoga para el cannabidiol aislado en las dosis de 50 y 600 mg/Kg, referido a
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porcentaje de individuos protegidos, frente al levetiracetam a 80 mg/Kg no existen
diferencias significativas (ver Tablas 5-5 y 5-6). Adicionalmente, se debe tener en cuenta
que, las dosis de cannabidiol aislado fueron administradas por VO y los ensayos
preclinicos de la misma naturaleza cuyos resultados reportan el perfil anticonvulsivante
para crisis refractarias utilizan la via intraperitoneal como ruta de administracion, cuya
cinética es diferente. Por lo que nuevamente, se hace la recomendacién de analizar en
futuras investigaciones la farmacocinética a nivel oral de estos metabolitos, para la cual

sigue existiendo proteccion de los individuos.

Por otra parte, estudios clinicos que evaluan el CBD como extracto y aceite enriquecido
han mostrado el CBD como una alternativa eficaz para la reduccién del nimero de
convulsiones y mejorar la calidad de vida del paciente pediatrico epiléptico (Huntsman
et al., 2020; Uliel-Sibony et al., 2021). Uno de estos estudios, corresponde a la evaluacioén
de un extracto 20:1 CBD: THC a dosis entre 1 y 20 mg/Kg, el cual resulté en una reduccion
de la frecuencia de las convulsiones en el 89% de los nifios con epilepsia
farmacorresistente, declarando también que hubo mejorias en el estado de alerta, la
calidad de suefio, estado de animo y habilidades comunicativas y motoras (Tzadok et al.,
2016). Otro estudio, también pudo concluir que la adicidon de preparados artesanales
enriquecidos con CBD fueron eficaces en nifios con epilepsia refractaria, teniendo que mas
del 50% de los pacientes reportd reduccion del numero de convulsiones y el 10%
eliminacion total de las crisis convulsivas (Porcari et al., 2018). Por lo que, en definitiva, el
CBD identificado y cuantificado en la presente investigacion, representa un papel crucial
en el aceite destilado de Cannabis yoda y el cannabidiol aislado para la proteccién de los

individuos frente a las crisis umbrales o refractarias.

Por otro lado, no solamente los cannabinoides estan involucrados en la proteccion de los
individuos. La Figura 5-7 representa el cromatograma de los componentes volatiles, de
tipo isoprenoide en el aceite destilado de Cannabis yoda, obtenido a través de
Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Estos
componentes son conocidos por proporcionar el olor y sabor en la planta, sin embargo,
recientemente se ha encontrado que estos metabolitos también juegan un papel
importante en el potencial terapéutico de los extractos enriquecidos de Cannabis, actuando
en un sinergismo con los cannabinoides para producir diferentes efectos benéficos,

conocido como efecto séquito (entourage effect) (Farrelly et al., 2021).
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Dentro del perfil fitoquimico del género cannabis se conoce que hay alrededor 200
terpenos identificados y solo unos pocos contienen evaluaciones farmacoldgicas robustas.
Los principales que resaltan en muchas genéticas son: a-Pineno, B-Pineno, B-Mirceno y 3-
Cariofileno (Huntsman et al., 2020; Rock & Parker, 2021). Quienes también se encuentran
reportados en el cromatograma para la genética en evaluacion, Cannabis yoda (ver Figura
5-7).

En primer lugar, el a y B-Pineno han sido ampliamente investigados en la bateria preclinica
de depresion y ansiedad sobre modelo murino, encontrando que, comparado con un
inhibidor de la recaptacion de serotonina, producian un efecto similar al de la inmovilidad;
permitiendo concluir su potencial actividad antidepresiva. Resultados que, para el
escenario de epilepsia refractaria, generan expectativa debido a que es una de las
comorbilidades mas comunes en el paciente con este diagnostico, y en la mayoria de los
casos la mejoria sobre los estados depresivos conlleva directamente a reduccion de las

crisis convulsivas en escenarios de multiresistencia (Ferber et al., 2020).

