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RESUMEN

Se evaluo el efecto del aceite de cannabis sobre niveles de presion arterial y perfil
lipidico en SHR. Se disefié un alimento con dicho aceite para el biomodelo, 16 ratas
divididas en cuatro grupos, se les administré alimento sin aceite, con aceite a
diferentes dosis y enalapril durante 28 dias, se tomo presién arterial, peso y muestra
sanguinea, se analizd inhibicion de renina y ECA, se determinaron niveles de
colesterol y triglicéridos. El aceite (ambas dosis), redujo significativamente la tension
arterial, no atribuido a inhibicion de renina y ECA, sino por accion de receptores
cannabinoides, ademas se controlo el perfil lipidico. El aceite de cannabis podria ser
ingrediente activo para formular alimentos funcionales que mejoren el prondstico de

hipertension arterial.
PALABRAS CLAVE:

Cannabis, alimento funcional, hipertension arterial, ECA, renina, triglicéridos,

colesterol, ratas hipertensas, SHR.



ABSTRACT

The effect of cannabis oil on blood pressure levels and lipid profile in SHR was
evaluated. A food with said oil was designed for the biomodel, 16 rats divided into four
groups, they were given food without oil, with oil at different doses and enalapril for 28
days, blood pressure, weight and blood sample were taken, inhibition of renin and ACE,
cholesterol and triglyceride levels were determined. The oil (both doses) significantly
reduced blood pressure, not attributed to renin and ACE inhibition, but was the action
of cannabinoid receptors, in addition, the lipid profile was controlled. Cannabis oil could
be an active ingredient to formulate functional foods that improve the prognosis of

arterial hypertension.
KEYWORDS:

Cannabis, functional food, arterial hypertension, ACE, renin, triglycerides, cholesterol,
hypertensive rats, SHR.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares tienden a deteriorar la calidad de vida de la
poblacién e incrementa la morbilidad y mortalidad, en los ultimos afios la prevalencia
ha aumentado y la Organizacion Mundial de la Salud reporta dichas enfermedades
como la primera causa de muerte en el mundo (Coronado et al., 2019, OMS., 2018,
Girgih A et al., 2014). La hipertension arterial se considera en la actualidad un gran
problema de salud publica, al representar entre el 45y 51% del total de muertes en el
mundo (Malomo S et al., 2015, Girgih A et al., 2014). La presion arterial es un factor
de riesgo que permite presentar otras complicaciones cardiovasculares y deteriorar la
calidad de vida (Jimsheena VK et al., 2010). Las alteraciones en perfil lipidico en la
sangre son también un trastorno cardiovascular, se ha reportado una prevalencia del
57% para hipercolesterolemia y del 48% para hipertrigliceridemia (Kaushal N et al.,
2020). Las alteraciones en el metabolismo de los lipidos, incrementan el riesgo de
estrés oxidativo por radicales libres, causando dafios en el sistema cardiovascular
(Coronado et al., 2019).

La planta de Cannabis Sativa L, se caracteriza por poseer gran variedad de
compuestos, entre ellos los cannabinoides, principales componentes activos, como es
el THC (Tetrahidrocannabinol) y el CBD (Cannabidiol) en comparacién con el THC, el
CBBD tiene efectos no psicoactivos (Klumpers L et al., 2019, Gertsch J et al., 2008, Kis
B etal., 2019).

Se han demostrado diferentes efectos benéficos en la salud, atribuidos principalmente
al compuesto cannabidol (CBD). Se ha reportado su uso en el tratamiento de diferentes
tipos de enfermedad entre ellas trastornos cardiovasculares (Klumpers L et al., 2019,
Di Marzo et al., 2011, Costa B et al.,, 2007). Extractos de cannabis contienen
compuestos nutricionales y otros bioactivos que podrian contribuir a prevenir o tratar
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como son dislipidemias e hipertension
arterial. Por lo que se ha sugerido usar compuestos derivados de cannabis como
ingredientes activos para formular alimentos funcionales y/o nutracéuticos en la
industria alimentaria (Polia et al., 2018, Girgih A et al., 2014, Karimi | et al., 2006). La



salud de los seres humanos tiene una gran relacién con la calidad nutricional de la
alimentacion, asi mismo el consumo de alimentos funcionales o nutracéuticos podria
ayudar a prevenir el desarrollo de diferentes enfermedades entre ellas la de tipo
cardiovascular. Dicho lo anterior en esta investigacion se pretende evaluar el impacto
gue tienen extractos de cannabis como ingredientes activos de un alimento funcional
para disminuir los niveles de presion arterial y mejorar el perfil lipidico en valores de

colesterol y triglicéridos, en ratas con hipertension previamente inducida.



- ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares constituyen un grave problema de salud publica
y tienden a deteriorar la calidad de vida de la poblacién, representan un aproximado
del 31% de mortalidad a nivel mundial y 60% de las tasas de mortalidad ocasionadas
por ese tipo de enfermedades, 80% ocurre en paises en desarrollo (OMS., 2018, Téllez
M., 2014, Girgih A et al., 2014). En los ultimos afos la prevalencia ha aumentado y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reporta dichas enfermedades como la
primera causa de muerte en el mundo, mientras que en México se reporta que por
cada 100 000 habitantes 163 mueren por causas cardiovasculares (Coronado et al.,
2019, OMS., 2018,).

Es importante resaltar que el desarrollo de dichas enfermedades en el mundo es
promovido por diversos factores de riesgo, algunos de los cuales son modificables con
base en medidas preventivas como es la modificacion en el estilo de vida,
principalmente en habitos de actividad fisica y sobre todo de la alimentacion (Téllez
M., 2014, Girgih A et al., 2014, Ross A., 2014).

- Hipertensién Arterial.
La hipertension es el factor de riesgo cardiovascular mas comun que contribuye a una
morbilidad y mortalidad generalizadas en todo el mundo (Biernacki M, et al 2018). La
hipertension arterial se considera en la actualidad un gran problema de salud publica,
al representar entre el 45 y 51% del total de muertes en el mundo. Alrededor de 26.6%
de la poblacion de 20 a 69 afios padece hipertension, y cerca del 60% de los individuos
afectados desconoce su enfermedad (Malomo S et al., 2015, Girgih A et al., 2014,
Téllez M., 2014). La hipertension arterial es una enfermedad crénica, que consiste en
la elevacion continua de las cifras de la presidn sanguinea en las arterias = 140/90
ml/Hg. No es una patologia aislada, sino un sindrome con multiples causas y se ha
encontrado ser de etiologia desconocida en 88% de los pacientes (Berenguer G.,
2016; Jimsheena VK et al., 2010). Si bien no hay causa definida, se han reportado
factores de riesgo genéticos y adquiridos que predisponen al desarrollo de dicha

enfermedad, entre ellos estd, la alta ingesta de sodio, dietas elevadas en grasas



saturadas, tabaquismo, consumo de bebidas alcohdlicas, estilo de vida sedentario, la
presencia de enfermedades cronicas como obesidad, dislipidemias y diabetes, entre
otros (Téllez M., 2014; Trindade C., 2014). La hipertension arterial constituye el
principal factor de riesgo para desarrollas otras complicaciones de tipo
cardiovasculares, razén por la cual, si no se trata a tiempo y adecuadamente puede
desencadenar otros problemas de salud como son Infarto agudo de miocardio, dolor o
malestar en el pecho, dificultad para respirar, enfermedades cerebro vasculares,
paralisis, adormecimiento de la cara, brazos o piernas, insuficiencia renal,
vasculopatias periféricas, dolor, calambres, entre otros (Berenguer G., 2016; Soca P.,
2012).

Requlacién de la presién arterial. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.
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Figura 1. Diagrama de la fisiologia del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.



El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona que se muestra en la figura 1, regula la
presion arterial. Se activa como reaccidbn a una disminucion de la presion y
desencadena una serie de respuestas que tratan de restablecer la presion a cifras
normales. Todo comienza con una disminucion de la presion arterial que lleva a una
menor presion de riego sanguineo renal y provoca que la prorenina se convierta en la
enzima renina enzima. La renina, en el plasma cataliza la conversion de
angiotensinégeno en angiotensina I. Este es el paso limitante que regula la actividad
del sistema. En los pulmones y riflones la angiotensina | se convierte en angiotensina
Il catalizada por la enzima conversora de la angiotensina, esta enzima también causa
la degradacion de la bradicinina, un potente vasodilatador que aumenta la
permeabilidad vascular. La angiotensina Il actda sobre la corteza suprarrenal para
estimular la produccion de aldosterona, la cual actia sobre el rifién para incrementar
la resorcién de sodio y, por tanto, el volumen del liquido extracelular y el volumen
sanguineo, también actia directamente sobre arteriolas para producir
vasoconstriccion y en consecuencia incrementa las resistencias periféricas y la presion
arterial (Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios., 2011; KIT de
ensayo de deteccion de inhibidores de renina; KIT de ensayo fluorométrico de

actividad).

- Dislipidemias.
Las dislipidemias consisten en un conjunto de patologias caracterizadas por
alteraciones del perfil lipidico en la sangre. Se identifican padecimientos clinicos con
concentraciones anormales de colesterol total, colesterol de alta densidad, colesterol
de baja densidad y triglicéridos (Kaushal N et al., 2020; Coronado et al., 2019; OMS.,
2018). Son consideradas también un trastorno cardiovascular y se ha reportado una
prevalencia del 57% para hipercolesterolemia y del 48% para hipertrigliceridemia
(Kaushal N et al., 2020). Se han asociado causas modificables a este padecimiento
como es una mala alimentacion especificamente una dieta rica en grasas saturadas y
el sedentarismo, lo que conllevan al incremento de los lipidos en la sangre, propiciando

la acumulacion de placas de ateromas sobre el endotelio vascular, las cuales son la



antesala de consecuencias organicas como la enfermedad cardiovascular y
cerebrovascular (Téllez M., 2014; Kathleen M., 2013) Las alteraciones en el
metabolismo de los lipidos, incrementan el riesgo de estrés oxidativo por radicales
libres, causando dafios en el sistema cardiovascular Las dislipidemias entonces, son
de los principales factores modificables para riesgo cardiovascular por o que son
consideradas un riesgo para la salud, que este sujeto a cambio con las medidas

preventivas correctas (Coronado et al., 2019, Girgih A et al., 2014).

- Tratamiento y Nutricion.

El tratamiento nutricio es indispensable tanto para la prevencién como el tratamiento
en cualquier etapa de la enfermedad cardiovascular, exista o no tratamiento
farmacoldgico. Actualmente es bien conocido que la adopcion de un estilo de vida
saludable con adecuados habitos de alimentacion y actividad fisica tienen un gran
impacto en el tratamiento de la hipertension arterial y las dislipidemias. En relacion a
esto malos habitos de alimentacion como es un aumento en el consumo de acidos
grasos saturados colesterol, la inactividad fisica y consigo un inadecuado control en la
composicién corporal son las principales causas de la morbimortalidad cardiovascular.
Cualquier tratamiento nutricional para enfermedades cardiovasculares como son la
hipertension arterial y las dislipidemias, se fundamenta en la adopcion de un estilo de
vida saludable, independientemente del uso o no de farmacos, a fin de reducir el riesgo
son el punto a seguir como primera instancia para cualquiera de estas dos patologias
(Téllez M., 2014; Ross A., 2014; Kathleen M 2013).

-  CANNABIS SATIVA L.
Cannabis sativa L, es una planta medicinal que ha sido utilizada desde hace miles de
afios, caracterizada por su uso recreativo y el intento de explorar su potencial
terapéutico (Cerino P, et al. 2021, Cunha P et al.,, 2011). Debido a que contiene
propiedades medicinales y psicoactivas, le confiere estos fines recreativos y médicos
(Klumpers L et al., 2019, Kis B et al., 2019, Gertsch J et al., 2008, Karimi | et al., 2006).
La planta ya ha sido utilizada como agente analgésico, anticonvulsivo, antiasmatico,

antipaludico o antirreumatico (Kicman et al., 2020). Con el paso del tiempo la



perspectiva del cannabis ha evolucionado, con la creciente legalizacién del uso médico

y recreativo.

Debido a las propiedades analgésicas, calmantes, estimulantes del apetito y
supuestamente inofensivas de la marihuana, un nimero creciente de estados y paises
legalizaron su consumo médico y/o recreativo (Pulh SL, et al., 2020). Especificamente
en México se elabor6 un proyecto de ley para legalizacién del cannabis revisado en
2020 y para el presente afo se legalizo (Page R et al., 2020), “DOF: 12/01/2021.
REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario para la
Produccion, Investigacion y Uso Medicinal de la Cannabis y sus Derivados
Farmacoldgicos”.

En la planta de cannabis ademas de grasa, fibra y proteinas, se han encontrado gran
variedad de compuestos y metabolitos secundarios que incluyen principalmente
cannabinoides y terpenos (Martinez V et al., 2020, Gertsch J et al., 2008). Los
cannabinoides son los principales componentes activos bioldgicos del cannabis. Se
han identificado méas de 100 fitocannabinoides (Cerino P, et al. 2021, Page R et al.,
2020, Jadoon K et al., 2017). Destacan el THC Tetrahidrocannabinol y el CBD
Cannabidiol en comparacion con el THC, el CBD tiene efectos no psicoactivos por lo
que ha resultado de gran interés para su estudio (Klumpers L et al., 2019, Kis B et al.,
2019, Jadoon K et al., 2017). EI CBD al no ser un producto nocivo para la salud es
tolerado y los posibles beneficios que han sido estudiados, lo convierten en una opcion
terapéutica para una gama de enfermedades, incluidos los trastornos cardiovasculares
(Kicman et al., 2020).

El aceite de cannabis, contienen entre un 75y 80% de acidos grasos poliinsaturados.
Ademas, mantiene la proporcién adecuada 3:1, de 4cidos grasos esenciales de omega
6 (linoleico) con respecto al omega 3 (alfa linolénica) segun lo recomendado para la
ingesta humana (Salas J et al., 2019, Kis B et a., 2019, Karimi | et al., 2006). Asi mismo
en la Figura 2, se observa la composicion un poco mas detallada de nutrientes y
cannabinoides presentes en las diferentes partes anatomicas de la planta (Sauceda M
& Alcantara L. 2022; Martinez V et al., 2020).
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Figura 2. Composicién nutricional y cannabinoides presentes en las diferentes partes
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anatdmicas de la planta de cannabis. Tomada de Sauceda M & Alcantara L. 2022.
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Figura 3. Estructura quimica de los principales cannabinoides encontrados en el aceite.




- ANALISIS EN UPLC DEL ACEITE DE CANNABIS.

Se tiene informacion previa sobre el analisis de la composicion del aceite de cannabis,
lo cual fue posible por medio de Cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion
(UPLC). Se muestran a continuacion los principales compuestos Obioactivos presentes
en dicho aceite, en la figura 4 y se muestran también las concentraciones de los
compuestos bioactivos del aceite, principalmente los que son activados por el proceso
de descarboxilacién que sufre el compuesto en la figura 5. En la figura 3 se muestra la
estructura quimica de los principales cannabinoides encontrados en el aceite.

NOMBRE TIEMPO DE RESOLUCION
RETENCION (MIN)
CBDV 1.50 -
CDBV-A 1.72 5.3
THCV 2.37 13.4
CBD 2.73 6.0
CBD-A 3.04 4.5
CBG 3.23 2.5
THCV-A 3.71 5.8
CBN 4.05 3.8
CBG-A 4.51 4.6
(-)A%-THC 4.73 2.1
(-)A3-THC 5.04 2.7
CBL 5.79 6.2
CBC 6.69 6.3
THC-A 7.48 4.8
CBL-A 0.12 8.6
CBC-A 0.88 3.5

Figura 4. Compuestos cannabinoides presentes en el aceite de cannabis, obtenidos
mediante UPLC.
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COMPOSICION DEL ACEITE DE CANNABIS

cBDv

03613

THCV

CBG

4.5414
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CBN

DETHC A755
CBL 2.2400
CBC 1.9148

Figura 5. Concentracidbn de compuestos cannabinoides presentes en el aceite de

cannabis, después de un proceso de descarboxilacion obtenidos mediante UPLC.
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SISTEMA ENDOCANNABINOIDE.

En los ultimos afios se ha mantenido un interés constante por estudiar el sistema
endocannabinoide, que consta basicamente de receptores cannabinoides CB1 y
CB2 distribuidos ampliamente por todo el organismo, cannabinoides endégenos que
se unen con alta afinidad a dichos receptores, también conocidos como
endocannabinoides y enzimas que degradan, sintetizan o trasportan dichos
cannabinoides (Klumpers L et al., 2019; Biernacki M., et al 2018; Kaschina, E., 2016;
O’Sullivan S.E., et al 2015).

Estos cannabinoides enddgenos fueron identificados como N-araquidonil
etanolamina o anandamida (AEA), primer ligando enddgeno identificado en 1992,
seguido del 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (Lara D, 2019; Howlett A., et al, 2017), es
posible que otros ligandos, estén actuando en el sistema endocannabinoide, pero
hasta ahora solo tienen datos concretos de AEA y 2-AG (Martinez V et al., 2020).
La anandamida (AEA) se ha identificado en varias regiones del cerebro, higado,
riilones, bazo, pulmones, en la circulacion y el corazon. La AEA se sintetiza por la
hidrélisis de N-acil-fosfatidiletanolamina, sin embargo, también existe la posibilidad
de generarlo a partir de acido araquiddnico libre y etanolamina por accién de la
amida hidrolasa de acidos grasos, FAAH (Biernacki M., et al 2018; Kaschina, E.,
2016; Hillard, C. J, 2015). Por el otro lado el 2-araquidonoilglicerol (2-AG),
identificado en 1995, se ha encontrado en grandes cantidades en el sistema
nervioso central, en tejidos como higado, rifién, bazo, pulmones y corazon. El 2-AG
se genera por la hidrolisis de lipidico diacilglicerol mediada por la lipasa diacilglicerol
(Lara D, 2019; Pertwee, 2015; Hillard, C. J, 2015).

Con respecto a la afinidad mostrada por los receptores de CB1 y CB2, ambos
ligandos enddgenos tienen una actividad estimulante sobre dichos receptores, sin
embargo, se ha evidenciado, una mayor sensibilidad y afinidad del receptor CB1 por
AEA (agonista parcial), mientras que para CB2 seria 2-AG (agonista completo)
(Klumpers L et al., 2019; Hillard, C. J, 2015).

Los cannabinoides y endocannabinoides, ejercen su efecto en el organismo al

unirse a los receptores CB1 y CB2. Los endocannabinoides se liberan de la célula
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postsinaptica y actlan sobre la célula presinaptica, donde los receptores diana (CB1

y CB2) estan densamente concentrados (Cunha P et al., 2011)

Los endocannabinoides son generados por ciertas condiciones, es decir “bajo
demanda” de las células, dependientes de calcio, por habitos alimenticios,
especificamente la ingesta de precursores de lipidos eCB, en diferentes condiciones
fisioldgicas y patoldgicas. La vida util de los cannabinoides enddgenos esta limitada
por enzimas degradantes y sintéticas antes mencionadas (Puhl SL., et al. 2020,
Hillard, C. J, 2015; Pertwee et al., 2010). En la figura 6, se muestra con mayor
claridad como actua el sistema endocannabinoide para ejercer una respuesta en el

organismo.

[ SISTEMA ENDOCANNABINOIDE (SEC) ]

’4[ LIoANDOS ENDOGENOS |, [E>D CBZ

D ’ EFECTO EN EL
ENDOCANNABINOIDES D D ORGANISMO

AEA> 2-AG> D e [ EST-I-I;J-l-J-LU "&f
RESPUESTA -_— e

CB1 4 HIN

ENZIMAS
DEL SEC

CELULA EMISORA CELULA RECEPTORA ¥

Figura 6. Mecanismo de accion del sistema endocannabinoide.
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Derivado de los conocimientos previos que se tenian sobre el sistema
endocannabinoide, surge el sistema cannabinoide, donde se ven implicado el uso
extractos de cannabis con fines terapéuticos que actien sobre dicho sistema.
Diferentes efectos benéficos a la salud se han atribuido principalmente los
cannabinoides (sustancias quimicas, provenientes de la planta de cannabis que se
enlazan con proteinas receptoras especificas CB1 y CB2 principalmente), los cuales
mediante la interaccion con receptores mantiene la homeostasis del organismo
interviniendo en ciertas funciones fisiolégicas del mismo (Page R et al., 2020,
Martinez V et al., 2020, Klumpers L et al., 2019). Es entonces que cannabis ejerce
sus efectos farmacoldgicos interactuando con los receptores CB1 y CB2, acoplados
a proteinas G (Lena S. 2020, Kicman et al., 2020, Cunha P et al., 2011). Los
receptores afines a los compuestos activos de cannabis se manifiestan, localizan y
expresan en diferentes regiones del organismo. La presencia de ambos receptores
en el organismo y su expresion puede cambiar en condiciones patoldgicas
especificas y se ha documentado que la distribucién del receptor CB1 y CB2 esta
estrechamente ligada a los efectos farmacol6gicos que producen los cannabinoides.
(Kicman et al., 2020). Tanto el receptor CB1 como el receptor CB2, pertenecen a la
superfamilia de siete receptores transmembrana acoplados a proteina G y ambos
estan acoplados a vias de sefalizacion dependientes de Gi/o (Wing S.V & Kelly M
2017; Dhopeshwarkar, A.; 2014).

El receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), identificado en 1990, se encuentra en las
neuronas del sistema nervioso central, lo que refleja su prevalencia como el GPCR
(acoplado a proteina G) mas abundante en el cerebro, especificamente en las
terminales presinapticas, también el sistema nervioso periférico y los tejidos
periféricos, especificamente en terminales nerviosas simpaticas, en neuronas
sensoriales primarias influyendo en la nocicepcién de fibras nerviosas aferentes y
modulando la liberacion de neurotransmisores, también presente en el sistema
nervioso autbnomo, los receptores CB1 se encuentran en niveles significativamente
mas altos en las neuronas GABAérgicas que en las glutamatérgicas en varias
regiones del cerebro (Page R et al., 2020, Martinez V et al., 2020, Kicman et al.,

2020, Cunha P et al.,, 2011), interfiriendo en las acciones motoras, cognitivas,
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emocionales y sensoriales, afectando la percepciéon del dolor, la actividad hormonal
y la termorregulacion. Se ha detectado también en la periferia, en tejidos
involucrados en el metabolismo y el gasto de energia, como el tejido adiposo, el
higado, el tracto gastrointestinal, el mdsculo esquelético y el pancreas, asi como en
el sistema reproductivo, en células inmunitarias de sangre periférica y en la fisiologia
respiratoria y cardiovascular (Lena S. 2020, Page R et al., 2020, Pesce, M et al.,
2018). En el sistema cardiovascular, CB1 se expresa en regiones especificas
dentro de los miocitos cardiacos, células endoteliales arteriales y capilares, donde
parece estar involucrado en la fisiologia cardiovascular (Puhl SL, et al., 2020;
Howlett A., et al, 2017; epicier P, et al., 2007) , CB1 en el sistema cardiovascular se
originan en la activacion del sistema nervioso simpatico y la inhibicion simultanea
del SNA parasimpatico, la activacion de los receptores CB1 conduce a la
disminucién de la contractilidad cardiaca, vasodilatacion y la hipotensién, por lo que
existe evidencia de la reduccién de presion arterial en pacientes hipertensos. (Page
R et al., 2020, Martinez V et al., 2020, Klumpers L et al., 2019, Kis B et al 2019,
Cunha P et al., 2011). En la Figura 7 se muestra con mayor claridad las acciones
que el receptor CB1 ejerce sobre el organismo.

Mientras que la activacion del receptor CB2 es cardioprotectora, con efectos
antiinflamatorios y de antifibrosis. Ambos receptores con posibles efectos benéficos
sobre patologias cardiovasculares como la hipertension, cardiopatias,
enfermedades cerebrovascular y ateroesclerosis (Page R et al., 2020, O’Sullivan, S
2015, Kaschina, E 2016). El receptor CB2 se expresa principalmente en el sistema
inmunitario, células hematopoyéticas, osteoblastos, osteoclastos, mediando las
respuestas inmunes, inflamacién, dolor neuropético y remodelacién 6sea, con una
menor actividad en el sistema nervioso central (Lena S. 2020Cnha P et al., 2011),
en los érganos periféricos con funcion inmunitaria, incluidos los macrofagos, el bazo,
las amigdalas, el timo y los leucocitos (Howlett A., et al, 2017). Cannabinoides que
actuan sobre los receptores CB2 se han propuesto como terapias para el
tratamiento de dolor agudo, dolor inflamatorio crénico y dolor neuropatico para tratar
enfermedades neuroinflamatorias 0 neurodegenerativas, en general como

terapéuticos en trastornos que involucran inflamacion. (Kicman et al., 2020,
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Dhopeshwarkar, A et al, 2014). CB2 es un receptor altamente inducible,
aumentando unas 100 veces después de una lesidn tisular o durante un proceso
inflamatorio (Zhang H., et al 2016). Se han localizado también dichos receptores en
varios tejidos periféricos, como el tracto gastrointestinal, el sistema cardiovascular,
el tejido adiposo, el higado, los huesos y el sistema reproductivo, aunque esto es
menor cantidad que los receptores CB1 (Martinez V et al., 2020, Veilleux A et al.,
2019 Gertsch J et al 2008). En el sistema cardiovascular, el CB2 esta presente en
varios tipos de células, como los cardiomiocitos, los fibroblastos, las células del
musculo liso vascular y las células endoteliales de las arterias més grandes (Puhl
SL, et al., 2020). Estudios previos han demostrado una mayor expresion del receptor
CB2 en células enfermas, que, en células sanas, pues el receptor CB2 aumenta en
respuesta a la activacion e inflamacion de las células inmunitarias (Howlett A., et al.
2017; Stella, 2010). En la Figura 8 se muestra con mayor claridad las acciones que
el receptor CB2 ejerce sobre el organismo. Con respecto a lo anterior seria posible
gue fitocannabinoides presentes en la planta de cafiamo interactian con receptores
CB1 Y CB2 para mantener la homeostasis del organismo ante patologias como
hipertension arterial o dislipidemia.
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Figura 7. Acciones de los receptores CB1 sobre el organismo. Tomado de Sauceda
M & Alcéntara L. 2022.
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Figura 8. Acciones de los receptores CB2 sobre el organismo. Tomado de Sauceda
M & Alcéntara L. 2022.
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RECEPTOR CANNABINOIDE TIPO 1 (CB1).
Se ha demostrado que el receptor de CB1, en patologias cardiovasculares juega un

papel importante, en particular ha demostrado tener un efecto terapéutico sobre la
tension arterial, conduciendo a la disminucion de la contractilidad cardiaca, la
resistencia vascular, mediando la vasodilatacion y finalmente conduciendo un efecto
de hipotension. (Pacher P et al., 2018, Steffens S et al.,2015, Stanley C et a., 2014).
El efecto terapéutico de cannabinoides sobre el receptor CB1, para desencadenar
un descenso en la presion arterial, esta dado por su accion en ciertas células, tejidos

y 6rganos.

En los cardiomiocitos, por ejemplo, produce una disminucién de la contractibilidad
cardiaca, la contraccién del corazon estaria regulando directamente el gasto
cardiaco y este a su vez en conjunto con la resistencia vascular, se relacionan
directamente con la presién arterial, es decir una disminucion de la contractibilidad
cardiaca, disminuye el gasto cardiaco, con esto se reduce también la tension
arterial. Si bien, esté clara la presencia de CB1 en cardiomiocitos, la evidencia ha
reportado que el efecto en la contractibilidad cardiaca, no se da por una accion
directa en los cardiomiocitos, sino mas bien sobre el sistema nervioso, por la
presencia de receptores CB1 en terminaciones nerviosas que inervan los vasos
sanguineosy el corazon, el CB1R suprime la liberacion de neurotransmisores (como
son dopamina, noradrenalina, glutamato, serotonina y otras sustancias
neuroactivas) de terminaciones nerviosas simpaticas presinapticas, por lo que esto
produce una disminucién en la respuesta del sistema nervioso simpéatico al reducir
la activacion de los receptores adrenérgicos postsinapticos, y a su vez, disminuir
efectos como, frecuencia cardiaca y contraccion del corazén, entre otros cambios
implicados también en la tension arterial, vasoconstriccion y el flujo sanguineo (Kis
B, et al., 2019; Pacher P et al., 2018; Wing S.V & Kelly M 2017).

Por otro lado, en el endotelio vascular tendria como consecuencia una relajacion
del endotelio en vasos sanguineos, en las células endoteliales, la activacion de CB1
estimula canales de potasio, inhiben los canales de Ca, estimulando de esta manera

la liberacién de Oxido nitrico dependiente de calcio y liberacion de sustancias
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vasoactivas, produciendo un efecto vasodilatador (Jones, 2002; Kis B, et al., 2019;
Hinojosa, M. 2017; O'Sullivan, 2015; Gertsch J., et al. 2008).

Mientras que en el musculo liso vascular, tiene una influencia en la tension arterial,
al interferir en la proliferacidon y regulacion del musculo liso vascular, esto es porque
receptores de CB1, como se menciond previamente actian directamente sobre los
canales de calcio tipo L de la musculatura vascular, para disminuir la entrada de
calcio, lo que dara lugar a una vasodilatacion, si se ven inhibidos los canales de
calcio en el musculo, este permanece en estado de relajacion (Cerino P., et al. 2021;
Kis B, et al., 2019; Howlett A., et al, 2017).

A pesar de que el receptor para CB1 ha demostrado tener un impacto positivo en la
regulacion de la tension arterial, existe también evidencia de un posible efecto
negativo en la fisiologia cardiovascular, en un estudio reportaron, que un efecto
antagonista del receptor CB1 resulta ser cardioprotector contra isquemia
miocardica, insuficiencia cardiaca y miocardiopatias (Dhopeshwarkar, A.; 2014).

Ademas, se ha mencionado que el receptor CB1 agrava la respuesta inflamatoria,
muy comun en la patologia cardiovascular, por el dafio asociado a la enfermedad y
un incremento en el estrés oxidativo (Puhl SL, et al., 2020). La respuesta
inflamatoria podria estar relacionada a una mayor predisposicién de desencadenar
otras complicaciones cardiovasculares como son las dislipidemias o
ateroesclerosis, ademas otra evidencia menciona que la activacion de CB1 esta
relacionada con el metabolismo alterado del perfil lipidico (Pacher P et al., 2018,
Steffens S et al.,2015, Stanley C et a., 2014).
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RECEPTOR CANNABINOIDE TIPO 2 (CB2).
A presar de que CB2 tiene un 44% de homologia de aminoacidos con CB1 sus

acciones son quiza en cierto punto complementarias al buscar generar un efecto
cardioprotector, pero finalmente resultan ser diferentes y en algunos casos un tanto
opuestos (Puhl SL, et al., 2020; Howlett A., et al, 2017).

El receptor CB2 ha sido expresado en sistema cardiovascular, incluido el miocardio,
los cardiomiocitos, el endotelio de la arteria coronaria y las células del musculo liso
vascular, incrementando su expresion cuando se presenta algun tipo de lesién o
dafio, se cree que esto sucede como una manera de proteger al organismo al limitar
la inflamacion y la progresion lenta de las enfermedades (Puhl SL, et al., 2020; Wing
S.V & Kelly M 2017). Con forme a lo antes mencionado, el receptor de CB2 también
se ha encontrado en células inmunitarias, con el fin de disminuir estrés oxidativo,
inflamacion apoptosis y fibrosis (Puhl SL, et al., 2020; Dhopeshwarkar, A.; 2014).
Es entonces que CB2 atenla procesos inflamatorios que podrian desencadenar
complicaciones esto es mediante una reducciéon en la atraccion de células
inmunitarias, polarizacion de macréfagos y linfocitos (Puhl SL, et al., 2020; Wing S.V
& Kelly M 2017; Dhopeshwarkar, A.; 2014). Se cree que CB2 también contrarresta
efectos psicotropicos adversos asociados en ocasiones a terapias basadas en
receptores CB1 (Puhl SL, et al., 2020; Wing S.V & Kelly M 2017). Algunos otros
estudios también han reportado que el receptor CB2, promueve la movilizacion de
calcio al exterior de la célula, lo que traeria como consecuencia relajacion de la
pared arteria, como ya mencioné previamente (Pacher P et al., 2018, Steffens S et
al.,2015, Stanley C et a., 2014, Malfitano AM, et al., 2014). En la figura 9, se
muestran los efectos del receptor CB1 y CB2 en el sistema cardiovascular.

Los efectos cardioprotectores asociados a Cannabis, que fueron antes explicados,
se desencadenan por una acciébn a nivel neuronal de manera retrograda,
disminuyendo o inhibiendo una actividad como tipo retroalimentacién negativa o
incluso activando otras. CB1 y CB2, son receptores transmembrana (que atraviesan
la membrana 7 veces), acoplados a proteinas G (GPCR) y por lo tanto a vias de
sefalizacion dependientes de Gi/o, entonces los cannabinoides sefialan en las

células a través de una disminucion mediada por el receptor en la adenilil ciclasa, lo
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gue significa que al activarse van a liberar una subunidad alfa, esto va a inhibir a
adenilato ciclasa, que a su vez no va a llevar a cabo la conversion de ATP a AMPc,
el cual, es uno de los principales marcadores de actividad celular. Esto también
impide la entrada de calcio como mensajero celular e inhibe ciertas neurona o célula
inmunes y abre canales de potasio, lo que ocasiona una célula hiperpolarizada que
no puede reaccionar ni tener excitabilidad eléctrica. Posteriormente esto, se crean
los endocannabinoides (generados de manera dependientes de calcio, bajo
demanda), siendo 2AG un agonista completo en ambos receptores cannabinoides
que después actlua para inhibir, disminuir o incluso activar ciertas actividades (Wing
S.V & Kelly M 2017).
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Figura 9. Efectos del receptor CB1 y CB2 en el sistema cardiovascular.
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- EFECTO SEQUITO DE CANNABIS.
Como se ha mencionado con anterioridad cannabinoides, presentes en la planta de
Cannabis Sativa, asi como terpenos y flavonoides han demostrado tener
propiedades terapéuticas para usarse en diferentes patologias (Espinosa JC., 202;
ElSohly et al., 2014).

En la actualidad se mantiene el interés por conocer el efecto, la eficacia y tolerancia
de los cannabinoides aislados, en comparacién con la relacién de todos los
fitoquimicos (cannabinoides, terpenos y flavonoides) juntos presentes en la planta

de forma herbal.

Estudios e investigaciones previas argumentan que los efectos terapéuticos
asociados a los compuestos de la planta de Cannabis son mas efectivos al
interactuar entre si, potenciando un efecto final, mejorando su eficacia y tolerabilidad
en comparacién con lo observado a los compuestos aislados, pues actian en
sinergia “el efecto de dos compuestos en combinacion es mayor que la suma de los
efectos individuales (Espinosa JC., 2020; Ligresti y cols., 2016; Russo E., 2011; Ben
Shabat, et al., 1998).

Cannabinoides al ser administrados en conjunto con otras sustancias fitoquimicas
presentes en la misma planta (terpenos, flavonoides, esteroles, etc.) provocan un
efecto conjunto sobre los sistemas biolégicos, fendmeno designado como “efecto
séquito” también conocido “entourage” (Suppa JM., 2019; Kratz J & Garcia M., 2018;
Rodriguez M., 2017; Russo et al., 2011). Concepto inducido por primera vez en 1998
por Ben Shabat y colaboradores para describir la interaccion que existe entre
diferentes compuestos presentes en la planta de Cannabis, y como el efecto final
de la misma es el resultad de esa interaccion (Russo y Taming, 2011; Ben Shabat,
et al., 1998). En la figura 10, se muestran los fitoquimicos y compuestos bioactivos

involucrados en el efecto séquito.

El “efecto séquito” de Cannabis, ejercer un efecto mas potente que el que puedan
generar las moléculas por separado, pues las diferentes sustancias que se
encuentran en la planta, interacttan entre si en sinergia (Andronolo D., 2021;
Hinojosa & Gutierrez., 2017; Coile, D 2016).
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Con respecto a lo anterior esta claro que los efectos del THC o del CBD
administrados de manera aislada no son iguales a una administracion simultanea,
0 cuando se consume la planta de manera directa, donde actian todos los
componentes de la misma, es decir tanto los cannabinoides como los terpenos y
otros fitoquimicos. De esta manera se fortalecen y mejoran las condiciones

terapéuticas de los extractos de cannabis (Kratz J & Garcia M., 2018, Russo, 2011).

La planta de cannabis brinda una herramienta terapéutica muy compleja, los efectos
clinicos del cannabis son secundarios a interacciones complejas entre los diferentes
cannabinoides y no son consecuencia de la accion de un compuesto quimico
aislado. Estudios recientes proponen un esquema terapéutico, donde es necesario
que para cada paciente se realice un ajuste en la variedad y dosis de la planta de
Cannabis para su patologia (Andronolo D., 2021; Espinosa JC. 2020; Englund A.,
et al 2013; Russo., 2011).

En otros estudios con fines de utilizar cannabis en la terapia clinica y farmacéutica
han manejado diferentes concentraciones de CBD y THC, en diferentes
proporciones, por ejemplo, CBD: THC de 20:1, para terapia en epilepsia, CBD: THC
en proporciones de 2:1, 5:1 y 20:1, en Israel cumple con los requisitos legales y
sanitarios, ademas se ha visto que CBD: THC en proporcion 1:1 produce un efecto
antitumoral (Espinosa JC. 2020; Brodie MJ., et al 2018; Rodriguez M., 2017).

Extractos de cannabis tienen 3 clasificaciones: espectro completo, contiene
fitocannabinoides, terpenos y flavonoides; amplio espectro, a diferencia del espectro
completo, no contiene THC; y CBD aislado, que contiene CBD puro, los 3 tipos con

evidencia clinica y terapéutica (Cather & Cather., 2020).

El énfasis de utilizar cannabinoides CBD Y THC en conjunto, se debe principalmente
a que previos estudios han demostrado que CBD mejora el efecto de THC, con
respecto a eficacia terapéutica y disminuyendo los efectos adversos (Espinosa JC.
2020; Englund A, et al 2013).

El CBD podria potenciar los efectos terapéuticos del THC, estudios resaltan que el

CBD por ser hidrofobico, penetra en las membranas celulares aumentando asi la
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capacidad del THC de penetrar en los tejidos, a través de los receptores aqui
presentes CB1 y CB2. EI CBD también inhibe isoformas de citocromo p450,
encargado del metabolismo de THC. Es entonces que CBD influye aumentando la
vida media, distribucién y biodisponibilidad del THC (Suppa JM., 2019; Kratz J &
Garcia M., 2018).

Aunado a esto la administracion CDB podria disminuir los efectos adversos del THC
cuando estos son administrados de manera conjunta, es porque la actividad
ansiolitica y antipsicotica propia del CBD, ademas de que inhibe el metabolismo del
THC a 11-hidroxi-THC, al que se le atribuyen propiedades psicoactivas mayores
que las del THC (Leimow y Birnbaum, 2019; Suppa JM., 2019; Kratz J & Garcia M.,
2018; McPartland y cols., 2014). Se propone una preparacion de cannabis en
proporciones adecuadas de CBD: THC, podria considerarse como una “version
terapéutica mejorada del THC” (Guzman Pastor, et al 2019; Russo y Santiago et al.
2019; Kratz J & Garcia M., 2018; Maa E y Figi., 2014).

Ademas de la sinergia con la que trabajan compuestos cannabinoides (CBD y THC)
en el efecto séquito, también se ha demostrado una mejor respuesta farmacoldgica,
atribuida a la adicion de otros fitoquimicos como son los terpenos y flavonoides,
compuestos volatiles responsables de las propiedades organolépticas como es el
sabor y aroma del cannabis. Dichos compuestos, son encontrados en gran variedad
de alimentos y son considerados seguros para el consumo humano, aprobados por
la FDA, tiene propiedades antioxidante, ansiolitico, antiinflamatorio, antibacteriano,
antineoplasico, analgésico, entre otros (Guzman Pastor, et al 2019; Suppa JM.,
2019; McPartland y cols., 2014).

Destacan los siguientes tipos de terpenos, el B-mirceno compuesto analgésico,
antiinflamatorio antibacteriano y antidepresivo, le confiere propiedades sedativas al
cannabis, el limoneno compuesto inmunoestimulante, el a-pineno es
antiinflamatorio, broncodilatador, antibiético e inhibe a la acetilcolinesterasa, que
contrarrestar los déficits en la memoria a corto plazo inducidos por el THC,

finalmente el B-cariofileno compuesto analgésico, protector gastrico, antiinflamatorio
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y con la capacidad de activar el sistema endocannabinoide, al ser un agonista del

receptor CB2 (Santiago et al. 2019; Russo y Taming, 2011).

El efecto séquito en la planta Cannabis representa una aproximacion terapéutica
diferente, al tener mdultiples dianas y mejorar la actividad terapéutica de sus
componentes principales (CBD y THC). Dicho efecto se aproxima mas a la realidad
clinica de los pacientes, en los que las patologias con causas y efectos
multifactoriales, se tratan con combinaciones de farmacos. Actualmente los estudios
tanto clinicos como preclinicos sobre el efecto séquito de la planta Cannabis son
todavia muy pocos. Esta claro que la planta de Cannabis Sativa es una herramienta
terapéutica compleja y es fundamental realizar mas estudios, para validar el efecto
séquito como uso farmacéutico en diversas patologias (Kratz J & Garcia M., 2018;
Rodriguez M., 2017; Ligresti y cols., 2016; Russo y Taming, 2011).
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Figura 10. Compuestos bioactivos y fitoquimicos que participan en el efecto séquito.
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- DISENO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un “Alimento Funcional” es
cualquier alimento o ingrediente que demuestre accion benéfica para la salud, que
incremente el bienestar del individuo o disminuya los riesgos de enfermedades, mas

alla de su funcién nutritiva.

Es aquel con una o varias sustancias, naturales o procesadas, que interaccionen
con el organismo de forma beneficiosa y significativa independientemente de nivel
de aporte de nutrientes. Estos alimentos ayudan al organismo en el mantenimiento

de un estado 6ptimo de salud (Lopez C, et al. 2020).

Dicho lo anterior, estd claro que extractos de cannabis contienen compuestos
nutricionales y otros bioactivos que podrian contribuir a prevenir o tratar el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares de gran interés actual como son dislipidemias e
hipertension arterial. Por lo que se ha sugerido usar compuestos de cannabis como
ingredientes activos para formular alimentos funcionales y/o nutracéuticos en la
industria alimentaria. Dado que un alimento funcional se caracteriza por poseer
compuestos con propiedades especificas que les permiten manifestar un efecto
benéfico en la salud. Cannabis y sus extractos resultan de gran interés para la
nutricion humana (Martinez V et al., 2020, Polia et al., 2018, Girgih A et al., 2014,
Karimi | et al., 2006).