Por otro lado, el B-Mirceno es bien conocido en terapéutica por inducir la relajacion y
reducir los episodios de ansiedad mayor. Adicionalmente, respecto a su presencia en
extractos de Cannabis se ha establecido la hipotesis de que potencia los efectos
terapéuticos mostrados por la integralidad de la planta como agente antiinflamatorio por
via de las prostaglandinas E2, analgésico, inductor del suefio y relajante muscular (Ferber
et al., 2020; Rock & Parker, 2021). Por lo tanto, al tener potencial efectividad como agente
ansiolitico, permite pensar que a nivel central tendra actividad sobre redes que involucran
noradrenalina, serotonina y GABA; quienes estan inmersos en la fisiopatologia de diversas
crisis epilépticas. Ademas, es bien conocida su actividad sobre la ruta de las
prostaglandinas, las cuales estan correlacionadas con los procesos de neuroinflamacién

cuya consecuencia son algunas crisis convulsivas generalizadas (Vezzani et al., 2019).

Finalmente, el B-Cariofileno es uno de los sesquiterpenos mas interesantes en el contexto
de epilepsia debido a que se ha confirmado su actividad sobre los receptores CB2 y 5-
HT1A, quienes desempefan un papel importante en la terapéutica de diversas patologias
que incluyen ademas de las crisis convulsivas, la colitis ulcerosa, el dolor neuropatico, la
ansiedad y la endometriosis (Bahi et al., 2014). Por otra parte, investigaciones también
compararon el papel del B-Cariofileno en un extracto enriquecido de CBD vs CBD puro

demostrando que el perfil de seguridad y efectividad era mucho mejor en el extracto donde
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coexistian fitocannabinoides y moléculas anexas como los terpenos (E. B. Russo, 2011,
2018). Permitiendo confirmar la hipotesis que justifica el mayor indice de proteccion del
aceite destilado de Cannabis yoda versus el cannabidiol aislado, a quién se confirmé que

no contiene estos compuestos volatiles (ver Figura 5-8).

En definitiva, los resultados conllevan a resaltar la importancia de las moléculas anexas al
CBD, que incluyen fitocannabinoides y terpenos, para mejorar los indices de efectividad y
seguridad en la terapéutica de las crisis convulsivas, particularmente las de bajo umbral
evaluadas en este acapite. Seria interesante abordar en la investigacién de las demas
moléculas identificadas ya que no se encuentra informacién robusta, las cuales incluyen el
cannabicitran como cannabinoide y demas terpenos no abordados que se encuentran en

la Figura 5-7.

6.3 Prueba de convulsién inducida por agente quimico

pentilentetrazol (PTZ)

En la Tabla 5-7 se describen los porcentajes de animales protegidos frente a una crisis
mioclénica para cada una de las dosis de aceite destilado de Cannabis yoda y cannabidiol
aislado evaluadas, incluyendo el patron de proteccion seleccionado. Observando en primer
lugar que el control positivo, acido valproico a 300 mg/Kg, fue bien elegido ya que se
protegieron el 100% de los individuos frente a una crisis mioclonica, caracterizada por
presentar sacudidas generalizadas en un campo abierto (Alachkar et al., 2020; T. Singh
etal., 2021)

En adicion, estos resultados también permiten confirmar que el vehiculo usado, aceite de
oliva, no presenta ningun tipo de proteccion frente a crisis mioclénicas, y de acuerdo con
la Tabla 5-1 tampoco interfiere con el desempefio motor de los individuos, cumpliendo con

las caracteristicas de vehiculo ideal para la administracion de las dosis preestablecidas.

Respecto a la proteccion de los individuos frente a estos tipos de crisis, la Tabla 5-8
compara la dosis de 50 mg/Kg de aceite destilado de Cannabis yoda con la misma dosis
de cannabidiol aislado, el vehiculo y el control positivo. Permitiendo encontrar que, para la
dosis de 50 mg/Kg de aceite destilado si existen diferencias significativas versus el patrén

con un valor p de 0.025, lo que nos permite deducir que no hay proteccién relevante por
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parte del aceite destilado a esta dosis, independiente de los 4 individuos protegidos. En
contraparte, el cannabidiol aislado a la misma dosis no tuvo diferencia significativa con el
patrén, protegiendo un total de 6 individuos y un valor p de 0.101, indicando que si existe

proteccién relevante por parte del cannabidiol a esta dosis.

La Tabla 5-9 realiza las mismas comparaciones multiples, pero considerando el aceite
destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado a dosis de 150 mg/Kg cada uno.
Encontrando que no existen diferencias significativas para ninguno de los dos frente a
acido valproico a 300 mg/Kg, por lo que se considera que existe proteccion relevante tanto

del aceite destilado como el cannabidiol aislado a estas dosis.

Finalmente, las Tablas 5-10 y 5-11 comparan las dosis 300 y 600 mg/Kg de aceite
destilado de Cannabis yoda y cannabidiol aislado versus el vehiculo y el patrén.
Encontrando principalmente que el factor de proteccion disminuye en ambas
considerablemente, a pesar de que para 300 mg/Kg ambas matrices no presentaron
diferencias significativas versus el acido valproico a la misma dosis con valores p de 0.101
protegiendo a 6 individuos cada una. Mientras que para la dosis de 600 mg/Kg el aceite
destilado de Cannabis yoda presentaba diferencias significativas con el patrén con un valor

p de 0.025, infiriendo la no proteccion relevante de los individuos.

Lo descrito anteriormente para cada una de las dosis evaluadas, se ve reflejado
integralmente en la Figura 5-3, quien muestra la tendencia de mayor proteccion sobre la
dosis de 150 mg/Kg para ambas matrices, permitiendo estimar que sobre el intervalo de

50 y 300 mg/Kg estara el mayor indice de proteccion.

Apoyando los resultados obtenidos, investigaciones remarcan el papel del CBD vy
coadyuvantes en el control de las crisis inducidas por PTZ. Aunque a diferencia de la
presente investigacion, se contemplan variables adicionales a la aparicion o ausencia de
una crisis de tipo mioclonico, como lo son; cambios en el comportamiento del individuo,
sacudidas mioclonicas aisladas, crisis minimas atipicas o incompletas, convulsiones
generalizadas sin fase ténica y mortalidad (Uttl et al., 2021). Esto podria explicar la razén
de por qué solo desde la optica de la presencia o ausencia de una crisis mioclénica los
resultados sobre las dosis de 300 y 600 mg/Kg indican una reduccion de la proteccion.
Quizas si se contemplan mas variables en este modelo, estas dosis para ambas matrices
serian mas representativas y la respuesta seria dosis dependiente como lo enuncian

investigaciones analogas (Witherspoon et al., 2022).
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En armonia con lo anterior, se conoce que el CBD en el modelo PTZ para crisis mioclonicas
retrasa el inicio de las convulsiones en ratas adolescentes y conserva un comportamiento
dosis dependiente; para el cual a medida que se aumenta la dosis incrementa el indice de
proteccion, incluso para modelos como MES. Permitiendo concluir que, a pesar de lo
modesto de los resultados, y no contemplar ratones; estos son consistentes en definir el
CBD como agente con actividad anticonvulsivante, principalmente en el modelo MES y
PTZ (Witherspoon et al., 2022); en coherencia con los resultados obtenidos en la Tabla 5-
7.

En otro orden, conservando lo discutido en el modelo de bajo umbral se podria estimar que
los componentes de tipo isoprenoide no serian protagonistas a través del efecto séquito
en la proteccion de las crisis mioclénicas. En cambio, moléculas anexas al CBD segun el
cromatograma de la Figura 5-7 si pueden estar inmersas en la actividad sobre este tipo
de crisis. Este es el caso de CBDV, para la cual investigaciones han concluido su actividad
como agente anticonvulsivante atenuando el status epilepticus a través del modelo
inducido por 4-aminopiridina (4-AP) sin Mg*?, y en el modelo MES y PTZ con dosis mayores
a 100 mg/Kg, sin afectar la capacidad motora del individuo (A. J. Hill, Mercier, et al., 2012;
T. D. M. Hill et al., 2013). Por lo cual en términos de las dosis y los resultados se soportan

los hallazgos obtenidos en la presente investigacion.