En la actualidad sabemos que la salud de los seres humanos tiene una gran relacion
con la calidad nutricional de la alimentacién, asi mismo el consumo de alimentos
funcionales o nutracéuticos ayuda a prevenir el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, obesidad, diabetes, cancer, sindrome metabdlico, entre otras. La
explotacion de cannabis en la nutricibn humana podria ser una linea de

investigacion con gran relevancia, importancia e innovaciéon en el mundo.

27



. ANTECEDENTES.
- EFECTOS DE CANNABINOIDES EN LA SALUD

Se han demostrado diferentes efectos benéficos en la salud, atribuidos
principalmente al compuesto cannabidol (CBD). Diferentes estudios documentan su
potencial efecto analgésico, anticancerigeno, neuroprotector, antiemético,
anticonvulsivante, antiinflamatorio, antiespasmaodico. Con eficaz tratamiento sobre
epilepsia, obesidad nauseas, vomitos, pérdida de apetito, inflamacion, dolor,
Alzheimer, Parkinson, trastorno de estrés postraumatico, ansiedad, enfermedad
pulmonar, higado graso, diabetes, dislipidemias, sindrome metabdlico y trastornos
cardiovasculares (Klumpers L et al., 2019, Di Marzo et al., 2011, Costa B et al.,
2007, Moore T et al., 2007).

El sistema cannabinoide por su capacidad de interferir en la fisiologia del organismo,
ha despertado interés como una nueva terapia con beneficio en gran variedad de
patologias. En particular en sistema cardiovascular parece tener un impacto positivo
en el desarrollo y pronéstico de enfermedades cardiovasculares (Jadoon K. 2017,
Stanley CP, et al., 2013, Cunha P et al., 2011, Mechoulam R, et al., 2002).

- EFECTOS DE CANNABINOIDES EN LA SALUD CARDIOVASCULAR

Este potencial efecto protector del sistema cannabinoide en problemas
cardiovasculares, se ha asociado a el efecto que generan compuestos
cannabinoides presentes en el cafiamo, entre estos compuestos destacan el THC y
CBD por su interaccibn en la fisiologia cardiovascular ante diferentes
enfermedades, condiciones y circunstancias (Lena S. 2020, Veilleux A et al., 2019,
Stanley CP, et al., 2015, Walsh SK, et al., 2010).

Sin embargo, otros compuestos presentes en el cafiamo, como son terpenos,
antioxidantes y acidos grasos poliinsaturados, influyen también en mejorar la
salud cardiovascular ante ciertas condiciones que deterioran dicho sistema, como

es la hipertension arterial y las dislipidemias (Jurgonski A 2020, Kaushal N 2020).
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Compuestos cannabinoides han demostrado intervenir en la regulacion de la
funcién cardiovascular, con una mayor actividad en procesos patolégicos de dicho
sistema (Puhl SL, et al., 2020). Esto posiblemente asociado al prometedor enfoque
terapéutico para contrarrestar la progresion de enfermedades cardiovasculares
(Puhl SL, et al., 2020; O'Sullivan, 2015).

Este enfoque terapéutico esta dado por una gran sensibilidad de cannabinoides a
receptores CB1y CB2, con efecto de agonismo y antagonismo, ademas resulta ser
un proceso complejo pues los cannabinoides pueden activan receptores periféricos,
en los cardiomiocitos y las células endoteliales o una combinacion de los mismos,
asi como involucrar al sistema nervioso central y en ciertas condiciones, las células
inmunitarias (Wing S.V & Kelly M 2017; Pacher & Steffens, 2009). El papel que
juegan los receptores de CB1 y CB2 en condiciones cardiovasculares como la
hipertension y dislipidemias, es descrita a continuacion. En la figura 11, se muestra
con mayor claridad como actia el sistema endocannabinoide para ejercer una

respuesta en el organismo.
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Figura 11. Mecanismo de accion del sistema cannabinoide.
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Cannabinoides en dislipidemias.

Los cannabinoides tienen efectos positivos y negativos sobre la progresion de
problemas de dislipidemias, por ejemplo, se ha mencionado que el receptor CB1
incrementa perfil lipidico mientras que el CB2 lo disminuye, pero esto se discute con

claridad a continuacion.

Se cree que CBL1 tiende a incrementar valores del perfil lipidico desfavorablemente,
afectando principalmente la vasculatura endotelial y teniendo como consecuencia
la progresion de padecimientos como es la aterosclerosis, en estas condiciones se
ha reportado que en endotelio, musculo liso vascular y macréfagos, la estimulacion
de cannabinoides sobre el receptor de CB1 puede inducir migraciéon celular,
proliferacion y liberacién de radicales libres y citoquinas todo esto con acciones
proinflamatorias (Wing S.V & Kelly M 2017).

Sin embargo, la bibliografia nos manifiesta cierta controversia, pues estudios
reportan también el potencial efecto del sistema cannabinoide para contrarrestar

dafios y progresion de problemas cardiovasculares en especial de dislipidemias.

El receptor CB2 puede disminuir el perfil lipidico, en especial, reducir triglicéridos,
colesterol, lipoproteinas de baja densidad y mejorar otras condiciones metabdlicas
como insulina y glucosa. (Wing S.V & Kelly M 2017). Se cree ademas que la
sefalizacion de receptores a cannabinoides en higado esta relacionado a mantener

la homeostasis metabdlica. (Howlett A., et al, 2017).

En el caso de dislipidemias, sabemos que en dicho proceso patolégico es comun la
generacion futura de especies reactivas de oxigeno y el desarrollo de procesos
inflamatorios, para contrarrestar este dafio, tenemos que la activacion de CB2 por
parte de cannabinoides, tiene efectos antiinflamatorios (O'Sullivan, 2015; Steffens
& Pacher, 2015). Esto efecto asociado a una disminucion en la proliferacion de
células de musculo liso vascular y reduccion de la produccion de citocinas
proinflamatorias, radicales libres y quimiotaxis de neutrofilos, suceso por el cual
cannabinoides al actuar sobre CB2 podria ser utilizados como un eficaz tratamiento
terapéutico para tratar dafios ocasionados por un desorden en el perfil lipidico como
es la inflamacion (Wing S.V & Kelly M 2017; (O’Sullivan, S.E. 2015).
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Un estudio, por ejemplo, para el tratamiento de dislipidemias, demostré que el
tratamiento oral con dosis bajas de THC podria inhibir el desarrollo de placa
aterosclerotica (Braunersreuther V, et al., 2006). Ademas, una suplementacion
dietética con una pequefia dosis de semillas de cannabis, puede contrarrestar dafios
inducidos por una alimentacion alta en grasa en ratas (Lara D., et al 2019). Las
semillas de cannabis pueden mejorar el estado antioxidante y el metabolismo de los
lipidos en las ratas (Cunha P et al.,, 2011). Aunado a esto la presencia de otros
compuestos del cannabis pueden tener consigo grandes beneficions, como es el
aceite de semilla de cannabis que tiene un alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados y la proporcion de omega 6 a omega 3 es 6ptima (3: 1), lo cual
contribuye a una mejora en la salud cardiovascular (Kaul et al., 2008). Esto es
porque dichos acidos grasos poliinsaturados pueden mejorar el metabolismo de los
lipidos debido a su capacidad para inducir la oxidacion de acidos grasos en el
higado y los musculos esqueléticos y la supresion simultdnea de la sintesis de

lipidos hepaticos (Jurgonski A 2020).
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Cannabinoides en hipertension arterial

Por otro lado, el sistema cannabinoide, también ha sido estudiado como tratamiento
de la hipertension arterial, otro problema cardiovascular de gran magnitud (Cunha
P et al., 2011). Se ha encontrado que dicho sistema regula a diferentes niveles la
presion arterial (Biernacki M, et al 2018, Grotenhermen, 2006). Como se mencion0
con anterioridad esta regulacion esta dada principalmente por la unién de los
cannabinoides al receptor CB1 (Lena S. 2020, Malinowskal B et al., 2019,
O'Sullivan, 2014). Al actuar sobre este receptor, se ha identificado que los
cannabinoides, pueden actuar de diferentes maneras, disminuyendo la frecuencia y
contractibilidad cardiaca, disminuyendo también la constriccion coronaria, asi como
incrementando la vasodilatacion. (Robert L. Page Il, 2020, O'Sullivan, 2015,
Malinowska et al., 2012, Cunha P et al., 2011). Incluso se ha visto que, en personas
hipertensas, la cantidad y sensibilidad de receptores CB1 aumentan notablemente
en células y tejidos del sistema cardiovascular, mismo suceso observado para el
receptor CB2. Ademas, estos compuestos cannabinoides pueden actuar en la
fisiologia del sistema renina-angiotensina y aumentando la sensibilidad de los
barorreceptores (Malinowska B et al.,, 2019, Biernacki M 2018). Todos esto
provocando una accién antihipertensiva, que tendra como futuros usos, un fin

terapéutico.

El cannabis inhalado provocé una disminucion de la presion sanguinea duradera en
sujetos con una presion arterial alterada (Grotenhermen, et al.,, 2006). La
administracion de cannabinoides a distintos animales ocasion6 un efecto hipotensor
y vasodilatador (Jones, R, et al., 2002). Se ha encontrado que el CBD exhibe
propiedades vasodilatadoras y antioxidantes en la hipertension, estd accion
hipotensora del CBD se identificado principalmente en condiciones de estrés
(Kieman A et al., 2021). Los cannabinoides disminuyeron la presion arterial en
roedores hipertensos principalmente debido a la disminucion de la contractilidad
cardiaca (Pacher P, et al., 2005). La administracion aguda y prolongada de THC a
roedores hipertensos, provocé una disminucion de la presién arterial y la frecuencia
cardiaca a largo plazo, (multiples sitios objetivo, inhibicion de los canales de calcio,

activacion de los canales de potasio, produccién de NO vy liberacion de sustancias
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vasoactivas (O'Sullivan, 2015; Cunha P et al.,, 2011; Jones, 2002). En ratas
hipertensas, se encontré que existe una accion hipotensora mediada por el receptor
CB1 mucho mas fuerte en comparacion con ratas normotensas (Toczek M, et al.,
2018). En un estudio cuando se administr6 como tratamiento Unicamente el
cannabinoide CBD no psicoactivo disminuy6 la presion arterial en reposo y la
presion arterial inducida por el estrés (Jadoon et al., 2017). El tratamiento con CBD
via oral redujo la presion arterial sistélica en reposo, en un estudio con humanos
sanos (Jadoon K et al.,, 2017). Los cannabinoides también modularon el estrés
oxidativo y la inflamacion en la hipertension, condiciones que provocan un mal
prondstico en de la fisiopatologia de esta enfermedad. (Kicman et al., 2020). En un
estudio de Sadowska O y colaboradores, donde administraron CBD a una dosis de
10 mg/kg/dia durante tres semanas en ratas con hipertension pulmonar, se observo
una disminucién en la vasoconstriccién ventriculo derecho, reduciendo la presion
sistélica del mismo, por lo que el CBD puede ser un tratamiento terapéutico Unico o
adyuvante seguro para la hipertensién arterial pulmonar humana (Sadowska O, et
al. 2020). En otros estudios el CBD provocé la relajacion de las arterias
mesentéricas humanas, la aorta de rata y las arterias femorales y mesentéricas en
condiciones de normo e hipertension (Wheal, AJ., et al. 2017; Stanley, CP., et al
2015; O’Sullivan, SE., et al 2009). En otros experimentos realizados in vivo, una
inyeccién aguda de CBD redujo la presion arterial diastélica pero no la sistélica en
ratas con hipertension arterial (Remiszewski et al., 2020). EIl CBD y otras
cannabinoides entonces, se caracterizan por sus propiedades vasorrelajantes,
antiproliferativas y antiinflamatorias, sin embarga la evidencia todavia es escasa
para promover su uso terapéutico seguro, por lo que es importante continuar y

promover esta linea de investigacion.

La evidencia respalda el uso del sistema cannabinoide como terapia que pudieran
prevenir o disminuir la progresion de patologias cardiovasculares, como son de
nuestro interés la hipertension arterial y las dislipidemias, dado que estudios clinicos
y preclinicos han demostrado que cannabinoides pueden modular la frecuencia

cardiaca, el tono vascular y la presion arterial en humanos y modelos animales.
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Nuevos estudios experimentales y clinicos son necesarios para aclarar el papel de
los cannabinoides en la fisiopatologia de enfermedades cardiovasculares, debido a
gue la investigacion con respecto al uso de cannabis como tratamiento en dichas
patologias no es aun suficiente. Esto es fundamental para la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas, para conocer los efectos de cannabis en alteraciones

cardiovasculares y la creciente legalizacion de su consumo con fines medicinales.

- EFECTOS TERAPEUTICOS DE CANNABIS EN MODELOS MURINOS
Estudios previos han evidenciado el potencial efecto terapéutico de extractos de
cafiamo en problemas de tipo cardiovascular en modelos murinos. En la Tabla 1, se
describe con mayor detalle lo que reportan dichos estudios, incluyen problemas de

presion arterial y de metabolismo lipidico.

Con respecto al efecto terapéutico de cafiamo en alteraciones de presion arterial,
Malomo Sy colaboradores en 2015, evaluaron el efecto de hidrolizados de proteina
de cafamo sobre la reduccion de presion arterial en un modelo murino de ratas
espontaneamente hipertensas, en efecto, observaron una reduccion significativa en
las enzimas ECA y renina, lo que posteriormente se correlaciono con una reduccion
de presién arterial, por lo que hidrolizados de proteinas de cafiamo podrian ser
usados como ingredientes o compuestos activos para la reduccion de la presion

arterial en problemas de hipertension.

En otro estudio, Girgih A y colaboradores en el 2014 evaluaron de igual manera el
efecto de la alimentacion de hidrolizados de proteina de caflamo como tratamiento
y prevenciéon de hipertension arterial, en un modelo murino de ratas
espontaneamente hipertensas y ratas Wistar normotensas, ellos encontraron que la
dieta con hidrolizados de proteina de cafiamo contribuyé a mantener niveles de
presién arterial en rangos normales en ratas espontdneamente hipertensas y esto
fue atribuido a una reduccion significativa en los niveles plasmaticos de enzimas
ECA y renina. Sin embargo, dichos extractos de cafiamo no modificaron la presion
arterial de ratas normotensas. Péptidos de cafiamo podrian ser utilizados en el

tratamiento de la presion arterial.
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Si bien estos estudios, basan el potencial efecto hipotensor del cafiamo en la
proteina del mismo, otros estudios en ratas afirman el impacto que tiene los
fitocannabinoides de actuar sobre sus receptores especificos para producir una
reduccion en la presion arterial. Los cannabinoides pueden actuar como ligandos
del receptor CB1, el cual ha mostrado producir un efecto vasodilatador y por ende
disminuyen la vasoconstriccion, también producen una reduccion en la
contractilidad cardiaca por un aumento de la sensibilidad de los barorreceptores
esto podria desempefiar un papel protector en la hipertension (Malinowskal B et
al., 2019, Biernacki m. 2018) Son los receptores CB1, los que se han identificado
segun estudios previos, con un mayor efecto hipotensor con los ligandos de
cannabinoides. Estos han disminuido la presion arterial en roedores hipertensos por
los mecanismos previamente dichos (Cunha P et al., 2011. Lena S. 2020). Se ha
encontrado en roedores que el CBD exhibe propiedades vasodilatadoras,
antioxidantes y antinflamatorias en la hipertension, importante de considerar
también por las posibles complicaciones de esta enfermedad (Kicman et al., 2020,
Jadoon K et al., 2017).

Estudios también han evaluado el efecto de cannabis como intervencion para
atenuar problemas en el metabolismo lipidico. Kaushl N y colaboradores en el 2020
evaluaron entre otros parametros, el efecto de proteinas y lipidos de caflamo sobre
el perfil lipidico de un modelo de ratas Wistar con hipercolesterolemia inducida, en
sus resultados reportan un mejoramiento del perfil lipidico en triglicéridos, colesterol
total, colesterol HDL y LDL, unicamente para aquellas ratas que fueron alimentadas
con los extractos de cannabis. Es importante considerar los efectos
antihipercolesterolemicos de cannabis, para un posible uso terapéutico del mismo.

En otro estudio Karimi | & Hayatghaibi H en 2006, observaron el efecto de cannabis
sobre el perfil lipidico de ratas Wistar. En efecto cannabis disminuyo
significativamente niveles de LDL séricos en ayunas e incremento los valores de
HDL séricos en ayunas. Sin embargo, no se observaron cambios significativos para
colesterol total y triglicéridos. Por lo que sugieren seria adecuado el uso de cannabis

para un mejor control en el perfil lipidico.
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Kaushal N y colaboradores en 2020 evaluaron cambios en el perfil lipidico de ratas
Wistar alimentadas con diferentes patrones de dieta altas en grasa y/o con
cannabis. Los investigadores observaron que una dieta alta en grasa incremento
significativamente parametros de perfil lipidico. Sin embargo, en los grupos de ratas
alimentadas con cannabis (sea en ausencia de grasas, al mismo tiempo que la dieta
alta en grasas o bien posterior a la dieta alta en grasas) se mostré una disminucion
considerable en los niveles de colesterol total y LDL, triglicéridos, asi como aumento

de colesterol HDL.

En otra investigacidon de Jurgonski A y colaboradores en 2020 analizaron el
metabolismo lipidico de ratas Wistar macho obesas inducidas por una dieta alta en
grasa, tras la ausencia o adicion de semillas de cafiamo nativas o desgrasadas, en
efecto la alimentacion de una dieta rica en grasa con semillas nativas disminuyo la
concentracion de colesterol total, mientras que la semilla de cafiamo desgrasada
disminuy6 acumulacion de triglicéridos en higado, pero incremente el acumulo de

colesterol en dicho érgano.

En el campo cardiovascular, receptores de cannabinoides CB1 y CB2 impactan de
manera crucial en enfermedades caracterizadas por procesos inflamatorios, como
la son aterosclerosis o dislipidemias. Por lo que los cannabinoides inducen cambios
en el sistema cardiovascular de animales y se vuelve una posibilidad de aplicar el
CBD para el tratamiento de trastornos cardiovasculares como son las alteraciones
en el metabolismo lipidico (Lena S. 2020, Cunha P et al., 2011).

Las investigaciones previas que hasta el momento se tienen sobre el potencial
efecto terapéutico de extractos de cafiamo o cannabis sobre problemas de
hipertension y dislipidemias, son la pauta para promover la identificacion de
cannabinoides provenientes de cannabis como un futuro potencial terapéutico para

dichas patologias.
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Tabla 1. EFECTO TERAPEUTICO DE EXTRACTOS DE CANAMO EN PROBLEMAS DE HIPERTENSION ARTERIAL Y
DISLIPIDEMIAS. Tomado de Sauceda M & Alcantara L. 2022.

ESTUDIO | ¢QUE MODELO EXTRACTO | DISENO RESULTADOS CONCLUSION

EVALUO? DE
CARNAMO EXPERIMENTAL

Kaushal Efecto de | Ratas Proteinas y| Se tenian 5 grupos: | Mejoramiento  del perfil | El cafnamo tiene

N, et al]extractos de | Wistar con | lipidos del] Grupo 1: Con una | lipidico (triglicéridos, | efectos anti-

2020. cafiamo hiper- cafamo o | dienta normal y agua | colesterol total, HDL, LDL) | hipercolesterolémicos,
sobre perfil | colesterole | cannabis libre. para ratas alimentadas con | los cuales estan
lipidico, mia Grupo 2: Con una | extractos de cafiamo. | mediados por
dafio inducida. dieta alta en grasa. | Cambios anormales en las | modulacibn de vias
oxidativo e Grupo 3: Dieta que | ondas del | inflamatorias y
inflamacion contiene extractos de | electrocardiograma de ratas | actividad antioxidante.

de ratas con
hiper-
colesterole

mia.

cafamo.

Grupo 4: Dieta alta en
grasa suplementada
con 10% de cafiamo.
Grupo 5: Dieta alta en
grasa por un mes,

seguido de una dieta

con hiper- colesterolemia.

Menor dafio oxidativo e
inflamacion para ratas con
hipercolesterolemia

alimentadas con cafnamo

Es importante
considerar estas
propiedades de

cannabis.
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con cafiamo por otro

mes.

Malomo S,
et al 2015.

de
extractos de

Efecto

canamo
inhibir

in vitro

para

actividades

de la renina
y la ECA, en
relacién con
los efectos
reductores

de la presion

arterial.

Ratas
espontanea

mente

hipertensas.

Hidrolizados
de proteinas

de canamo

Se tenian 3 grupos
conformados por 4

ratas cada  uno.
Grupo 1 Se
proporciono los
diferentes

hidrolizados de

proteinas de cafamo.

Grupo 2: (Control
positivo) Se ofrecio el
farmaco captopril
diluido en  PBS.
Grupo 3: (Control
negativo) Se
administro

Unicamente PBS

La inhibicion de renina se
logré con 4% del hidrolizado
con pepsina, mientras que la
ECA, se inhibi6 con el 2% de
pepsina.

La proteina hidrolizada con
alcalasa al 1% fue el agente
reductor de presion arterial
mas eficaz (p <0,05) (-32.5
+/- 0.7 mmHg después de 4
h), los de pepsina al 2% y
4% produjeron efectos mas
duraderos (-23.0 +/- 14
mmHg después de 24 h).

Se observo inhibicién
de la ECA y la renina
de
enzimaticos del aislado
de de

cafamo, como

las  digestiones
proteinas
asi

reduccion de la presion

arterial teniendo una
relacion en ambos
parametros.

Hidrolizados de

proteinas de cafiamo
pueden usarse como
ingredientes  activos
para formular

alimentos funcionales
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Girgih A,
et al 2014.