6.4 Prueba de convulsién inducida por electrochoque a

maxima frecuencia 60 Hz (MES)

En la Tabla 5-12 se describen los porcentajes de animales protegidos frente a las crisis
ténico-clonicas para cada una de las dosis de aceite destilado de Cannabis yoda y
cannabidiol aislado evaluadas, incluyendo el patrén de proteccion seleccionado.
Observando en primer lugar que el control positivo, carbamazepina a 20 mg/Kg, fue bien
elegido para estas crisis ya que se protegieron el 100% de los individuos frente a la crisis
de tipo ténico-clonica, caracterizada por extension de los miembros inferiores, lo que es
coherente con lo reportado en la literatura para el mismo tipo de prueba (Enna, 1998). En
adicion, se confirmo que el vehiculo usado, aceite de oliva, no presentaba ningun tipo de

proteccion frente a crisis tonico-clénicas y de acuerdo con la Tabla 5-1 tampoco interferia
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en el desempefio motor de los individuos. Lo que permite cumplir las caracteristicas de

vehiculo ideal para la administracion de las dosis preestablecidas.

Por otra parte, a pesar de que las Tablas 5-13, 5-14, 5-15 y 5-16 evidencian que no hay
diferencia significativa entre las dosis administradas de aceite destilado de Cannabis yoda,
cannabidiol aislado y el vehiculo, aceite de oliva; existe una fraccion de proteccion
interesante para cannabidiol aislado que es dependiente de la dosis, con 3 individuos
protegidos a 50 mg/Kg y 4 en 150, 300 y 600 mg/Kg, versus el aceite destilado de Cannabis
yoda que solo protegio 1 individuo en 50 y 300 mg/Kg, y 2 en 150 y 600 mg/Kg (Figura 5-
2). Lo que permite establecer la hipotesis de que el CBD puede ser responsable de la
proteccion frente a las crisis tonico-clonicas, ya que segun las Tablas 5-18 y 5-19 que
evidencian los porcentajes en %p/p de CBD, THC y CBN en aceite destilado de Cannabis
yoda y cannabidiol aislado, respectivamente, se tienen porcentajes de 15,6% de CBD en
aceite destilado de Cannabis yoda y 64,5% de CBD en cannabidiol aislado como

componentes mayoritarios.

Realizando la debida correspondencia con las dosis administradas, esta hipétesis toma
relevancia, ya que, en investigaciones de la Universidad de Reading, la Universidad de
Washington y la Universidad de Utah, se concluye que en los modelos electroconvulsivos
agudos en ratén a maximo electrochoque (MES), el CBD bloqueé de forma dosis
dependiente las convulsiones de tipo tdnico-cldénicas, consiguiendo una proteccion
completa sin producir alteraciones motoras. Sin embargo, se pueden encontrar diferencias
puntuales en la via de administracion y su correspondiente biodisponibilidad, dado que en
estas investigaciones se administré CBD por via intraperitoneal (IP) declarando una dosis
efectiva 50 (EDso) de 80 mg/Kg con niveles plasmaticos maximos a 120 minutos (Klein
etal., 2017; Patra et al., 2019). Y de acuerdo con el protocolo desarrollado en la presente
investigacion los individuos se sometieron al estimulo eléctrico 60 minutos después de la
administracion por VO. Por lo tanto, vendria oportuno analizar la cinética del CBD por VO
para determinar realmente si su protecciéon es estadisticamente significativa versus

carbamazepina a 20 mg/Kg, quien protegié al 100% de los individuos.

6.5 Perfil fitoquimico de Cannabis yoda

El perfil fitoquimico identificado para la genética colombiana Cannabis yoda, en una matriz

de aceite destilado, estuvo orientado a la identificacion de dos grupos principales de
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fitomoléculas que llaman la atencion en la investigacion de este género; los
fitocannabinoides y los compuestos de tipo isoprenoide, como los terpenos, por su posible

interaccion benéfica a través del efecto séquito.

Particularmente, para esta genética se logro identificar 6 tipos de cannabinoides con sus
respectivos porcentajes relativos en la matriz. De mayor a menor se tienen CBD con
74,17%, THC con 9,04%, Cannabicitran con 6,68%, CBDV con 6,00%, CBG con 1,34% y
THCV con 0,25% (ver Figura 5-5). Permitiendo confirmar lo declarado por el titular de la
genética, afirmando que Cannabis yoda es una variedad enriquecida en CBD,
considerandose no psicoactiva. Adicionalmente, el mismo analisis realizado para el CBD
aislado también logré confirmar esto, obteniendo un porcentaje relativo de CBD de 94,34
y de CBDV, Cannabicitran, CBD- y THC inferiores al 0,5 % (ver Figura 5-6).

Los valores de composicion relativa permiten pensar que la ausencia de THCV en el
cannabidiol aislado y la razén de composiciones de CBDV en ambas matrices explicarian
la diferencia estadistica encontrada en el modelo de bajo umbral versus el aceite destilado.
Investigaciones a nivel in vivo e in vitro han permitido demostrar la potencial actividad de
estos metabolitos en las crisis convulsivas, mediados principalmente por canales TRP,
quienes pueden afectar la excitabilidad en areas epileptogenas. En especial, la CBDV
inhibe la diacilglicerol lipasa a, quien es la enzima responsable de la produccién del
endocannabinoide 2-AG, haciendo mas disponible los receptores CB1 localizados en sitios
del SNC para efectos excitatorios o inhibitorios relacionados con actividad epileptogénica
(A. J. Hill, Mercier, et al., 2012).

Por otro lado, la composicion relativa de las dos matrices llama la atencién por el THC,
quién en el aceite destilado puede estar involucrado en su indice de proteccién mayor,
particularmente en el modelo de las crisis refractarias, ya que su proporcion corresponde
a aproximadamente 21 veces mas sobre el cannabidiol aislado. Sin embargo, su perfil de
seguridad impide su investigacién extensiva a nivel clinico donde se debe evaluar su
balance riesgo-beneficio. Considerando lo anterior y reconociendo las limitaciones
regulatorias, seria interesante evaluar la efectividad del CBD en monoterapia versus el
CBD en conjunto con THC a diferentes dosis para las crisis refractarias. Estas
evaluaciones tal vez permitan elucidar una ruta desde la 6ptica preclinica para el rol de del

THC en la terapéutica clinica de epilepsia multirresistente.
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En adicion, existen investigaciones que relacionan algunas especies acidas de los
fitocannabinoides con la proteccion de los individuos a dosis superiores a 30mg/Kg,
evaluando 4cido cannabidivarinico y cannabidiélico en el modelo de crisis clonicas a traves
de episodios de hipertermia (Anderson et al., 2019). Para la presente investigacion, no
fueron identificadas ni cuantificadas estas especies, por lo que se deberia descartar
completamente su presencia para de esta manera reconocer si su participacién esta

relacionada con los indices de proteccién evidenciados.

Respecto a los compuestos de tipo isoprenoide; se extrajeron los componentes volatiles
presentes en el aceite destilado de Cannabis yoda a través de un sistema de
microextraccion en fase sélida (SPME), y con ayuda de cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas / impacto electronico con automuestreador de espacio de
cabeza GC-MS/EI - HS-SPME , se identificaron con porcentajes de coincidencia en los
fragmentos de m/z > 38%, los siguientes 21 compuestos volatiles mayoritarios: a-Pineno,
B-Pineno,  2-(10)-Pineno, B-Mirceno, Cis-2,6-dimetil-2,6-Octadieno, Cosmeno,
Terpinoleno, p-Cimeno, d-Limoneno, B-Ocimeno, Isoterpenoleno, a-p-dimetilestireno,
1,3,8-p-mentatrieno, Exo-fenchol, p-menta-1,5,8-trieno, Camfeno, [p-Cariofileno, a-

Guaieno, a-Humuleno, Azuleno y Naftaleno.

El perfil de terpenos mayoritarios identificado para la variedad Cannabis yoda coincide con
reportes de la literatura en los cuales publican como terpenos mayoritarios en 108
quimiotipos comparados: B-Cariofileno, B-Mirceno, a-Pineno, a-Humuleno, d-Limoneno y
B-Pineno. Quienes como se menciond en la discusiéon de cada uno de los modelos
evaluados, tienen una actividad como potenciadores del efecto de los cannabinoides en si
mismo, denominado efecto séquito; confirmado en modelos antitumorales vy
anticonvulsivantes para los cuales la actividad de las moléculas individuales no es superior

que la de las moléculas en conjunto (Hanu$ & Hod, 2020).