La
capacidad
de
hidrolizados
de

de canamo

semilla

para
atenuar la
hipertension
y ver el
efecto como
prevencion
y

tratamiento
de la

enfermedad

Ratas
espontanea
mente
hipertensas
y ratas
normotensa
S Wistar-

Kyoto

Hidrolizados
de proteinas

de canamo

Los hidrolizados de
semilla de cafiamo se
sustituyd por caseina
a niveles de 0,5 vy
1,0% y se administro
a ratas jOvenes en

crecimiento durante 8

semanas (fase
preventiva) o ratas
adultas durante 4
semanas (fase de
tratamiento)

Las ratas se
aclimataron

alimentandolas con

una dieta de pienso
regular y agua del
grifo durante 2

semanas.

Hidrolizados de semilla de
cafiamo por 8 semanas dio
como resultado la
atenuacion de los aumentos
de presion arterial sistolica
120 mmHg en comparacion
con el grupo de ratas control
(solo caseina) 158 mmHg
(p=0.05). La alimentacion de
ratas adultas con semilla de
caflamo por 4 semanas
condujo a una reduccioén (p =
0.05) en la presion arterial a
119 mmHg en comparacion
con 150 mmHg para las
ratas de control. La actividad
de ECA en plasma se
suprimié (p = 0.05) (0.047-
0.059 U/mL)

alimentadas con semilla de

en ratas

cafiamo en comparacion con

La
hidrolizados

dieta con

de
proteina de cafamo,
pudo mantener a ratas
espontaneamente
hipertensas a una
presion arterial normal.
Los productos
bioactivos no

cambiaron la presion

arterial de ratas
normotensas.

Las reducciones de
presiobn  arterial se
relacionaron con los

niveles plasmaticos de
ECA y
Hidrolizados

renina.

del
cafiamo podrian ser un
ingrediente  Gtil  para

formular alimentos
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las ratas de  control
(0.223U/mL) y el nivel de
renina plasmatica también
disminuy6 para este grupo
de ratas (0.040-0.054 Ig /
mL) en comparacién con las
ratas de control (0.151 Ig /

mL).

funcionales y
nutracéuticos para la
prevencion y el
tratamiento de la

hipertension.

Karimi | &
Hayatghai
bi H 2006.

Efecto de la
semilla de
cafiamo en
los perfiles
de lipidos y
proteinas de
Ratas

Wistar.

Ratas
Wistar.

Semillas del

canamo.

Los animales se
alojaron en
condiciones estandar
de laboratorio vy
tuvieron libre acceso
(dieta

normal), semillas de

a alimento
caflamo y agua
limpia. Durante los 20
dias que duré el
experimento.

Se estabilizaron

durante dos semanas

La semilla de cafiamo
disminuyo significativamente
(p = 0.004) el nivel medio de
LDL sérico en ayunas Yy
también aumento
significativamente el nivel
medio de HDL sérico en
ayunas y los niveles de
proteina total (p = 0.01). Los
niveles medios de
triglicéridos en  ayunas,

colesterol total y albimina no

La alimentacion con
semillas de cafamo
mejor6 el perfil de
lipidos y proteinas en
sangre. Se recomienda
que las personas que
tengan niveles altos de
colesterol y LDL o que
estén afectados por
enfermedades de las
arterias coronarias
(EAC) puedan utilizar

la variedad de semillas
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antes del comienzo

del experimento.

cambiaron

significativamente.

de cafamo en su
preparacion de

alimentos.

Kaushal N
et al.,
2020.

Cambios en
el perfil
lipidico y
marcadores
de  estrés
oxidativo e

inflamacion.

Ratas
Wistar

hembras

Semillas de
cafiamo
organico
producidas

en India.

Grupo 1: Con una
dienta normal y agua
libre.

Grupo 2: Con una
dieta alta en grasa
(2% de colesterol, 1%
de acido colico, 10%
de aceite de
cacahuete, 40% de
47% de

dieta en granulos por

sacarosa,
dos meses).
Grupo 3: Dieta con
semillas de céafamo.
Grupo 4: Dieta alta en
grasa suplementada

con 10% de semilla

Se muestran que los niveles
séricos de colesterol,
triglicéridos y la relaciéon LDL
/ HDL

significativamente en ratas

aumentaron

alimentadas con dieta alta

en grasa en comparacion

con otros grupos.
Los grupos 3, 4 y 5
demostraron una

disminucién considerable en
los niveles de colesterol,
LDL vy triglicéridos y un
aumento concordante en
HDL en comparacion con el
grupo de dieta alta en
Por

grasas. lo tanto, el

La fraccion lipidica de
las semillas de cafiamo
es una gran fuente de
acidos grasos
esenciales,

fitoesteroles y de
antioxidantes eficaces.
Por esta razon se
sugiere el posible papel
antioxidante y
antiinflamatorio de
cafiamo en el alivio de
condiciones

fisiopatoldgicas, donde
el estrés oxidativo y la
inflamacion son

mediadores clave.
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de cafiamo + 90%
granulos.

Grupo 5: Dieta alta en
grasa por un mes,
seguido de una dieta
con semilla de
caflamo por otro mes.
Cambios en el peso
se controlaron
Se

suero y se utilizé para

por
semana. aislo
analizar perfil de

lipidos.

aumento de HDL inducido
por cafiamo, puede mejorar

la eliminacién del colesterol.

Jurgonski
A,
2020

et al.

Metabolism

o lipidico

Ratas
Wistar
macho
obesas
inducidas

por la dieta

Semilla
nativa de
cafhamo vy
semilla de
cafnamo

desgrasada

La alimentacién duré
8 semanas. Se tenian
4 grupos de 7
animales.

- El

alimentado con una

grupo C fue

dieta de control (7%

de aceite de colza)

Las concentraciones
plasmaticas de colesterol
total, colesterol no HDL y
colesterol LDL aumentaron,
mientras que el porcentaje
HDL en el

disminuyo

de colesterol
colesterol total

con la alimentacion con dieta

La suplementacién
dietética con un
consumo bajo y regular
de ambas formas
(desgrasada y nativa)
de semillas de cafiamo
puede atenuar

trastornos inducidos
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mientras que
- El grupo HF fue
alimentado con 18%
de aceite de palma y
un 0.5% de colesterol.
- Los otros dos grupos
alimentados
HF

complementada con

fueron
con la dieta
un 1% de semillas de
cafamo nativas o
desgrasadas (grupos
HF + HS y HF + DHS
respectivamente).

Las dietas estuvieron
a disposicion durante

el experimento.

rica en grasa en

comparacion con las
observadas con la dieta de
control. La suplementacion
de la dieta rica en grasa con
semillas nativas disminuy6
ligeramente la concentracion
de
embargo, la disminucién de
de

colesterol fue comparable a

colesterol total; sin

la concentracion
la del grupo C. ElI consumo

de

desgrasadas disminuy6 la

dietético semillas
acumulacion de triglicéridos
en el higado y aumento el
contenido de colesterol en el

higado.

por la alimentacion rica
ratas.
de

semillas de canamo

en grasas en
Ambas formas
pueden mejorar el
metabolismo de los
lipidos, pero su efecto
sobre el metabolismo
de

desfavorable

los lipidos es
cuando
se tienen en cuenta las
semillas de cafiamo

desgrasadas.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Como se mencion0 anteriormente, las enfermedades cardiovasculares son un
conjunto de trastornos que afectan a corazén y vasos sanguineos, tienden a
deteriorar la calidad de vida de la poblacion e incrementa la morbilidad y mortalidad,
en los ultimos afios la prevalencia ha aumentado y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) reporta dichas enfermedades como la primera causa de muerte en el
mundo (Coronado et al., 2019, OMS., 2018, Girgih A et al., 2014). Se sabe que en
la actualidad existe una gran variedad de tratamientos farmacologicos que estan
dirigidos a tratar enfermedades de tipo cardiovascular como las que seréan
investigadas en este estudio (hipertension arterial y dislipidemias), sin embargo,
algunos estudios reportan que las terapias farmacéuticas no son siempre toleradas
por toda la poblacion, esto es porque tienden a presentar efectos secundarios. Por
ejemplo, en el caso de hipercolesterolemias comunmente se utilizan estatinas y
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, su uso se ha asociado con un
mayor riesgo de aterotrombosis, erupciones cutaneas, hemorragias, dolores de
cabeza, problemas gastrointestinales y riesgo de infartos debido a trombosis
(Kaushal N et al., 2020). Por otro lado, para el tratamiento de la presién arterial, la
industria farmacéutica ha aprovechado histéricamente la inhibicién de la ECA o
renina para producir farmacos antihipertensivos comerciales como captopril,
enalapril y aliskiren respectivamente, sin embargo, seria importante evitar los
efectos secundarios negativos de estos farmacos como son nauseas, vomitos, tos
seca, entre otros (Malomo S et al., 2015). Razdn por la cual se justifica la necesidad
de desarrollas agentes terapéuticos mas seguros y eficaces para la poblacién,
resaltando que estudios recientes busca el desarrollo de terapias de origen mas
natural, considerando también, la importancia que tiene la alimentacién para el
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades. Extractos de cannabis como
el aceite proveniente de dicha planta, contienen compuestos nutricionales y otros
bioactivos que podrian contribuir con estos problemas cardiovasculares. Resultaria
factible el usar estos compuestos como un ingrediente activo para la formulacion de
alimentos funcionales y/o nutracéuticos (Polia et al., 2018, Girgih A et al., 2014,
Karimi | et al., 2006).
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Se espera que, con el uso de aceite de cannabis como alimento funcional
administrado en un modelo murino con hipertension inducida, se logre tener un
efecto reductor sobre los niveles altos de presion arterial, asi como mejorar el perfil
lipidico de colesterol y triglicéridos en sangre. Con este protocolo de investigacion
se espera también generar nuevos conocimientos en el area de la salud, sobre
efectos de nuevas terapias sustitutivas o complementarias en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. La explotacion del cannabis y sus derivados en la
nutricion humana podria ser una linea de investigacion con gran relevancia,
importancia e innovacion en el mundo. Esta investigacion podria resultar de gran
beneficio para la industria alimentaria con el desarrollo y promocién de nuevos
productos alimenticios, que ademas de ser de calidad nutricional, contengan

compuestos bioactivos que brinden beneficios adicionales la salud.
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V.

HIPOTESIS

Ho: El aceite de cannabis como alimento funcional no controla niveles de
colesterol y triglicéridos en plasma, no mejora la presion arterial, en un

modelo murino.
Ha: El aceite de cannabis como alimento funcional controla niveles de

colesterol y triglicéridos en plasma, asi como mejora la presion arterial, en un

modelo murino.
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V. OBJETIVOS

- GENERAL
Evaluar el efecto que tienen el aceite de cannabis como un alimento funcional para

controlar valores de perfil lipidico y mejorar presién arterial en un modelo murino.

- ESPECIFICOS
v" Determinar el efecto que tienen el aceite de cannabis para inhibir la enzima
convertidora de angiotensina en un modelo murino, por medio del kit de ensayo

fluorométrico de actividad.

v' Determinar el efecto que tienen el aceite de cannabis para inhibir la enzima
renina en un modelo murino, por medio del kit de ensayo de deteccion de

inhibidores de renina.

v' Determinar la capacidad del aceite de cannabis para controlar valores de

colesterol total, mediante el KIT ensayo fluorométrico de colesterol.

v' Determinar la capacidad del aceite de cannabis para controlar valores de
triglicéridos en sangre, en un modelo murino por medio del KIT ensayo

colorimétrico de triglicéridos.

v" Determinar la capacidad del aceite de cannabis para disminuir valores de presién

arterial en un modelo murino, por medio de un pletismografo de cola

- SECUNDARIO.

v' Determinar la expresién génica que tiene el aceite de cannabis sobre los

receptores cannabinoides CB1 y CB2 en el modelo SHR.
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VI. METODOLOGIA

- TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION.
Este estudio es de tipo cuantitativo, experimental.

- DEFINICION DE LA POBLACION Y MUESTRA.

Se utilizé un modelo animal de Ratas Espontaneamente Hipertensas (SHR).

Esta cepa genética de ratas hipertensas se obtuvo en Japdn al cruzar ratas con
presion arterial elevada, con lo cual se logré una linea genéticamente hipertensa.
Es el modelo control la rata WKY. Estos animales adquieren su HTA a los 7-10 dias
de vida, y llegan a tener valores de 200-210 mm Hg en la adultez. Se piensa que el
mecanismo por el cual estas ratas desarrollan HTA tiene que ver con la actividad
del sistema renina-angiotensina central. El SHR es un "modelo de renina normal” y
su presion arterial es relativamente sodio independiente. En la actualidad, ha habido
un intenso debate sobre la aplicabilidad de este modelo y su relacion con HTA
esencial humana. Parte de este debate gira en torno al control normotenso
apropiado para la cepa SHR, dado que esta cepa fue originalmente derivada de
colonias WKY. En este modelo de hipertensién se ha encontrado un aumento del
estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica, asi como concentraciones elevadas de

colesterol y triglicéridos.

La seleccién de la muestra fue por criterio no probabilistico. Se cont6 con 16 ratas
espontdneamente hipertensas, las cuales fueron divididas en 4 grupos para la

administracion de aceite de cannabis, lo cual sera descrito a continuacion.
Para el calculo de muestra, se utilizo la siguiente formula.

X= N/(A/100) * (B/100). (Rojo 2014).

X=4/(90/100) * (90/100) = 4 ratas. Por los 4 grupos = 16 ratas.

Y se complementé con la siguiente formula:

N = (10/K) + 1. (Serdan C., 2021).

N = (10/4) + 1 = 3.5 = 4 ratas por grupo = 16 ratas en total.
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Todo procesamiento y andlisis mencionado en dicho protocolo se realizé en la

Coordinacion para la Innovacion y aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia (CIACYT)

en la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. El manejo y cuidado de las ratas

se realiz6é en Bioterio del Centro de Biociencias de la UASLP.

- DEFINICION DE VARIABLES.

Tabla 2. Definicidon de las variables a analizar en el estudio.

Variable Operacionalizacion Tipo de Medicidn
Variable

Niveles de Expresado como | Dependiente Se determinara por el analisis en
resion arterial | mmH L el pletismografo de cola.
P g Cuantitativa P g
Niveles de Expresado como | Dependiente Se determinard por un KIT de
colesterol mg/dL o ensayo colorimétrico.

g Cuantitativa y
Niveles de = Expresado como Dependiente Se determinara por un KIT de
triglicéridos ensayo fluorométrico.

Inhibicién de la
ECA

Inhibicion de la

renina

Dosis
administrada
del

con canamo

alimento

mg/dL
Expresado como
mg/ml
Expresado como

mg/ml

Expresado como

mg/dia

Cuantitativa
Independiente
Cuantitativa
Independiente

Cuantitativa

Independiente

Cuantitativa

Se determinara por el KIT de

ensayo fluorométrico de actividad

Se determinara por el KIT de
ensayo de  deteccibn de

inhibidores de renina

Se tomara el peso de pellets
administrados y se realizara una
resta sobre la ingesta final de los
mismos, para contabilizar la

ingesta final de dicho compuesto.
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- DISENO DEL ALIMENTO FUNCIONAL

Se disefid el alimento con el cual se alimentd a las ratas espontaneamente
hipertensa (SHR). Se adecu6 un alimento de pellets que no causara dafios nocivos,
que fuera tolerado y aceptado por el modelo murino, para promover el consumo de
dicho alimento. Se propuso la mezcla de estos pellets con aceite de cannabis,
adecuando la dosis de este ingrediente para garantizar efectos benéficos a la salud

y asegurar una consistencia adecuada.
ALIMENTO TIPO PELLETS

Tabla 3. Calculo de concentraciones y cantidades para el disefio de alimento tipo

pellets.
MODELO CONSUMO DE PELLET CONSUMO DE
(# PROMEDIO / DIA ACEITE
RATAS) SUGERIDO
1 15-30g/dia—-> 30g 18 mg/kg = 6 mg.
36mg/kg = 12mg
4 120 g 20 mg
DIAS PELLETS ACEITE DE Cannabis
1 120 g 24 mg
1209 48 mg
28 3360 g = 3.36 kg 672 mg. (Si 15mg hay en 1ml

aceite) > 44.8 ml de aceite.
1344 mg. (Si 15mg hay en 1ml
3360 g = 3.36 kg aceite) - 89.6 ml de aceite
Se preparan 3.36 kg de pienso + 44.8 ml de aceite. Para un consumo diario,
durante 28 dias para las 4 ratas.
Se preparan 3.36 kg de pienso + 89.6 ml de aceite. Para un consumo diario,

durante 28 dias para las 4 ratas.
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RECETA

NOTA: Es muy importante cuidar la consistencia de la alimentacion del modelo,

dado que puede no ser bien tolerada y por lo tanto no consumida. Ademas, es

necesario cuidar la composicion nutrimental para garantizar su correcta nutricion.

Esta debe ser:
Proteina 13-14%
Grasa 3-4%
Calcio 0,5%

Para garantizar una adecuada tolerancia y aceptacion por el alimento, se podria

tomar como base el pellet con el que ya ha sido alimentado el modelo murino hasta

su crecimiento. Es muy importante identificar que el modelo murino, tiene una

adecuada tolerancia al alimento, en cuanto a consistencia y sabor, para asegurar

gue el consumo al alimento sea adecuado y consistente.

PROCEDIMIENTO

1.

Se trituran los kg de pellets, preferente en un molino, o bien en otro utensilio
donde la consistencia quede a un tamafio de 1 mm o bien triturado hasta
obtener una harina.

Se hidrata la harina de pellets. Para este punto se agregan los ml del aceite
y agua a considerar.

Se homogeniza la muestra y se deja pasar por un molino de carne, para
obtener una especie de fideos.

De aqui se obtienen los pellets con la forma y consistencia adecuada.
Deshidratar los pellets fortificados por 50 minutos a 110°C. Asegurando que
bajo estas condiciones no se dafia el compuesto activo.

Dejar reposar y almacenar hasta su uso.

El procedimiento para realizar los pellets fue tomado como base de previas

publicaciones como lo son tesis maestria y articulos cientificos (Castillo E., 2015;
Cruz A I. 2019). En ANEXOS, se evidencia dicho proceso.
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- ANALISIS POR HPLC DEL ACEITE DE CANNABIS Y DE LOS PELLETS CON
EL EXTRACTO ADMINISTRADOS AL MODELO MURINO.

Metodologia de extraccion y cuantificacion de CBD y THC en extractos oleosos y

alimento (pellets enriquecidos con CDB y THC).
* ACEITE DE CANNABIS.

50 pL del extracto fueron colocados con 950 uL de acetonitrilo, vortexeados durante
2 minutos y centrifugados a 14000 rpm durante 7 minutos, 10 puL de sobrenadante
fueron colocados en 990 uL de fase de reconstitucion*, se inyectaron en el equipo
cromatografico para la determinacion de CBD. (Factor de dilucion = 20*100=2 000).
Puesto que la concentracion de THC en este punto salia fuera de la cuantificacion
de la curva de calibracién, se continud diluyendo, tomando 10 pL de la dilucion
anterior y se colocaron en 490 uL de fase de reconstitucién, se inyectaron en el
equipo cromatografico para la determinacibn de THC. (Factor de dilucion =
20*100*50=100 000).

* PELLETS.

Se pesaron 100.85 mg de alimento pulverizado, se colocaron en 25 mL de hexanos,
vortexeados durante 2 minutos, sonicados durante 1 hora y se resguardaron a
temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado este tiempo se separé 1 mL de
sobrenadante y llevado a sequedad con atmosfera de nitrégeno, se reconstituy6 con
200 pL de fase de reconstitucién, se toman 50 pyL y se inyectan en el equipo

cromatografico para la determinacion de CBD. (Factor de dilucién = 25/5=5 mL-1).

Puesto que la concentracion de THC en este punto salia fuera de la cuantificacion
de la curva de calibracion, se continué diluyendo, tomando 10 pL de la dilucion
anterior y se colocaron en 490 uL de fase de reconstitucion, se inyectaron en el
equipo cromatografico para la determinacibn de THC. (Factor de dilucion =
25*50/5=250 mL-1).
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Para la cuantificacion se utilizé la curva de calibracion de 0.5 a 100 ng/mL para CBD
y THC, la cual resulta lineal con una r2=0.9971 y 0.9947 para CBD y THC

respectivamente (En anexos, se adjuntan los resultados del analisis). Cada muestra

se analizo por triplicado, se calculd el promedio de la concentracion y multiplicada

por el factor correspondiente.

e CUANTIFICACION DE CBD

Concentracion Concentracion Concentracion
CBD calculada promedio sin factor | promedio por
(ng/mL) de dilucion (ng/mL) | factor de dilucion
Aceite_1 1.09
Aceite_2 1.127
Aceite_3 1.041 1.09 2172 ng/mL
Alimento_1 5.711
Alimento_1 5.098 5.28 26.40ng
Alimento_1 5.03

Se cuantificaron 26.40 ng de CDB en 100.85 mg de alimento, es decir, 0.2617 mg

de CBD por cada Kg de alimento.

e CUANTIFICACION DE THC

Concentracion Concentracion Concentracion
THC calculada promedio sin | promedio por
(ng/mL) factor de dilucién | factor de dilucion
(ng/mL)
Aceite_1 10.277
Aceite_2 10.171
Aceite_3 10.304 10.25 1025066.67ng/ml
Alimento_1 64.152
Alimento_1 64.281
Alimento_1 61.138 63.19 15797.58ng/ml
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15797.58 ng de THC en 100.85 mg de alimento, es decir, 0.1566 g de THC por cada
Kg de alimento *Formiato de amonio 10 mM con acido formico 0.1 % en metanol:
agua (90:10 v/v).