Finalmente, seria interesante establecer en que concentracion tanto del fitocannabinoide
como del terpeno, se evidencian los mejores indices de proteccion para las crisis

convulsivas evaluadas.
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7. Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

Se pudo encontrar que el aceite destilado de Cannabis yoda y el cannabidiol aislado no
interfieren en la actividad motora de los individuos en ninguna de las dosis administradas,
por lo que se descartan posibles efectos neurotéxicos agudos. Esta informacion es valiosa
para futuras investigaciones donde se quiera reconocer un perfil de seguridad de estos

tipos de metabolitos.

Por otro lado, el aceite destilado de Cannabis yoda evidencia potencial actividad como
agente anticonvulsivante, particularmente en las crisis de bajo umbral o refractarias a 6 Hz.
Donde para todas las dosis se encontré una proteccion relevante. Adicionalmente, los
resultados permitieron observar que el aceite destilado en conjunto de moléculas anexas
al CBD, como otros fitocannabinoides y terpenos, aumenta su indice de proteccion versus

el cannabidiol aislado.

Pese a que, estadisticamente en el modelo MES y PTZ algunas dosis no fueron
significativamente protectoras de los individuos frente a las crisis ténicas, se debe resaltar
que si hubo individuos protegidos. Considerando la naturaleza agresiva de esos ensayos,
no se puede descartar su potencial actividad que si ha sido confirmada en otras
investigaciones. Por esta razén, debe analizarse el protocolo utilizado y realizar los debidos
ajustes que correspondan en materia de numero de individuos, sexo, parametros

asignados, variables a medir y respuestas de los individuos.

Finalmente, se logré establecer un perfil fitoquimico preliminar del aceite destilado de
Cannabis yoda, reconociendo principalmente los fitocannabinoides y compuestos de tipo
isoprenoide mayoritarios. Lo que permitié atribuir y explicar las diferencias en los indices
de proteccién para cada uno de los modelos evaluados, reconociendo la importancia del

efecto séquito en la terapéutica de estos extractos.

7.2 Recomendaciones

En términos de los modelos evaluados, correspondientes a la bateria preclinica de

epilepsia, seria interesante evaluar un mayor numero de individuos y mas sustancias
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aisladas como CBG, THCV, CBDV para poder acotar con mayor detalle la eficacia del
aceite destilado de Cannabis yoda, superior a las moléculas en monoterapia. Asimismo,
se sugiere agregar criterios de exclusion, ya que para la presente investigacion solo se
considero edad y peso; seleccionando aleatoriamente machos y hembras que cumplieran
esta caracteristica, y para patologias como la epilepsia, se ha visto que las respuestas son
dependientes de sexo, debido a que se conoce que en hembras con fluctuaciones
hormonales dependientes de estrogeno y progesterona muestran una predisposicion
mayor a las crisis con un aumento de la severidad y frecuencia de los episodios convulsivos
(Janisset et al., 2022). Razén que pudo sesgar los resultados obtenidos en los modelos
MES y PTZ.

Por otro lado, se recomienda realizar estudios farmacocinéticos a nivel preclinico que
permitan distinguir los procesos que sufren este tipo de moléculas por las diferentes vias
de administracion, debido a que para la presente investigacion se realizé la administracion
por VO y usualmente se usa la via intraperitoneal en estos modelos animales, no

descartando su actividad anticonvulsivante.

Reconociendo las similitudes en la fisiopatologia de la epilepsia, la Ansiedad y la
Depresidn, se aconseja realizar los ensayos preclinicos que correspondan para estas
patologias utilizando las mismas dosis, con el objetivo de descartar su potencial actividad

en estos blancos terapéuticos.

Finalmente, se propone que realizar una identificacion del perfil fitoquimico de amplio
espectro que contemple otro tipo de moléculas reconocidas en el género como lo son las
formas acidas de los cannabinoides, flavonoides, estilbenos, alcaloides, amidas fendlicas
y lignanamidas, que a pesar de estar en una proporcion baja respecto a cannabinoides y

terpenos, pueden intervenir en la respuesta frente a crisis convulsivas.
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