Se realizé una comparacion de los datos obtenidos de las concentraciones de los
cannabinoides presentes en el aceite de cannabis con el analisis previo de UPLC y
un analisis de HPLC tanto en el extracto como en los pellets ya preparados.

Para el analisis de HPLC, se cuantificaron Unicamente los cannabinoides DO9THC y
CBD, sin embargo, dada la gran concentracion encontrada de D9THC, la cual
supera las concentraciones encontradas en el UPLC, se concluye que otras
variantes de THC fueron identificadas también como D8THC Y THCV, dada su gran
similitud estructural, son consideradas analogos del mismo, sin embargo, las
funciones son completamente diferentes y no son compuestos psicoactivos (Abioye,
A, et al. 2020).

Cantidad presente de compuestos cannabinoides en 1ml de aceite, segun analisis

de UPLC, realizado al momento de adquirir el extracto.

Cannabinoides Concentracion
CBD y similares 2.20 mg
THC y similares 6.57 mg

Cantidad presente de compuestos cannabinoides en 1ml de aceite, segun analisis

de HPLC, realizado después de preparar los pellets del extracto.

Cannabinoides Concentracion
CBD y similares .00217 mg
THC y similares 1.02 mg

La concentracion aproximada de D8-THC y sus homélogos como es el THCV Y
D9THC encontrados en el posterior analisis de HPLC fue menor con la que se tenia
antes del estudio por analisis de UPLC, en una proporcion de 6:1. Es decir una
concentracion 6 veces mayor analizada en UPLC que en HPLC.

La concentracion aproximada de CBD y sus homodlogos como es el CBDV

encontrados en el posterior analisis de HPLC fue menor con la que se tenia antes
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del estudio por andlisis de UPLC, en una proporcion de 1000:1. Es decir una

concentracion 1000 veces mayor analizada en UPLC que en HPLC.

La planta de cannabis ha demostrado mantener una mayor estabilidad en su
formulacion como extracto oleoso, por lo que en el aceite de cannabis esperariamos
preservar en mejores condiciones las concentraciones de los cannabinoides, como
lo demostraron Pacifici, R y colaboradores en 2017, donde encontraron que, a
temperatura ambiente y refrigeracion, entre el 80% y el 85% de las concentraciones
de cannabinoides se mantuvieron por 14 dias a diferencia de otras formulaciones
donde hay un porcentaje significativamente menor de los mismos (Pacifici, R., et al.
2017).

Ademas, se ha demostrado que la estabilidad del aceite de cannabis se mantiene
entre 1y 2 aflos, esto si se conserva bien a temperatura ambiente y en condiciones
de obscuridad. Se ha demostrado que la exposicidon a la luz (no a la luz solar directa)
es el mayor factor individual en la pérdida de cannabinoides y que el efecto de la
temperatura (20°), no provoca perdida o degradacion de los cannabinoides, sin
embargo, la oxidacién del aire conduce a pérdidas significativas de los mismos
(Fairbairn JW., et al. 2011). En medida de lo posible se procuré cuidar la estabilidad
del aceite de cannabis, sin embargo, este habia sido adquirido 1-2 afios atras de su
utilizacion, por lo que no se descarta una posible perdida y degradacién en cierto
porcentaje de los compuestos cannabinoides, aunado a esto, los compuestos que
sé que se utilizaron para el andlisis del aceite y pellets en HPLC (acetonitrilo, acido
férmico y metanol) podrian estar interactuando con los cannabinoides y afectar sus
concentraciones finales. Todo esto, sin embargo, no parecido afectar la
concentracion final en los pellets ya preparados, por lo que se demostré que estos
contenian los cannabinoides, asi como posiblemente otros no analizados e incluso
terpenos. Esto es porque se cuidaron las condiciones previamente estudiadas al
preparar los pellets, para evitar en medida de lo posible su degradacién y que se
preservaran durante el consumo del alimento.

Esto similar a lo sucedido en otro estudio donde los cannabinoides THC y CBD no

se degradaron hasta dentro de por lo menos 3 meses, en un producto preparado
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para consumo humano, donde se cuidaron las condiciones de preparacion,
principalmente temperaturas y la no adicion de otros compuestos o ingredientes que
afectaran la estabilidad (Wolf C et al., 2017).

En otro estudio mencionan las condiciones que alteran la estabilidad de
cannabinoides, con el fin de considerar sus propiedades para la creacién y el uso
futuro en formulaciones de productos alimenticios o suplementos con el fin de
mantener sus compuestos activos, asi como sus actividades. Se evaluaron cinco
condiciones de estrés: degradacion &cida, degradacion alcalina, oxidacion,
degradacion térmica y fotodegradacion. Los cannabinoides analizados, entre ellos
THC Y CBD, se mantuvieron estables durante la exposicion a dichas condiciones
por 24 horas, sin embargo, eran inestables cuando se sometian a condiciones
acidas y alcalinas (50% menos concentracion para ambas condiciones).

Con lo antes mencionado se concluye que la estabilidad de cannabinoides no se
pierde con la preparacion de pellets, si no por la propia estabilidad del aceite, que

con el paso del tiempo se pierde en ciertas proporciones (Yangsud, J., 2021).

Concentracion de cannabinoides presentes en los pellets ya preparados, analizados
por HPLC.

En 30-35¢g
Cannabinoides En 1kg (porcion diaria) | Dosis diaria aproximada
CBD y similares | .2617 mg .0091 mg .036 mg/kg
THC y similares | 156.6 mg 4.7 mg 15.5 mg/kg 15.53mg/kg

El andlisis de HPLC identifica la presencia de compuestos cannabinoides en los
pellets preparados con aceite de cannabis, con una concentracion final de 15.53
mg/kg para la dosis de pellets consumidos por dia, inicamente considerando estas
variedades, pues no todos los cannabinoides fueron contabilizados por esta

metodologia.
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- ADMINISTRACION DE ALIMENTO FUNCIONAL

Se administro aceite de cannabis mediante el disefio de un alimento tipo pellets, el
cual fue fortificado de dicho compuesto bioactivo. Se conté con 16 ratas macho, las
cuales fueron divididas en 4 grupos conformados por 4 ratas cada uno, al grupo uno
y dos se le administrd diariamente alimento funcional con aceite de cannabis a dosis
de 18 mg/kg y 36 mg/kg, al grupo tres se le dio Unicamente el alimento, sin el aceite
de cannabis, finalmente al grupo 3 como control se proporcion6 20 mg/kg de
enalapril y alimento sin aceite. Las ratas hipertensas, se mantuvieron en cajas
comunitarias con dos ratas por caja, estaban a temperatura ambiente (22°C) con
iluminacién 12:12, administracion de agua ad libitum, alimento de 30 g al dia. Estas
condiciones se mantuvieron durante 4 semanas en constante monitoreo. Durante
los dias de monitoreo, se vigil6 al modelo murino. Se llevo un registro diario del
consumo de pellets con y sin cafiamo, por medio del pesaje del mismo cada 24
horas, de esta manera se aseguro la dosis exacta de consumo del extracto. Durante
los mismos dias de monitoreo, se tomaron los dias 0, 7, 14 y 21, muestra de sangre
para motorizar niveles de colesterol y triglicéridos en plasma y la inhibicion de la

enzima convertidora de angiotensina, asi como la presion arterial y el peso corporal.

PARAMETROS NORMALES DE MEDICION

PARAMETRO | CONDICIONES NORMALES | RATA ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSA
Sistélica: Sistdlica: 151.67 +/- 11.85 mmHg
113 mmHg Diastélica: 118.64 +/- 11.30 mmHg
Presion Diastolica: EN ADULTEZ
arterial. 91 mmHg. Sistolica 200 mmHg
Diastolica 210 mmHg

En la figura 12, se muestra el siguiente calendario, donde se tiene una mejor
visualizacion del monitoreo que se dara al modelo murino, durante las 4 semanas,

incluyendo los parametros de medicion a tomar.
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CALENDARIO

0 1 2
14 L L L Evaluacion de: _ _
Adaptacion Adaptacion Adaptacion Adaptacion _Presion arterial | Calcular la cantidad | Calcular la cantidad
-Peso corporal de pellet consumid de pellet consumida
Toma de muestra s a
anguinea.
3 4 5 6 7 8 9
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22

23

24

25

26

Se duerme al
modelo murino.

Figura 13. Calendario de monitoreo y cuidados del modelo murino: Ratas Espontaneamente Hipertensas, por 30 d
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- ANALISIS EXPERIMENTALES

e Ensayo de inhibicion de larenina.

ANTECEDENTES

La renina es una aspartil proteasa, se libera en forma activa de las células
yuxtaglomerulares renales en respuesta a factores fisioldgicos, incluida la deplecion
de sodio, la disminucién del volumen sanguineo, de la presién arterial y la B-
estimulacién adrenérgica. La renina convierte el angiotensindbgeno en angiotensina
I. La Enzima convertidora de angiotensina (ECA), luego convierte esta prohormona
en angiotensina ll, esta, inhibe la secrecion de renina actuando directamente sobre
las células yuxtaglomerulares. La angiotensina Il tiene una serie de efectos
fisiologicos, el mas importante como un potente vasoconstrictor, aumentando la
presion arterial al alterar la resistencia vascular periférica. Dado que el
angiotensindégeno es el Unico sustrato conocido para la renina y la escision del
angiotensindgeno por la renina es el paso determinante de la velocidad en la via
RAS, existe un consenso general de que la inhibicion de la renina seria una
estrategia atractiva para el control de la hipertension. Ademas, los inhibidores de la
renina evitarian la formaciéon de angiotensina | y angiotensina Il y, por lo tanto,
pueden actuar de manera diferente a los bloqueadores del receptor de angiotensina
y los inhibidores de la ECA, que aumentan los niveles de angiotensina | pero no
bloquean la produccién de angiotensina Il independiente de la ECA (KIT de ensayo

de deteccion de inhibidores de renina).

FUNDAMENTO

La inhibicion in vitro de la actividad de la renina recombinante humana se realizo
utilizando el KIT de ensayo de deteccion de inhibidores de renina. Cayman
chemical. No catalogo: 10006270.

El ensayo utilizd un sustrato de péptido sintético. El péptido, que es el sustrato
normal de la renina, se ha unido a un fluoréforo (EDANS) en un extremo y a un
cromoforo no fluorescente (Dabcyl) en el otro. Después de la escision por renina, el

producto (péptido-EDANS) es muy fluorescente y se analizé en el lector de placas
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de fluorescencia Synergy H1 Lector multi - modal, con longitudes de onda de

excitacion de 335-345 nm y de emision de 485-510 nm.

Sustrato de péptido Enzima Renina Sustrato de péptido degradado,
sintético de la renina > fluorescencia ex 335-345nm y
em 485-510nm

Se cuidaron las temperaturas en la reaccion, la temperatura fue de 37°C, se
precalent6 el buffer a 37°C (la actividad de la renina disminuye 80% si se realiza el

ensayo a 22°C y no a 37°C).

ENSAYO

Para la realizacién del ensayo se identificaron 3 reacciones en los pozos de la placa.
-Pozos blancos: 20 ul del sustrato fluorogenico + 160 pl del buffer de ensayo + 10
pI de solvente.

-Pozos de 100% de actividad inicial: 20 pl de sustrato + 150 ul del buffer de ensayo
+ 10 ul de disolvente + 10ul de la enzima renina.

-Pozos inhibidores: 20 ul de sustrato + 150 pl de tampdn de ensayo + 10 pl de
inhibidor + 10 yl de renina.

Se agreg06 la enzima renina hasta el final.

Se agit6 con cuidado la placa de 96 pocillos durante 10 segundos para mezclar, se
cubri6 con la tapa de la placa.

Se incub6 durante 15 minutos a 37 ° C.

Se leyo la fluorescencia utilizando longitudes de onda de excitacion de 335-345 nm

y de emisién de 485-510 nm.

CALCULOS PARA EL ANALISIS.
Para calcular el porcentaje de inhibicion de la enzima renina se realizé el siguiente

calculo.

Actividad inicial — Actividad del inhibidor
% Inhibicion = X 100
100% Actividad inicial
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Posteriormente se grafico el porcentaje de actividad inicial o buen el porcentaje de
inhibicion antes calculado, de la enzima con respecto a la concentracion del
inhibidor.

% Actividad Inicial

0 200 400 600 800 1,000 1,200

Inhibidor (nM)
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e Procesamiento de la muestra. Obtencién del Plasma.
La extraccion de muestra sanguinea se realizo los dias 0, 7, 14 y 21 para el analisis
de colesterol, triglicéridos y la inhibicion de la ECA. Es importante considerar que
en 1mL de sangre se recuperan de 200 a 300uL de plasma. Las muestras de plasma
deben ser diluidas para ser utilizadas en los kits, para el analisis de colesterol y
triglicéridos diluir la muestra de plasma a 1:200, mientras que para el kit de inhibidor
de enzima convertidora de angiotensina considerar la dilucion sugerida.
Considerando el volumen aproximado de muestra ya diluida por cada kit se tomaron
aproximadamente 50uL de sangre por cada rata, lo dias de analisis, se utilizaron
10ul de heparina con un volumen final de 10ul de plasma que al diluirse en 1:200,

se obtiene un volumen final de 2ml para analizar en los kits.
EXTRACCION DE LA MUESTRA.

Colocar la rata en un soporte plastico de retencién y lavar la cola con agua tibia (20
- 30 °C) para eliminar la suciedad visible o las heces. Mientras un asistente sostiene
la cola en una posicion extendida, limpiar la cola con etanol al 70% y limpiar con
una gasa para aclarar la vena. Insertar la punta de la aguja de 22 G de una jeringa
en una posicion aproximadamente 2 - 3 cm de la punta de la cola en angulo de
aproximadamente 20°. Después de la recoleccion de sangre, retirar la aguja y
suavemente aplicar presion en el sitio de puncion con una gasa por 15 - 30

segundos detener el flujo de sangre. Retomar la rata a su jaula de la rata.
CENTRIFUGACION PARA OBTENER EL PLASMA.

Recolectar la sangre con anticoagulante (Heparina). Dejar que coagule durante 30
minutos a 26 °C. Centrifugar la sangre a 2000 xg durante 15 min a 4°C. Eliminar
con pipeta la capa superior de plasma amarillo sin alterar la capa leucocitaria blanca.
ALMACENAMIENTO.

Almacenar a -80°C, las muestras son estables durante un mes, para el analisis de

la enzima convertidora de angiotensina, colesterol y triglicéridos.
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e Ensayo de inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina.

ANTECEDENTES

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es un componente clave en el
sistema renina-angiotensina (RAS), que es bien conocido por su papel en la
regulacion de la presion arterial, el equilibrio electrolitico y vascular. remodelacion.
La ECA se localiza principalmente en los capilares de los pulmones, pero también
se puede encontrar en las células epiteliales endoteliales y renales. Este sistema
hormonal también regula el volumen de fluidos corporales. La renina produce
angiotensina | al escindir varios aminoacidos del angiotensindgeno. A continuacion,
la ECA hidroliza la angiotensina | para producir angiotensina Il activa. La
angiotensina |l también estimula la corteza suprarrenal para que secrete
aldosterona, que también provoca un aumento de la presion arterial al estimular la
reabsorcion de sodio por el riion. Dado que la ECA exhibe funciones criticas que
regulan el RAS, la inhibicién de la ECA se ha convertido en un enfoque prometedor
para la focalizacion de farmacos en el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares como hipertension (KIT de ensayo fluorométrico de actividad).

FUNDAMENTO

Se determiné la capacidad del aceite de cannabis para inhibir la actividad de la ECA
por el KIT de ensayo fluorométrico de actividad, Cayman chemical. No catalogo:
CS0002.

El ensayo se basa en la escision de un péptido fluorogénico sintético. La

fluorescencia medida es directamente proporcional a la actividad ACE presente.

Enzima
_ Convertidora de
Sustrato fluorogenico de Angiotensina Sustrato fluorogenico de la
la Enzima Convertidora > Enzima degradado, fluorescencia
de Angiotensina ex 320nm y em 405nm

Los compuestos a utilizar estaban almacenados a -20°C y protegidos de la luz. Para
comenzar con la metodologia fue importante descongelar todos los componentes y

equilibrar a temperatura ambiente antes de usar, posteriormente se centrifugaron
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brevemente los viales antes de abrirlos y se prepararon las diluciones necesarias
inmediatamente antes de realizar el ensayo.

Las muestras de plasma se diluyeron utilizando el buffer del ensayo. Se analizaron
las muestras cuando estaban recién preparadas.

ENSAYO.

-Control: 50ul del control positivo de la ECA + 50ul del sustrato fluorogenico.
-Blanco: Unicamente 100ul del buffer de ensayo, listo para usarse.
-Estdndar: 100ul de las concentraciones 0, .1, .2, .3, .4, .5, .6, .8 nmol
-Muestra: 50ul de la muestra (plasma) + 50ul del sustrato fluorogenico.

La adicion del sustrato fue rapida e inmediata.

Se establecio el lector de placas de fluorescencia en excitacion a 320 nm y emision
a 405 nm, esto se realizo en el lector de placas de fluorescencia Synergy H1 Lector
multi — modal.

Se llevo la placa de 96 pocillos y todos los reactivos a 37 ° C durante 5 minutos.
Se ley6 inmediatamente la fluorescencia en modo cinético en 5 ciclos durante 5
minutos.

CALCULOS PARA EL ANALISIS.

Se construyd una curva estandar. Se grafico la fluorescencia de cada estandar con
respecto a la cantidad del estdndar (nmol) y se determiné la ecuacién de regresion
lineal.

Se construy6 una muestra de curva cinética. Trazando la fluorescencia para cada
muestra con respecto el tiempo y se determiné la ecuacidn de regresion lineal para
cada muestra

Se Calcul6 la actividad enzimatica, mediante la siguiente formula.

Pendiente de muestra

Actividad enzimatica (nmol/min) = X DF (dilucion)
Pendiente estandar
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e Determinacion de colesterol total en sangre
Se determinaron las concentraciones de colesterol, por medio del Kit ensayo
fluorimetrico de colesterol. Cayman. 10007640-96. Este kit funcioné segun lo
especificado y se almacenara a -20 °C. El ensayo se baso6 en una reaccion acoplada
a enzima que detecta tanto el colesterol libre como los ésteres de colesterilo. El
volumen final del ensayo fue de 100 pl en todos los pocillos. Las muestras se

diluyeron 1: 200-400 con tampdn de ensayo.

Es importante la previa preparacion de la muestra, donde se extrajo plasma a partir
de muestra sanguinea del modelo murino, para su andlisis. El plasma se diluyo a
1:200-400 con tampoOn de ensayo. Todos los reactivos menos las muestras, se
llevaron a temperatura ambiente antes del ensayo. Se preparan previamente las

concentraciones del estandar las cuales son 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 uM.

ENSAYO.

Se preparar6 el coctel de ensayo mezclando los siguientes reactivos en un tubo de
ensayo: tampon de ensayo (4,745 ml), detector de colesterol (150 ul), HRP (50 ul)
y colesterol oxidasa (50 pl). Volumen suficiente para ejecutar 96 pocillos.
-Pozos estandar de colesterol: Afadir 50 ul de estandar de colesterol por pocillo

-Pozos de muestra: Agregar 50 ul de muestra.

Se cubri6 la placa con la cubieta de ©placa proporcionada.
Transcurridos 10 minutos, se retird la tapa de la placa e inicidé las reacciones
agregando 50 ul de coctel de ensayo recién preparado a todos los pocillos utilizados.
Se cubrié la placa e incubé durante 30 minutos a 37 ° C protegido de la luz.
Se retird la cubierta de la placa y se leyo la fluorescencia utilizando longitudes de
onda de excitacion entre 530-540 nm y longitudes de onda de emision entre 585-
595 nm. Esto se analiz6 en el lector de placas de fluorescencia Synergy H1 Lector

multi — modal.
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CALCULOS PARA EL ANALISIS.

Se calculdé la fluorescencia promedio de cada estdndar y muestra.
Se restar la fluorescencia promedio del estandar A de si mismo y de todos los demas
estdndares y muestras, esto es igual a la fluorescencia ajustada.
Se traz6 la fluorescencia ajustada de los estandares en funcién de la concentracion

final de colesterol.

12 000

10.000 = r2=0,997

8.000 =

6.000 =

FLUORESCENCIA

4000 =

2000 =

0 . L L v L | L ¥ L] | L
0 5 10 15 20 25
COLESTEROL (uM)

Finalmente se calculd la concentracion de colesterol de las muestras utilizando la
ecuacion obtenida de la regresion lineal de la curva estandar sustituyendo los

valores de fluorescencia ajustados para cada muestra.

Fluorescencia Fluorescencia de

ajustada de muestra interseccion con eje Y

COLESTEROL (mM) = X Dilucion en .001 mM/uM
Pendiente (Fluorescencia / mM)
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e Determinacion de triglicéridos en sangre.

Se determinaron las concentraciones de triglicéridos por medio del Kit de ensayo
colorimétrico de triglicéridos de Cayman, 10010303-96. El ensayo colorimétrico de
triglicéridos utiliza la hidrélisis enzimatica de los triglicéridos por la lipasa para
producir glicerol y &cidos grasos libres. El glicerol liberado se mide posteriormente
mediante un sistema de reaccion enzimética acoplado. El volumen final del ensayo
es de 160ul. Todos los reactivos, a temperatura ambiente. La absorbancia debe ser
medida a 530 - 550 nm. Es importante la previa preparacion de la muestra, donde
se extrajo plasma a partir de muestra sanguinea del modelo murino, para su
analisis. Si no se analiza el mismo dia, congelar a -80°C, la muestra es estable hasta
dentro de un mes. Preparar previamente el estdndar con las concentraciones de
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 0 mg/dl.

ENSAYO.

- Pozos estandar de triglicéridos: Anadir 10 pl de estandar a los pocillos.
- Pozos de muestra: Agregar 10 pl de muestra a dos o tres pocillos.
Se Inici6 la reaccion agregando 150 pl de solucién de mezcla enzimatica diluida a
cada pocillo. Se cubri6 con la tapa del plato y se agité con cuidado el plato durante
unos segundos para mezclar. Se incubd la placa por 15 minutos a temperatura
ambiente. Se midi6 la absorbancia a 530-550 nm usando el lector de placas
Skanlt™

CALCULOS.

Se calculb la absorbancia promedio de cada estandar y muestra.
Se resto el valor de absorbancia del estandar H (0 mg / dl) de si mismo y de todos
los demas valores (tanto estdndares como muestras). Esta es la absorbancia
corregida. Se graficaron los valores de absorbancia corregidos de cada estandar en
funcién de la concentracion final de triglicéridos (mg / dl). Se calcularon los valores
de las muestras de triglicéridos utilizando la ecuacién obtenida de la regresion lineal

de la curva estandar sustituyendo los valores de absorbancia corregidos para cada
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muestra en la ecuacion.

Absorbancia corregida — Intercepcién con eje Y
Triglicéridos (mg/dl) =

Pendiente

e Evaluacién de la presién arterial

Mediante el uso de pletismografo de cola. El cual consiste en un medidor de presion
arterial no invasiva que posee software de monitoreo y almacenamiento de datos.
Es importante considerar que para una adecuada lectura de los datos el animal
debera quedar inmovilizado o anestesiado. La medicion se realizé en los cuatro
grupos del modelo de estudio, aquellas alimentadas con aceite de cannabis a
diferentes dosis, alimentadas sin aceite de cannabis, asi como las que consumen el
farmaco antihipertensivo. Se tom6 medida de presién arterial los dias 0, 4, 8 y 12
dias, por lo estuvieron en constante monitoreo. Se tuvo especial cuidado al
momento de evaluar este parametro, fue lo primero que se medio en los respectivos
dias, cuidando que la medicioén fuera a la misma hora y bajo las mismas condiciones,
pues como es conocido, la presién arterial, es una medicion sensible, que tiende a

ser alterada con facilidad.
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e Anadlisis de la expresion génica de receptores cannabinoides del modelo
murino.

Se analizé la expresion de receptores CB1 y CB2 en tejidos de corazon, higado y

rinon del modelo murino SHR. Después de que se mantuvo al modelo con los

diferentes tratamientos antes descritos, se aislaron dichos tejidos y se preservaron

con formaldehido hasta su andlisis.

Extraccion de RNA

De cada uno de los tejidos del modelo murino por medio del “kit SV Total RNA

Isolation System del fabricante Promega®” se obtuvo el RNA.

Se realiz6 entonces lo siguiente, para el lisado del tejido, se cort6é un trozo de tejido
y se coloc6 sobre aluminio, en una balanza analitica se pesaron 0.030 g del tejido,
se transfirio el tejido previamente pesado a un tubo de microcentrifuga estéril y se
triturd el tejido, se afadieron 175 L de tampon de lisis de ARN y se mezclé por
inversion, se agregaron 350 pL de tampon de dilucion de ARN a los 175 L de lisado
y se mezclaron invirtiendo de 3 a 4 veces, se coloc6 en bafio maria a 70°C durante

3 minutos, se centrifugd durante 10 minutos a 12 000 — 14 000 g.

Para la purificacion de ARN por centrifugacion, se transfirié la solucion de lisado
limpia a un tubo de microcentrifuga nuevo mediante pipeteo, se agregaron 200 pL
de etanol al 95 % al lisado aclarado y se mezclaron pipeteando 3 a 4 veces, se
transfiri6 esta mezcla al montaje de columna giratoria, se centrifugé durante 1
minuto a 12 000 — 14 000 g, se tomo la cesta de centrifugado del ensamblaje de la
columna de centrifugado y se colocé en un nuevo tubo de recoleccion, se agregaron
600 pL de solucién de lavado de ARN al ensamblaje de la columna giratoria, se
centrifug6 durante 1 minuto a 12 000 — 14 000 g, se tomo la cesta de centrifugado
del ensamblaje de la columna de centrifugado y se coloc6 en un nuevo de tubo de
recoleccion, para cada aislamiento se prepar6 la mezcla de incubacién de DNasa
combinando (40 pL de tampon de nucleo amarillo, 5 L de MnCI2 0,09 My 5 pL de
enzima DNasa ), en un tubo estéril, se mezclo por pipeteo suave, se agregaron 50
uL de esta mezcla de incubacién de DNasa recién preparada directamente a la

membrana dentro de la cesta giratoria, se incubé durante 15 minutos a 20-25 °C,
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se agregaron 200 uL de solucién STOP DNasa a la cesta giratoria y se centrifugo a
12 000 —14 000 g por un minuto, se agregaron 600 uL de solucién de lavado de
ARN vy se centrifugd durante 1 minuto a 12 000 — 14 000 g, se tomo la cesta de
centrifugado del ensamblaje de la columna de centrifugado y se coloc6 en un nuevo
de tubo de recoleccion, se agregaron 250 uL de solucion de lavado de ARN y se
centrifugd durante 2 minutos a 12 000 — 14 000 g, se transfirid la canasta giratoria
del tubo de recoleccion al tubo de elucién y se agregd 100 pL de agua libre de
nucleasas a la membrana, se colocaron los ensamblajes de la cesta giratoria en la
centrifuga, se centrifugé a 12 000 - 14 000 g durante 1 minuto y se retira la cesta
giratoria. Se cuantificé por triplicado la cantidad de RNA por medio del Nanodrop™

y se almaceno a -70 °C para su preservacion.

Transcripcion reversa

Posteriormente se pas6 a la conversion de ARN a cDNA, por medio del kit de

transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad de Applied Biosystem®

Para este paso, son agregados 10uL de RNA + 10uL de mezcla (2uL de 10X RT
Buffer + .8uL de 25X dNTP mix (100nM) + 2uL 10X RT Random Primers + 1uL
MultiScribe TM Reverse Transcriptase + 1uL Inhibidor de RNasa + 3.2uL Agua libre
de nucleasas).

En el termociclador se manejaron las siguientes condiciones del ciclo para la
transcripcion del ARNm: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 35°C, 5 minutos a 85°C
y una temperatura de mantenimiento a 4°C. La cuantificacion tanto de ARNm como
del ADNc se realizé con el Nanodrop™ One utilizando como blanco agua libre de

nucleasas. Las muestras de ADNc se congelaron para su preservacion

RT-gPCR

Finalmente, se realiz6 una PCR en tiempo real para cada uno de los tejidos del
modelo murino, con el fin de identificar la expresion tanto del receptor CB1 como
del CB2. Se realiz6 en el termociclador en QuantStudio™ 3 de Applied Biosystems®
con el software Design & Analysis Software 2.6.0. utilizando SYBR® Green
JumpStart™ Tag ReadyMix™ without MgCI2.
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Se utilizaron 100 ng de ADNc como molde para la sintesis de la primera cadena.
CB1 se amplifico utilizando los iniciadores: 59-CGT GGG CAG CCT GTT CCT CA-
39 y 59-CAT GCG GGC TTG GTC TGG-39, que arrojan un producto de 403 pb.
CB2 se amplifico utilizando: 59-CCG GAA AAG AGG ATG GCA ATG AAT-39 y 5-
CTG CTG AGC GCC CTG GAG AAC-39, que dan un producto de 479 pb.

Los pardmetros de ciclo empleados fueron los siguientes: Para la RT-gPCR, cada
reaccion tenia lo siguiente: 1 uL de primer sense 10 uM + 1 L de primer antisen 10
MM + 10 pL cDNA + 5 pL de Sybr Green 1x + 3 pL agua libre de RNAasas. Con un
volumen total de 20 pL. Se agregaron dos controles negativos, en uno se pusieron
los 20 pL de agua estéril y en el otro se metieron 15 pL de agua estéril y 5 de SYBR®
Green 3:1

En el termociclador, se ajustaron las siguientes condiciones para la RT-gPCR:
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos (94 °C durante
30 segundos, 58 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 1 minuto), seguido de 68
°C durante 2 minutos, siendo un tiempo total del procedimiento de amplificacion de

1 horas con 40 minutos.

- ANALISIS ESTADISTICO

Para determinacion de la presion arterial se realizaron cuatro mediciones y los
resultados se expresaron como la media * la desviacién estandar. Se realizaron
pruebas de Anova unidireccional con una prueba Post Hoc de Bonferroni, lo mismo
gue para analizar los datos de la expresion génica de los receptores cannabinoides
en los tejidos. Mientras que, para la determinacién de la actividad enzimatica de la
renina y la enzima convertidora de angiotensina, asi como las concentraciones de
colesterol y triglicéridos, se analizaron con una prueba no paramétrica (n<20) de
Kruskal Wallis con un Post Hoc de Dunn’s. Para ambas pruebas se considerd una

significancia de p < 0.05 y se utilizé el programa GraphPad Prism 8.
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VIl.  RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados muestran el analisis de los parametros cardiovasculares antes
mencionados, cifras de presion arterial y de inhibicién de la enzima ECA y Renina,
asi como valores de colesterol y triglicéridos en plasma del modelo murino, antes,
durante y después de someter al mismo a un consumo durante 4 semanas con

aceite de cannabis.

CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL DEL MODELO MURINO: SHR.
Se muestran las cifras de los cambios en el peso corporal del modelo murino y se
compara en la grafica de percentiles de los pesos de ratas conforme van creciendo

en semanas.

El modelo murino de ratas espontaneamente hipertensas presento a la llegada al
Bioterio de Biociencias un peso promedio de entre 209 — 211 gramos, presentando
un incremento constante por semana y alcanzando un peso final entre los 229 — 233
gramos, siendo el peso menor para el grupo tratado con enalapril (229 gramos) y el

mayor para el grupo de aceite con 18 mg/kg (233 gramos), tabla 4.

En la figura 14, se muestran los percentiles del peso corporal de ratas wistar
(tomando como referencia este modelo) en gramos por semana, se observa en la
figura que el modelo murino mantuvo un incremento de peso corporal proporcional
y creciente, sin embargo, se mantenia siempre entre el percentil 3 y 10, cuando lo
idea era que se mantuviera entre el percentil 25y 75. En la grafica 1, se muestra de
manera mas visual como fue el incremento del peso corporal en gramos por
semana, aunque en la semana 3 pareciera una variabilidad en el peso, en la semana

4 se mantienen casi en el mismo gramaje.

Si bien evidencia previa ha demostrado que compuestos cannabinoides presentes
en la planta de cannabis y en este caso en el aceite puede producir un efecto directo
en el apetito ya sea incrementando el mismo como es el THC o bien induciendo
saciedad como se ha mencionado con el THCV (Abioye, A., et al. 2020; Society for
the Study of Ingestive Behavior, 2018), en este caso no sucedio esto 0 no es posible
medir de cierta manera si sucedid o0 no, porque la alimentacién fue controlada y

diariamente se les administro la cantidad de pellets que debian consumir, de esta
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manera se asegura el consumo equitativo de pellets, con ello de extracto de
cannabis y finalmente dicho suceso se puede comprobar al no existir cambios

drasticos en el peso corporal.

Tabla 4. Cambios en el peso corporal de Ratas Espontaneamente Hipertensas, por

semana, a lo largo del tratamiento (3 semanas).

GRUPO EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION
1 (INICIAL) 2 3 4 (FINAL)
SHR 211 +/- 7 222 +/- 9 230 +/- 3 230 +/- 1
ENALAPRIL 211 +/-8 218 +/- 12 235 +/- 10 229 +/- 12
ACEITE (36 mg/kg) 209 +/- 7 221 +/- 12 228 +/- 11 232 +/- 8
ACEITE (18 mgkg) 211 +/- 6 221 +/- 15 233 +/-5 233 +/- 10
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Figura 14. Cambios en el peso corporal en gramos del modelo murino por semana

y su comparacion con percentiles de referencia.
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CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL
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Grafica 1. Cambios en el peso corporal del modelo murino en gramos, con respecto

al tiempo en semanas, con cada uno de los tratamientos utilizados.
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CAMBIOS EN LA PRESION ARTERIAL DEL MODELO MURINO: SHR.
Se muestran las cifras y de manera visual los cambios por semana de la presion
arterial sistélica del modelo murino, asi el andlisis como estadistico que compara la

presion arterial inicial con respecto a la final con cada uno de los tratamientos.

Como resultado del consumo de tres tratamientos diferentes (enalapril, cannabis a
18 mg/dL y 36 mg/dL) administrados por grupo del modelo murino, se obtuvieron
los siguientes resultados con respecto a las cifras de tension arterial sistélica.

En la gréfica 4, se observa como el grupo control SHR, no manifiesta una reduccién
estadisticamente significativa en la tensién arterial durante los 12 dias de monitoreo,
mientras que, en los tres grupos a los que se les administré un tratamiento, si hay
reducciones estadisticamente significativas en la tension arterial sistélica. Al pasar
los 12 dias de intervencidn, se observa una reduccién de 24 mmHg atribuidos al
farmaco enalapril, 31 mmHg al aceite de cannabis 18 mg/dL y 40 mmHg al mismo
aceite con dosis de 36 mg/dL.

Con los resultados antes mencionados, esta claro que existe un efecto hipotensor
atribuido tanto al farmaco clinicamente ya utilizado enalapril y al aceite de cannabis
en las dos diferentes concentraciones probadas.

Con respecto a los resultados del farmaco enalapril, se sabe que es un farmaco
altamente estudiado y utilizado en la terapia clinica como tratamiento de
hipertension arterial, dado que interviene en el sistema renina angiotensina
aldosterona, después de ser hidrolizado a enalaprilato, tras su ingesta oral y
metabolismo del mismo, inhibe la enzima convertidora de angiotensina “ECA”, el
enalaprilato entonces en su forma ya activa, es el verdadero inhibidor de la ECA.
Las concentraciones maximas de enalaprilato se alcanzan unas 4 horas después
de una dosis oral de enalapril (Kushiro T, et al., 2016). Dicho farmaco al ser un
inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina, impide la conversion de
angiotensina | en angiotensina Il, de manera secundaria, disminuye los niveles de
aldosterona, de esta manera se evitan los efectos fisiol6gicos que traen consigo una

vasoconstriccion (Sainz A & Heeroma J, 2020).
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Esta evidenciado el uso de inhibidores de la ECA como un control antihipertensivo
positivo, en estudios que evallan el efeto hipotensor de diferentes compuestos, esto
en modelos murinos, tal es el caso del captopril o bien el enalapril utilizado en este
estudio (Silva G, et al., 2021, Zarate D, et al., 2020; Rojas J et al., 2016; Malomo S
et al., 2015; Meza D et al., 2014; Potenza M, et al., 2007).

Por otro lado, para discutir los resultados de la reduccion en la tensién arterial
sistdlica atribuida al aceite de cannabis, es importante que este efecto no podria ser
asociado a las variables que nosotros planteamos en este estudio, es decir la
inhibicion de enzimas involucradas en el sistema renina angiotensina aldosterona,
la renina y la ECA. Esto es porque por ejemplo para el caso de renina, si se pudo
observar una reduccién de la enzima renina para las cuatro concentraciones del
aceite probadas, sin embargo, fue significativa, tinicamente la concentraciéon mas
baja, por lo que no es posible inducir un efecto similar al farmacéutico ya probado
como el aliskiren (para el caso de inhibidor de renina) dado que no se observéd un
efecto dosis-respuesta con las concentraciones del aceite de cannabis, con
respecto al porcentaje de inhibicion (Kushiro T, et al., 2006). Es decir, el efecto
inhibidor no se potencio al incrementar la dosis del aceite como era de esperarse,
la dosis respuesta es fundamental para estudiar la actividad farmacologica de un
compuesto, con el fin de identificar la medida del efecto o la actividad de una
sustancia en investigacion a ciertas dosis determinadas. Mientras que, para el caso
de la inhibicion de la ECA, se observé una tendencia a disminuir dicha actividad
enzimatica, pero los resultados no fueron estadisticamente significativos para
ninguno de los tratamientos. Aunque la evidencia resalta la importancia del estudio
de compuestos y extractos de cannabis a nivel de sistema renina angiotensina
aldosterona, nosotros no encontramos una asociacion directa a este nivel. Sin
embargo, otros estudios han reportado un potencial efecto antihipertensivo, a nivel
del sistema renina angiotensina aldosterona por inhibicion de las enzimas renina y
la ECA, de otros compuestos derivados de cannabis, pero no asociado directamente
a los cannabinoides presentes en el aceite, ni tampoco a las interacciones entre

estos con sus terpenos por un posible efecto séquito.
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Es entonces que segun lo reportado en la literatura y con respecto a lo que se
encontrd, sobre la expresion de receptores cannabinoides en corazén, higado y

rinon (AENEXOS), se discute lo siguiente.

En estas graficas de ANEXOS, en la seccién del CORAZON se muestra que con la
dosis mas grande del aceite de cannabis (36 mg/dL) y con el farmaco enalapril (20
mg/kg) se incrementd la expresion del receptor CB1 en dicho 6rgano y con ello, el
efecto que se producira a este nivel sobre la presion arterial. En el sistema
cardiovascular, CB1 se expresa en regiones especificas dentro de los miocitos
cardiacos, células endoteliales arteriales y capilares, donde parece estar
involucrado en la fisiologia cardiovascular (Puhl SL, et al., 2020; Howlett A., et al,
2017; epicier P, et al.,, 2007). El efecto terapéutico de cannabinoides sobre el
receptor CB1, para desencadenar un descenso en la presion arterial, esta dado por
su accién en ciertas células, tejidos y 6rganos. En los cardiomiocitos, por ejemplo,
produce una disminucion de la contractibilidad cardiaca, la contraccidon del corazon
estaria regulando directamente el gasto cardiaco y este a su vez en conjunto con la
resistencia vascular, se relacionan directamente con la presion arterial, es decir una
disminucién de la contractibilidad cardiaca, disminuye el gasto cardiaco, con esto se
reduce también la tensidon arterial. Si bien, esta clara la presencia de CB1 en
cardiomiocitos, la evidencia ha reportado que el efecto en la contractibilidad
cardiaca, se da también sobre el sistema nervioso, por la presencia de receptores
CB1 en terminaciones nerviosas gue inervan los vasos sanguineos y el corazén, el
CB1 suprime la liberacibn de neurotransmisores de terminaciones nerviosas
simpéticas presinapticas, por lo que esto produce una disminucién en la respuesta
del sistema nervioso simpético, y a su vez, disminuir efectos como, frecuencia
cardiaca y contraccion del corazén (Kis B, et al., 2019; Pacher P et al., 2018; Wing
S.V & Kelly M 2017).

Aungue no se analiz6 la expresion de CB1 en esto tejidos, la evidencia respalda
gue a nivel del endotelio vascular tiene como consecuencia una relajacion del
endotelio en vasos sanguineos, en las células endoteliales, la activaciéon de CB1

estimula canales de potasio, inhiben los canales de Ca, estimulando de esta manera
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la liberacién de Oxido nitrico dependiente de calcio y liberacion de sustancias
vasoactivas, produciendo un efecto vasodilatador (Jones, 2002; Kis B, et al., 2019;
Hinojosa, M. 2017; O'Sullivan, 2015; Gertsch J., et al. 2008).

Mientras que en el musculo liso vascular, tiene una influencia en la tension arterial,
al interferir en la proliferacion y regulacion del musculo liso vascular, esto es porque
receptores de CB1, como se mencion0 previamente actian directamente sobre los
canales de calcio tipo L de la musculatura vascular, para disminuir la entrada de
calcio, lo que dara lugar a una vasodilatacion, si se ven inhibidos los canales de
calcio en el masculo, este permanece en estado de relajacion (Cerino P., et al. 2021;
Kis B, et al., 2019; Howlett A., et al, 2017).

Otro de los mecanismos de la activacion del receptor CB1 en tejido vascular con
consecuente efecto hipotensor, es que la activacion de CB1 reduce los efectos
vasoconstrictores e hipertensivos inducidos por la angiotensina Il, aunado a esto,
demas, también podrian actuar a nivel de la expresion de ECA-2 (modulando su
actividad de manera ascendente o descendente), que tiene efectos contrarios a los
de la ECA y en consecuencia tendria como resultado un efecto vasodilatador
(Ramirez A, et al., 2020; Sainz A, et al., 2020; Choi M, et al., 2020).

El sistema cannabinoide entonces, regula la tensién arterial principalmente por la
unién de los cannabinoides al receptor CB1 (Lena S. 2020, Malinowskal B et al.,
2019, O'Sullivan, 2014). Al actuar sobre este receptor, se ha identificado que los
cannabinoides, pueden actuar de diferentes maneras, disminuyendo la frecuencia y
contractibilidad cardiaca, disminuyendo también la constriccion coronaria, asi como
incrementando la vasodilatacion. (Robert L. Page Il, 2020, O'Sullivan, 2015,
Malinowska et al., 2012, Cunha P et al., 2011). Incluso se ha visto que, en personas
hipertensas, la cantidad y sensibilidad de receptores CB1 aumentan notablemente

en células y tejidos del sistema cardiovascular.

Nuevos estudios experimentales y clinicos son necesarios para aclarar el papel de
los cannabinoides en la fisiopatologia de enfermedades cardiovasculares, debido a
gue la investigacion con respecto al uso de cannabis como tratamiento en dichas

patologias no es aun suficiente. Esto es fundamental para la busqueda de nuevas
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estrategias terapéuticas, para conocer los efectos de cannabis en alteraciones

cardiovasculares asi como garantizar que su consumo se seguro y eficaz, enfatizar

en el desarrollo de nuevas investigaciones que también se enfoquen a garantizar

su uso como ingredientes activos de alimentos funciones que no generen ningan

efecto nocivo a la salud, que sean de gran beneficio a la sociedad y con ello se

mantenga la creciente legalizacion de su consumo con fines medicinales.

Tabla 5. Cambios en la presion arterial sistolica de Ratas Espontaneamente

Hipertensas, por semana, a lo largo del tratamiento (12 dias).

mg/ml)

GRUPO EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION
1 (INICIAL) 2 3 4 (FINAL)

SHR 143 +/- 7 140 +/- 6 133 +/- 6 136 +/- 4

ENALAPRIL 152 +/- 14 138 +/- 6 130 +/- 15 129 +/- 15

CANNABIS (18 | 150 +/- 8 130 +/- 5 129 +/- 3 120 +/- 6

mg/ml)

CANNABIS (36 | 153 +/- 11 120 +/- 2 118 +/- 13 113 +/- 7
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Gréfica 2. Reduccion en la presion arterial sistolica del modelo murino en mmHg,

con respecto al tiempo en dias, con respecto a diferentes tratamientos (Control,

Enalapril, Cannabis con dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Los datos representan

la media +/- la desviacion estandar y aquellos que se muestran con un asterisco son

significativamente diferentes (p < 0.05). Estos datos fueron tomados con el

pletismégrafo de cola.
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INHIBICION DE LA ENZIMA RENINA

Efecto del aceite de cdflamo sobre la actividad enziméatica de la enzima renina.

En la gréfica 3, se observa una grafica de cajas y bigotes que representa el
porcentaje de actividad enzimatica de la enzima renina con respecto a las
concentraciones afiadidas del aceite de cannabis, donde 0 mg/ml de aceite
representa la ausencia del mismo y seria el control que nos indicaria el 100% de la
actividad enzimética, mientras que las concentraciones probadas del aceite que
impactan en la funcién de la enzima representan las concentraciones de .45 mg/ml,
.3mg/ml, .2 mg/mly .05 mg/ml. Dichas concentraciones fueron probadas para inhibir
la enzima renina, dado que ya habian sido utilizadas anteriormente las mismas
concentraciones para inhibir el crecimiento de células cancerigenas teniendo un

efecto significativo con las mismas.

Se observd que, de cada una de las concentraciones probadas del aceite de
cannabis, logré tener un efecto significativo en la reduccion de la actividad
enzimatica de la renina, la dosis de .05 mg/ml (P < 0.05). El porcentaje de actividad
de la renina sin aceite es del 100%, sin embargo, al adicionar el aceite en diferentes
dosis, se observa una disminucion de la actividad que va desde un 18 hasta el 28%
de inhibicion. Sin embargo, no se observaron cambios estadisticamente
significativos (P > 0.05) con respecto a las diferentes concentraciones probadas del
aceite de cannabis, aunque en efecto se tuvo un cambio sobre la actividad de la
enzima renina, quiza porque la N resulta ser pequefia, es que no son significativos
los cambios. Se mantiene la actividad enzimatica de la renina tras afadir el extracto
en porcentajes de entre el 72 y 82%. El mayor porcentaje de actividad se observa
en ausencia de la adicion del aceite de cannabis (100%), mientras que la minima

actividad se observa con la concentracion probada de .05 mg/ml (72%).

Estos resultados nos indican que en efecto extractos de cannabis, como es el aceite
derivado de la planta, posiblemente asociado al efecto sequito del aceite o tal vez a
los cannabinoides que interactian con sus receptores el sistema cannabinoide
pudieran actuar inhibiendo a la enzima renina, sin embargo, todavia no hay estudios

con resultados similares, que justifiguen o expliquen esta situacion. El aceite de
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cannabis tiene la capacidad de actuar sobre enzimas implicadas en la regulacion de
la presion arterial, por el sistema renina angiotensina aldosterona, especificamente
en este caso sobre la enzima renina, para inhibir su actividad y con ello disminuir
las cifras de presion arterial. La inhibicidn de la renina se plantea como la posibilidad
mas eficaz para bloquear el sistema renina angiotensina aldosterona, ya que al
actuar sobre el paso limitante de la sintesis disminuye la formacién de angiotensina
Iy Il. El angiotensindgeno es el tnico sustrato conocido para la renina y la escision
del angiotensindgeno por la renina es el paso determinante de la velocidad en la via
del sistema renina angiotensina aldosterona, existe un consenso general de que la
inhibicion de la renina seria una estrategia atractiva para el control de la hipertensién
(KIT de ensayo de deteccion de inhibidores de renina). Se sugieren que la presencia
de compuestos cannabinoides, flavonoides, terpenos y otros nutrientes interacttian
fuertemente con la enzima renina, provocando una disminucién en su actividad

enzimatica.

Como ya se ha ido mencionando compuestos cannabinoides presentes en la planta
de cannabis, han demostrado tener un efecto hipotensor al actuar especificamente
sobre ciertos receptores, sin embargo, ademas de estos, hay otros compuestos
presentes en el aceite de cannabis a los que se les podria atribuir estos efectos
hipotensores, se cree que estos estdn mediados por la accion sobre el sistema
renina angiotensina aldosterona (Sainz A.& Heeroma H., 2020).

Inhibidores de la enzima renina bloquean el primer paso del sistema renina-
angiotensina aldosterona, el farmaco Aliskiren, por ejemplo, es un inhibidor

competitivo de la renina que se une al sitio activo de la enzima.

Se pudo observar una reduccion de la enzima renina para las cuatro
concentraciones del aceite probadas, siendo significativa, Unicamente la
concentracion mas baja. Algo importante de rescatar que es que no es posible
inducir un efecto similar al farmacéutico ya probado como el aliskiren, dado que no
se observo un efecto dosis-respuesta con las concentraciones del aceite de

cannabis, con respecto al porcentaje de inhibicion (Kushiro T, et al., 2006).
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Es decir, el efecto inhibidor no se potencio al incrementar la dosis del aceite como
era de esperarse, la dosis respuesta es fundamental para estudiar la actividad
farmacoldgica de un compuesto, con el fin de identificar la medida del efecto o la

actividad de una sustancia en investigacion a ciertas dosis determinadas

Otro dato importante de reportar es que estudios previos han identificado que
ensayos de la actividad de la renina, como es el que se utilizé esta ocasion, en
nuestro estudio, para identificar inhibicion de la enzima, pueden sobrestimar la
inhibicion de la renina porque el desplazamiento del inhibidor de las proteinas
plasmaticas durante el ensayo y provocar una mayor inhibicién de la actividad de la
enzima renina in vitro que la presente in vivo (Campbell D, et al 2009), por lo que
dicho sucedo aunado la diferencia no significativa presentada, se podria concluir
gue no se manifiesta un efecto inhibidor como tal por parte del aceite de cannabis

sobre la inhibiciéon de renina.

Sin embargo, en comparacion con otros estudios, se cree que, si pudiera existir una
inhibicion de la enzima renina y posiblemente de ECA, y que esta estaria asociada
a otros compuestos no cannabinoides presentes en el aceite, como es el caso por

ejemplo de los antioxidantes, polifenoles y flavonoides.

Ismail W y colaboradores en el 2020 estudiaron la actividad antihipertensiva de la
planta Cuphea ignea, en hojas, tallos y flores utilizando ensayos in vitro de enzima
convertidora de angiotensina e inhibicién de renina. La actividad de inhibicion de la
renina mostrd que el extracto con hojas presentd el un porcentaje de inhibicién de
94,82%, mientras que con los tallos un 98,14 %. La actividad de inhibicién de la
renina mostré una correlacion positiva significativa con los contenidos de fenoles y
flavonoides con valores de r (0,777 y 0,629, respectivamente), esto medido
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (Ismail WM, et al., 2020).
Entonces se cree que componentes fendlicos podrian ser responsables de efectos
inhibidores de enzimas como la renina. En otro estudio, se investigaron &cidos
grasos de cadena larga como los posibles presentes también en el aceite de
cannabis, en la actividad enzimatica del sistema renina angiotensina aldosterona,

los ésteres linoleico y a-linolénico fueron los méas potentes inhibidores de la enzima
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renina in vitro, IC50 69,9-70,8 uM, (Khushwant B et al., 2013). Otros compuestos
fendlicos como el acido cafeico también han demostrado inhibidor a la enzima
renina (IC50=5704 uM) (Khushwant S et al., 2014). Otros estudios analizan el efecto
de compuestos polifenoles en diferentes plantas medicinales en actividades de
inhibicién in vitro del sistema renina angiotensina aldosterona, pero solo reportan
dato de la enzima convertidora de angiotensina y no de renina (Santos M, et al.,
2021).

Malomo S y colaboradores en el 2015, identificaron inhibicion de la enzima renina
in vivo, en ratas espontaneamente hipertensas con diferentes proteinas presentes
en las semillas de la planta de cannabis, lo que posterior mente se correlaciono
positivamente con una reduccion significativa de la presion arterial (Malomo S, et al
2015), suceso muy similar a lo reportado con anterioridad por Girgih A y
colaboradores en el 2014. Nuestro estudio entonces no pudo evidenciar si en efecto
esa inhibicibn de la enzima renina se debia a un potencial efecto de otros
compuestos presentes en el aceite o al propio efecto séquito de interaccién, sin

embargo, futuras investigaciones podrian centrarse en dicha linea de investigacion.
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Grafica 3. Porcentajes de actividad de la enzima renina tras la adicion de diferentes
concentraciones del aceite de cannabis 0 mg/ml (control), .45 mg/ml, .3 mg/ml, .2
mg/ml y .05 mg/ml. Los datos se representan con los rangos intercuartilicos.
Mostrandose con un asterisco los datos diferentes estadisticamente significativos (p
< 0.05).
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Efecto del farmaco enalapril sobre la actividad enzimética de la enzima renina.

En la gréfica 4, se observa una grafica de cajas y bigotes que representa el
porcentaje de actividad enzimatica de la enzima renina con respecto a las
concentraciones afadidas del farmaco enalapril utilizado en el estudio como control,
donde 0 mg/ml del farmaco representa la ausencia del mismo, que nos indicaria el
100% de la actividad enzimética, mientras que las concentraciones probadas del
farmaco que impactarian en la funcion de la enzima, representan las

concentraciones de .45 mg/ml, .3 mg/ml, .2 mg/ml y .05 mg/ml.

Se pudo analizar que cada una de las concentraciones probadas del farmaco
enalapril, no lograron tener un efecto en la reduccion de la actividad enzimatica de
la renina, contrario a esto se observo un incremento significativo en dicha actividad
(P < 0.05), esto sucedié unicamente con las concentraciones de .05 mg/ml. El
porcentaje de actividad de la renina sin el farmaco enalapril es del 100%, sin
embargo, al adicionar el farmaco en diferentes dosis, se observa un incremento en
la actividad de entre un 3 y 10%. El mayor porcentaje de actividad se observa con
la dosis de .2 mg/ml y .05 mg/ml (109%), mientras que la minima actividad se

observa con la ausencia del farmaco enalapril (100%).

En relacion a lo anterior se podria concluir que el farmaco antihipertensivo utilizado
(enalapril) incremento la actividad enziméatica de la enzima renina, lo que
posiblemente era de esperarse, debido a que este farmaco es un inhibidor de la

enzima ECA, no de renina.

Se ha reportado que inhibidores de la ECA disminuyen los niveles plasmaticos de
angiotensina Il produciendo una disminucién de la respuesta vasopresora y de la
secrecion de aldosterona. La supresion de la angiotensina Il produce, por un efecto
de retroalimentacién negativa, un aumento de los niveles de renina, por lo que
podriamos concluir que el enalaprii de cierta manera incremento las
concentraciones o bien potencio el efecto de la renina. Sin embargo, esto no es
posible dado que dicho farmaco necesita ser metabolizado a enalaprilato, para que
este metabolito actie, es decir este compuesto es en si, el que produce una

reaccion sobre la ECA y posteriormente sobre la renina. Es entonces que el
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enalapril, después de ser hidrolizado a enalaprilato, tras su ingesta oral y
metabolismo del mismo, inhibe la enzima ECA, el enalaprilato, es el verdadero
inhibidor de la ECA. Las concentraciones maximas de enalaprilato se alcanzan unas

4 horas después de una dosis oral de enalapril (Kushiro T, et al., 2016).

Con respecto a los resultados anteriores, es claro que no existié un efecto sobre la
actividad enzima de renina, tras adicionar el farmaco enalapril y esto fue
principalmente porque este no es un inhibidor de la renina si no, un inhibidor de la
enzima convertidora de la angiotensina, lo cual impide la conversion de angiotensina
| en angiotensina Il, de manera secundaria, disminuye los niveles de aldosterona y
bloquea la degradacién de bradicinina un potente vasodilatador. Si bien es un
farmaco antihipertensivo que actia sobre el sistema renina angiotensina
aldosterona, que ademas fue administrado al modelo murino, como un control

positivo, su mecanismo de accion no actua sobre la renina (Micromedex 2012).

En este estudio, consideramos que hubiera sido mejor, la utilizacién de un farmaco
gue actuara directamente sobre la renina, para tener de cierta manera un control
positivo. Por lo que se consideraria adecuado para futuras investigaciones utilizar
como control, el farmaco aliskiren el cual es un inhibidor directo y selectivo de la
renina, de naturaleza no peptidica y activo por via oral, no necesita ser metabolizado
para actuar (como en el caso del enalapril) logrando una inhibicién en un 50 y 80%.
Dicho farmaco al inhibir la enzima renina, aliskiren inhibe el sistema renina
angiotensina aldosterona en el punto de activacién, bloqueando la conversion de
angiotensindégeno a angiotensina |, y disminuyendo, por consiguiente, los niveles de

angiotensina | y angiotensina Il (Kushiro T, et al., 2016).
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Grafica 4. Porcentajes de actividad de la enzima renina tras la adicién de diferentes
concentraciones de enalapril 0 mg/ml (control), .45 mg/ml, .3 mg/ml, .2 mg/mly .05
mg/ml. Los datos se representan con los rangos intercuartilicos. Mostrandose con

un asterisco los datos diferentes estadisticamente significativos (p < 0.05).
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INHIBICION DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La grafica 5 de cajas y bigotes, representa el porcentaje de actividad enzimatica de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA) después de una cinética enzimatica
representando dicha actividad como nmol/min, para cada uno de los grupos del
modelo murino analizados en este estudio, es decir control o SHR, enalapril,
cannabis 18 mg/dL y 36 mg/dL, segun lo que se le administro a cada grupo del

biomodelo.

Se pudo analizar que, en cada uno de los grupos, no se logré tener un efecto

significativo en la reduccién de la actividad enziméatica de la ECA (P > 0.05),

La mayor actividad de la enzima convertidora de angiotensina se observo en el
grupo control, es decir en el biomodelo SHR al cual no se le administré6 ningun
tratamiento con una actividad de 000.94 +/- .00033 nmol/min, en la gréafica 5 si se
observa una tendencia de disminucion en la actividad de ECA para los tres
tratamientos antihipertensivos, siendo de .0005386 +/- .000358 nmol/min para
enalapril, .00088 +/- .00030 nmol/min para cannabis 18 mg/dL y de .00054 +/-
.00051 nmon/min para cannabis 36 mg/dL, a pesar de esa disminucion los datos no
son significativos. Esto podria estar asociado a la gran desviacion estandar entre
los grupos analizados, o bien quiza a la N de cada grupo, que resulto ser
relativamente pequefa, dada la poca cantidad de muestra que se tenia y la
necesidad de realizar un pool de estas para poder realizar dicha determinacion. Se
ha reportado que en ocasiones las diferencias clinica o bioldgicamente relevantes
no se detectan como estadisticamente significativas, eso se asocia como

consecuencia de trabajar con tamafios muestrales insuficientes o pequefios.

Como bien se mencioné con anterioridad a pesar de que los datos no son
significativos, el farmaco enalapril es un farmaco altamente estudiado y utilizado en
la terapia clinica como tratamiento de hipertensiéon arterial. El enalapril, es un
farmaco que interviene en el sistema renina angiotensina aldosterona, después de
ser hidrolizado a enalaprilato, tras su ingesta oral y metabolismo del mismo, inhibe
la enzima ECA, el enalaprilato en su forma ya activa, es el verdadero inhibidor de la

ECA. Las concentraciones maximas de enalaprilato se alcanzan unas 4 horas
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después de una dosis oral de enalapril (Kushiro T, et al., 2016). Dicho farmaco al
ser un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina, impide la conversion
de angiotensina | en angiotensina Il, de manera secundaria, disminuye los niveles
de aldosterona, de esta manera se evitan los efectos fisiolégicos que traen consigo
una vasoconstriccion (Sainz A & Heeroma J, 2020).

Esta evidenciado el uso de inhibidores de la ECA como un control antihipertensivo
positivo, en estudios que evaltan el efeto hipotensor de diferentes compuestos, esto
en modelos murinos, tal es el caso del captopril o bien el enalapril utilizado en este
estudio (Rojas J et al., 2016; Malomo S et al., 2015; Meza D et al., 2014; Fernandez
S et al., 2011). Por lo que el farmaco enalapril en otros estudios, si ha demostrado
tener una inhibicibn de la enzima convertidora de angiotensina, de manera
significativa y con ellos de la tension arterial en modelos murino hipertensos (Silva
G, etal., 2021; Zarate D, et al., 2020; Potenza M, et al., 2007).

Con respecto a la nula o poca inhibicién de la ECA, asociada a la administracion del
aceite de cannabis a diferentes dosis, podria deberse a la limitada evidencia que
existe sobre el efecto de compuestos cannabinoides presentes en este caso en el
aceite sobre el sistema renina angiotensina aldosterona, aunque la evidencia resalta
la importancia del estudio de este mecanismo, nosotros no encontramos una
asociacion directa a este nivel. Sin embargo, otros estudios han reportado un
potencial efecto antihipertensivo, a nivel del sistema renina angiotensina
aldosterona por inhibicién de las enzimas renina y la ECA, extractos de cannabis y
derivados del mismo, pero no asociado directamente a los cannabinoides, tampoco

a interacciones entre estos por un efecto sequito.

Por ejemplo, Malomo S y colaboradores en el 2015, evaluaron el efecto de extractos
de cafamo (proteinas) para inhibir in vitro actividades de la renina y ECA, en
relacion con los efectos reductores de la presién arterial, en ratas espontaneamente
hipertensas, observaron una inhibicion significativa de la enzima renina y la ECA,
asi como reduccion de la tension arterial (P < 0.05), por lo que concluyen que dichas
pueden usarse como ingredientes activos para formular alimentos funcionales
(Malomo S, et al 2015).
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En otro estudio Girgih A y colaboradores en el 2014, realizaron investigaciones
similares al estudio anterior, encontrando una disminucion significativa de la
actividad de ECA en plasma (0.047-0.059 U/mL) en ratas alimentadas con semilla
de cdfiamo en comparacion con las ratas de control (0.123 U/mL) y también en el
nivel de renina plasmatica donde disminuy6 para este grupo de ratas (0.040-0.054
lg/mL) en comparacion con las ratas de control (0.151 Ig/mL), lo que en
consecuencia disminuy0 la tension arterial en ratas hipertensas pero esto no

sucedio en normotensas (Girgih A, et al 2014).

No solo los cannabinoides derivados de plantas se han relacionado con la
hipotensidn, sino que también extractos de la semilla de cafiamo muestran efectos
hipotensores. Curiosamente, estos efectos hipotensores si estan mediados por la
inhibicion de la ECA (Girgih et al. 2014; Orio et al. 2017).

Con respecto a estos resultados, esté claro que el efecto hipotensor del aceite de
cannabis, no se le puede atribuir a una inhibiciéon directa o proporcional de las
enzimas involucradas en el sistema renina angiotensina aldosterona, pero es
probable que el efecto hipotensor del aceite de cannabis, este encaminado a otros
mecanismos de accion, como seria por ejemplo, un efecto atribuido a los receptores
cannabinoides, que por lo que se ha mencionado en la literatura y en relacion
también a lo encontrado en los niveles de expresion de dichos receptores
(ANEXOS), seria asociado principalmente al receptor CB1, con acciones sobre en
la contraccion cardiaca, el endotelio vascular y el musculo liso vascular, o bien
actuar de cierta manera, sobre el SRAA. Posibles efectos del receptor CB1 a nivel
del SRAA, son mejor explicados en la discusion de resultados de la disminucion de

la tension arterial.
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Gréfica 5. Actividad de la enzima convertidora de angiotensina, en plasma de un
modelo murino en unidades de nmol / min (representa la cantidad de sustrato
liberado por minuto), con respecto a diferentes tratamientos (Enalapril, Cannabis
con dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Los datos representan los rangos
intercuartilicos y se realiza una prueba estadistica de Kruskal Wallis, con post hoc
de Dunn’s, se comparan los diferentes valores de los tratamientos vs el control
(SHR). Los rangos que se muestran con un asterisco son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL EN PLASMA.

Se muestran las cifras y de manera visual los cambios por semana de la
concentracion de colesterol total en plasma del modelo murino, asi como el analisis
estadistico que compara las diferentes concentraciones en cada uno de los

tratamientos al inicio y final del monitoreo.

En la grafica 6 se observa de manera general, el comportamiento de las
concentraciones de colesterol total del modelo murino, con cada uno de los
tratamientos a lo largo del estudio. Para aquellos grupos que estaban bajo un
tratamiento, es decir, con enalaprii y cannabis a diferentes dosis, las
concentraciones de manera general tenian una tendencia a disminuir,
manteniéndose al final del estudio en una concentracibn menor que la inicial,
enalapril (120 +/- 16 vs 104 +/- 14 mg/dL), cannabis de 18 mg/ml (134 +/- 18 vs 111
+/- 20 mg/dL), cannabis 36 mg/ml (137 +/- 14 vs 103 +/- 18 mg/dL).

Se hizo un andlisis estadistico de Kruskal Wallis, con post hoc de Dunn’s y se
comparan las diferentes concentraciones de colesterol total en la evaluacion inicial

y final, de los tratamientos vs el control, en la grafica 7 se muestran estos resultados.

En la evaluacion inicial, donde se muestran los valores de las concentraciones de
colesterol total que mantiene el modelo murino, antes de comenzar con el estudio,
podemos observar que estas se mantienen con valores muy similares, que van
desde 120 +/- 14 — 137 +/- 14 mg/dL, sin diferencias significativas entre ellos y con
respecto al control (P > 0.05).

Tomando como referencia, los cambios que mas nos importaria evaluar, que son
los de la evaluacién final, podemos concluir, que si bien las concentraciones de
colesterol del modelo murino sin ningun tratamiento antihipertensivo (SHR =
Control) tienen valores mas altos de colesterol total que aquellos tratados con
antihipertensivo y cannabis a diferentes dosis (172 +/- 8 mg/dL vs 104 +/- 14, 111
+/- 20y 103 +/- 18 mg/dL respectivamente) estas diferentes concentraciones no son
significativas con respecto a dicho grupo control o SHR (P > 0.05).
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Sabemos que no se manifestaron cambios significativos en las concentraciones de
colesterol total al inicio y final del estudio, esto puede explicarse debido a que el
efecto principal que esperariamos de un adecuado tratamiento antihipertensivo, es
que atenuara cualquier dafio o efecto fisiopatoldgico sobre la salud cardiovascular,
con esto, secundario a esta enfermedad se disminuyera el pronéstico de desarrolla
algun problema del perfil lipidico, para explicar este fenbmeno, se utilizé el

biomodelo de ratas espontaneamente hipertensas.

Dicho modelo, es el mejor y mas popular modelo de hipertensién espontanea y
enfermedad cardiovascular, dado que se desarrolla de forma muy similar a lo que
se observa en los humanos, se ha reportado que este biomodelo, puede ser
utilizado para identificar otros problemas cardiovasculares que son comunmente
desarrollados por la hipertensiéon arterial, como son diabetes, ateroesclerosis,

sindrome metabdlico y dislipidemias.

La evidencia reporta que en personas que presentan hipertension arterial es comuan
el desarrollo de otras alteraciones cardiovasculares, entre las mas comunes
alteraciones metabdlicas, llegan a manifestar altos niveles de colesterol, obesidad,
frecuencia cardiaca alta, hipertrigliceridemia y diabetes mellitus (Olufisayo Gabriel
et al., 2020).

Se cree que alrededor del 40% de individuos que presentan hipertension arterial
con recién diagnostico, tiene uno o mas problemas en el perfil lipidico (Dalal, J. et
al., 2012), asi mismo se ha reportado también que en general, alrededor del 50 al
80% de personas con hipertension tienen algun tipo de dislipidemia, con valores
relativamente altos de colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad
— LDL (Olufisayo Gabriel et al., 2020). Incluso se ha creido que los medicamentos
antihipertensivos tienen un cierto impacto en los niveles de lipidos, estos cambios
en los niveles de lipidos son importantes, dada la alta prevalencia de personas con
hipertension recién diagnosticados que tienen al menos una anomalia lipidica
(Dalal, J. et al., 2012).

La predisposicion a desarrolla un problema de dislipidemia secundario a

hipertension arterial, puede estar asociado a diversos factores explicados a
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continuacion. Como se ha ido mencionando a lo largo del estudio, la tension arterial
se encuentra principalmente regulada por el sistema renina angiotensina, dicho
sistema juega un papel protagonico, ya que participa en la progresion de la
enfermedad vascular. La angiotensina Il por ejemplo, estimula el depdsito en la
pared arterial de LDL oxidadas, esto posteriormente aumenta la activacion de los
monocitos circulantes, moléculas de adhesién y citocinas. Entonces el sistema
renina angiotensina podria estar asociado con el desarrollo de ateroesclerosis
(Dalal, J. et al., 2012; Rader DJ. 2008).

Otras consecuencias de la hipertension arterial es que esta se asocia a un aumento
del estrés oxidativo, resistencia a la insulina, inflamacion vascular y disfuncién
endotelial (Olufisayo Gabriel et al., 2020). El estrés oxidativo, ocasiona dafio a nivel
endotelial afectan, lo que conduce también a la activacion y uniébn de monocitos, la
proliferacion y migracion de las células del masculo liso vascular y la oxidacién de

las LDL, como se mencion6 anteriormente (Dalal, J. et al., 2012; Rader DJ. 2008).

La hipertension arterial entonces, puede también causar resistencia a la insulina,
esto podria estar asociado a una activacion del sistema nervioso simpatico, que da
como resultado una alteracion en la vasodilatacion del musculo esquelético y el
origen de cambios estructurales vasculares, con ello una mayor vasoconstriccion,
con todo esto aumenta el nimero de fibras musculares tipo 2 es decir, de
contraccion rapida, lo que puede contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina,
al alterar el suministro de insulina y glucosa a las células del musculo esquelético
(Ormazabal V, et al., 2018; Salvetti A, et al. 1993).

La resistencia a la insulina altera el metabolismo de glucosa, que provoca estrés
oxidativo y una respuesta inflamatoria, a su vez puede alterar el metabolismo de los
lipidos y desarrollar dislipidemia con niveles altos de triglicéridos y colesterol en
plasma, niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad y altos niveles de

lipoproteinas de baja densidad (Ormazabal, V., et al., 2018).

Diferentes estudios evidencian la correlacion entre el perfil lipidico y la hipertension
arterial, como es que mutuamente estan asociadas por sSus mecanismos

fisiopatoldgicos implicados en la génesis de cada enfermedad y representan una
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complicacion para otras complicaciones cardiovasculares (J. et al., 2012; Rader DJ.
2008). Como ya se ha demostrado, compuestos cannabinoides presentes en el
aceite de cannabis, asi como sus terpenos, actuan por medio de un efecto séquito
para potenciar su accion y reducir la presion arterial, esto, estaria interfiriendo
directamente en la fisiopatologia de la enfermedad, por ende, disminuiria los riesgos
de desarrollar problemas del perfil lipidico, es por esta razén que se observan un

control en el perfil lipidico del modelo murino al terminar el estudio.

Otros estudios reportan que aceites con éptimas concentraciones de omega 6 y 3,
es decir 3:1 han sido utilizados en la prevencién de enfermedades inflamatorias y
cardiovasculares, el aceite proveniente por ejemplo de Cannabis sativa, por dicha
razén podria tener grandes beneficios a la salud cardiovascular (Puente et al.,
2020).

Por otro lado, Kaushal N y colaboradores en el 2020, evaluaron el efecto de
extractos de cannabis (&cidos grasos poliinsaturados, omega 3 y 6) sobre perfil
lipidico de ratas con hipercolesterolemia, observando un mejor control en
pardmetros de colesterol total, triglicéridos, HDL y LDL, reportando que dichos
efectos estan mediados por modulaciébn de vias inflamatorias y actividad
antioxidante de los compuestos del extracto (Kaushal N, et al 2020).

Karimi | & Hayatghaibi H, en el 2006, evaluaron el efecto de la semilla de una
variedad de la planta cannabis en los perfiles de lipidos en Ratas Wistar sanas. La
semilla significativamente disminuyé niveles de LDL y aumentdé HDL sérico en
ayunas. Mientras que los niveles de triglicéridos y colesterol total se mantuvieron,
esto en ratas sanas Wistar. Los autores sugieren que en personas con alteraciones
del perfil lipidico podrian utilizar la variedad de estas semillas en la preparacion de
sus alimentos (Karimi | & Hayatghaibi H 2006).

Jurgonski A y colaboradores en 2020, demostraron que acidos grasos
poliinsaturados de una variedad de la planta cannabis (cafiamo) mejoro el
metabolismo lipidico inducido por obesidad en ratas Wistar, al disminuir la
concentracion de colesterol, por lo que podria atenuar trastornos inducidos por la

alimentacion rica en grasas en ratas (Jurgonski A., et al. 2020).
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Tabla 6. Cambios en las concentraciones de colesterol total en plasma de Ratas

Espontaneamente Hipertensas, por semana, a lo largo del tratamiento (30 dias).

GRUPOS EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION | EVALUACION
1 2 3 4
SHR 46 +/- 10 68 +/- 11 590 +/- 18 172 +/- 8
ENALAPRIL 120 +/- 16 70 +/- 1 44 +/- 6 104 +/- 14
CANNABIS 134 +/- 18 82 +/- 11 102 +/- 3 111 +/- 20
(18 mg/ml)
CANNABIS 137 +/- 14 83 +/- 14 76 +/- 6 103 +/- 18
(36 mg/ml)
COLESTEROL EN PLASMA
240.00
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Grafica 6. Cambios en las concentraciones de colesterol total en plasma del modelo

murino en mg/dL, con respecto al tiempo en semanas, con cada uno de los

tratamientos utilizados.
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Grafica 7. Valores iniciales y finales de las concentraciones de colesterol total en
plasma de un modelo murino en mg/dL, con respecto a diferentes tratamientos
(Control, Enalapril, Cannabis con dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Los datos
representan los rangos intercuartilicos de tres mediciones. Se realiza una prueba
estadistica de Kruskal Wallis, con post hoc de Dunn’s y se comparan las diferentes
concentraciones de colesterol total en la evaluacion inicial y final, de los tratamientos
vs el control. Los rangos que se muestran con un asterisco son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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CONCENTRACION DE TRIGLICERIDOS EN PLASMA

Se muestran las cifras y de manera visual los cambios por semana de la
concentracion de triglicéridos en plasma del modelo murino, asi como el analisis
estadistico que compara las diferentes concentraciones en cada uno de los

tratamientos al inicio y final del monitoreo.

En la grafica 8 y tabla 6, se observa de manera general, el comportamiento de las
concentraciones de triglicéridos del modelo murino, con cada uno de los
tratamientos a lo largo del estudio. Para aquellos grupos que estaban bajo un
tratamiento antihipertensivo ya probado, es decir, con enalapril las concentraciones
de manera general tenian una tendencia a disminuir, manteniéndose al final del
estudio en una concentraciébn menor que la inicial, enalapril (41 +/- 6 vs 26 +/- 2),
mientras que las concentraciones medidas para las diferentes dosis de cannabis,
en general permanecieron con altas y bajas concentraciones a lo largo del estudio,
manteniéndose con valores muy similares al inicio y final del tratamiento Cannabis
18 mg/ml ( 24 +/- 6 vs 32 +/-7), cannabis 36 mg/ml (17 +/- 10 vs 20 +/- 4), finalmente
para el modelo murino SHR control al cual no se le administré un tratamiento como
tal, se observo un ligero incremento en las concentraciones de triglicéridos (19 +/- 9
vs 39 +/- 4).

Se hizo un andlisis estadistico de Kruskal Wallis, con post hoc de Dunn’s y se
comparan las diferentes concentraciones de triglicéridos en la evaluacion inicial y

final, de los tratamientos vs el control, en la grafica 9 se muestran estos resultados.

En la evaluacién inicial, donde se muestran los valores de las concentraciones de
triglicéridos que mantiene el modelo murino, antes de comenzar con el estudio,
podemos observar que estas se mantienen con valores diferentes que van desde
17 +/- 10 — 41 +/- 6 mg/dL, sin embargo, no se observan diferencias significativas

entre ellos con respecto al control (P > 0.05).

Tomando como referencia, los cambios que mas nos importaria evaluar, que son
los de la evaluacion final, podemos concluir, que las concentraciones de triglicéridos
del modelo murino sin ningan tratamiento antihipertensivo (SHR = Control) tienen

valores mas altos de triglicéridos que aquellos tratados con antihipertensivo y
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cannabis a dosis de 18 mg/mly 36 mg/ml (39 +/- 4 vs 26 +/- 2, 32 +/- 7y 20 +/- 4
mg/dL respectivamente), estas diferentes concentraciones son significativas
Gnicamente para el grupo de cannabis con una dosis de 36 mg/ml, esto con respecto
al grupo control o SHR (P < 0.05). Estos cambios significativos en las
concentraciones de triglicéridos, asociados a la adiciéon de cannabis a dosis de 36

mg/ml, se explican mas adelante.

El efecto principal que esperariamos de un adecuado tratamiento antihipertensivo,
es que atenuara el dafio al endotelio, secundario a esta enfermedad y disminuyera

el prondstico de desarrolla algun problema del perfil lipidico.

Como ya se menciond anteriormente en la discusion de colesterol total, el biomodelo
utilizado para este estudio de ratas SHR es el mejor y mas popular modelo de
hipertension espontanea y enfermedad cardiovascular, dado que se desarrolla de
forma muy similar a lo que se observa en los humanos, se ha reportado que este
biomodelo, puede ser utilizado para identificar otros problemas cardiovasculares
gue son comunmente desarrollados por la hipertension arterial, como son diabetes,

ateroesclerosis, sindrome metabdlico y dislipidemias.

La evidencia reporta que en personas que presentan hipertension arterial es comun
el desarrollo de otras alteraciones cardiovasculares, entre las mas comunes
alteraciones metabdlicas, llegan a manifestar altos niveles de colesterol, obesidad,
frecuencia cardiaca alta, hipertrigliceridemia y diabetes mellitus (Olufisayo Gabriel
et al., 2020).

Se cree que alrededor del 40% de individuos que presentan hipertension arterial
con recién diagnostico, tiene uno o mas problemas en el perfil lipidico (Dalal, J. et
al., 2012), asi mismo se ha reportado también que en general, alrededor del 50 al
80% de personas con hipertensiéon tienen algun tipo de dislipidemia, con valores
relativamente altos de colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad
— LDL (Olufisayo Gabriel et al., 2020). Incluso se ha creido que los medicamentos
antihipertensivos tienen un cierto impacto en los niveles de lipidos, estos cambios

en los niveles de lipidos son importantes, dada la alta prevalencia de personas con

102



hipertension recién diagnosticados que tienen al menos una anomalia lipidica
(Dalal, J. et al., 2012).

La predisposicion a desarrolla un problema de dislipidemia secundario a
hipertension arterial, puede estar asociado a diversos factores explicados a
continuacion. Como se ha ido mencionando a lo largo del estudio, la tension arterial
se encuentra principalmente regulada por el sistema renina angiotensina, dicho
sistema juega un papel protaglnico, ya que participa en la progresion de la
enfermedad vascular. La angiotensina Il por ejemplo, estimula el depdsito en la
pared arterial de LDL oxidadas, esto posteriormente aumenta la activacion de los
monocitos circulantes, moléculas de adhesién y citocinas. Entonces el sistema
renina angiotensina podria estar asociado con el desarrollo de ateroesclerosis
(Dalal, J. et al., 2012; Rader DJ. 2008).

Otras consecuencias de la hipertension arterial es que esta se asocia a un aumento
del estrés oxidativo, resistencia a la insulina, inflamacion vascular y disfuncién
endotelial (Olufisayo Gabriel et al., 2020). El estrés oxidativo, ocasiona dafio a nivel
endotelial afectan, lo que conduce también a la activacion y unién de monaocitos, la
proliferacion y migracion de las células del masculo liso vascular y la oxidacién de

las LDL, como se mencion6 anteriormente (Dalal, J. et al., 2012; Rader DJ. 2008).

La hipertension arterial entonces, puede también causar resistencia a la insulina,
esto podria estar asociado a una activacion del sistema nervioso simpatico, que da
como resultado una alteracién en la vasodilatacion del musculo esquelético y el
origen de cambios estructurales vasculares, con ello una mayor vasoconstriccion,
con todo esto aumenta el numero de fibras musculares tipo 2 es decir, de
contraccion rapida, lo que puede contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina,
al alterar el suministro de insulina y glucosa a las células del musculo esquelético
(Ormazabal V, et al., 2018; Salvetti A, et al. 1993).

La resistencia a la insulina altera el metabolismo de glucosa, que provoca estrés
oxidativo y una respuesta inflamatoria, a su vez puede alterar el metabolismo de los

lipidos y desarrollar dislipidemia con niveles altos de triglicéridos y colesterol en

103



plasma, niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad y altos niveles de
lipoproteinas de baja densidad (Ormazabal, V., et al., 2018).

Diferentes estudios evidencian la correlacion entre el perfil lipidico y la hipertension
arterial, como es que mutuamente estdn asociadas por sus mecanismos
fisiopatolégicos implicados en la génesis de cada enfermedad y representan una
complicacion para otras complicaciones cardiovasculares (J. et al., 2012; Rader DJ.
2008).

Como ya se ha demostrado, compuestos cannabinoides presentes en el aceite de
cannabis, asi como sus terpenos, actian por medio de un efecto séquito para
potenciar su accion y reducir la presion arterial, esto, estaria interfiriendo
directamente en la fisiopatologia de la enfermedad, por ende disminuiria los riesgos
de desarrollar problemas del perfil lipidico, es por esta razén que se observan un
control en el perfil lipidico del modelo murino al terminar el estudio, el aceite de
cannabis a dosis de 18 mg/dL y el farmaco enalapril como tal no redujeron los
valores de triglicéridos y esto era de esperarse, sin embargo, la dosis de 36 mg/dL
si provocd una disminucion significativa en las concentraciones de triglicéridos, al
finalizar el estudio, esto podria asociarse a un efecto directo del aceite de cannabis

sobre las concentraciones de triglicéridos en plasma.

Wing S y colaboradores mencionan que cannabinoides presentes en la planta de
cannabis actlan especificamente a través del receptor CB2 y es sobre este que
desencadenan efectos, que tienen como consecuencia disminucion del perfil
lipidico, es decir reduccion de triglicéridos plasmaticos, colesterol y lipoproteinas de
baja densidad (Wing S.V & Kelly M 2017; O’Sullivan, S.E. 2015). La accion sobre el
perfil lipidico por parte de los cannabinoides, podria estar a nivel hepatico, segun lo
reportado previamente por la literatura, pues se cree que A9-THC tiene una funcion
hepatoprotectora (Tam et al., 2011), ademas de esto la sefalizacion de los
receptores CB1 y CB2 en el higado, podria estar basada en mantener la

homeostasis metabdlica a este nivel (Howlett A., et al, 2017).

Esta informacion reportada por la literatura podria estar asociada a la disminucion

de las concentraciones de triglicéridos en plasma, ademas que como se muestra en
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ANEXQOS, en la seccion de la expresion de receptores cannabinoides del modelo
murino, se observa que, a la mayor concentracion, es decir a la dosis de 36 mg/dL,
hay un incremento en la expresion del receptor CB2 especificamente en el higado
del modelo murino, lo que podria estar relacionado a lo anteriormente explicado.
Otros estudios reportan que derivados de cannabis pueden mejorar el estado
antioxidante y el metabolismo de los lipidos en las ratas (Cunha P et al., 2011),
incluso contrarrestar dafios inducidos por una alimentacion alta en grasa en ratas
(Lara D., et al 2019).

Otro estudio, por ejemplo, para el tratamiento de dislipidemias, demostré que el
tratamiento oral con dosis bajas de THC podria inhibir el desarrollo de placa
aterosclerotica (Braunersreuther V, et al., 2006). Mientras que otras investigaciones
reportan que la activacion del receptor CB2 parece contribuir con efectos
antiinflamatorios y con ello mejorar la estabilidad de la placa aterosclerética (Wing
S.V & Kelly M 2017; O’Sullivan, S.E. 2015).

Otros estudios reportan un efecto atribuido al receptor CB1, mencionan que, al ser
activado, mantiene una homeostasis metabdlica en higado y cardiomiocitos, puede
entonces reducir niveles plasméaticos de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de
baja densidad (Howlett A., et al, 2017).

Tanto el receptor CB1 como el CB2, estan acoplados a proteinas G, las cuales, una
vez que dichos receptores son estimulados por cannabinoides, estas proteinas
activan nuevas vias de sefializacion, que desencadenan la disminucion,
estimulacién o inhibicibn completa de una actividad especifica en el organismo, en
una de estas vias se ve implicado la conversion de ATP a AMPc. Dicho lo anterior
es importante resaltar que el metabolismo lipidico a nivel hepatico, principalmente
la lipogénesis y la lipolisis, son reguladas por AMPc, por un lado, la inhibicion de la
lipdlisis (degradacion de acidos grasos) se produce a través de la reduccién de los
niveles de AMPc, por el otro, la lipogénesis (sintesis de acidos grasos para su
almacenamiento) se estimula cuando hay un exceso de los mismos, o bien se inhibe
cuando se necesitan lipidos para obtener energia. La lipogénesis puede

promoverse por un aumento en la sefalizacion del receptor CB1 a través de la
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inhibicion de Gi/o y cAMP. Un antagonismo del receptor CB1 puede intervenir para
reducir lipogénesis o bien como se observo en este estudio, la estimulacion del
receptor CB2, esto podria ser razonable, dado los diversos efectos fisiologicos que
manifiesta cada receptor, que en efecto no siempre son los mismo. (Howlett A., et
al, 2017; Tedesco et al., 2008). Razdn por la cual se podria justificar la reduccion
significativa de triglicéridos con la dosis mayor del aceite de cannabis (36 mg/dL)

con respecto al control.

Aunado a esto, la presencia de otros compuestos del cannabis puede tener consigo
grandes beneficios, el aceite de cannabis tiene un alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados y la proporcion de omega 6 a omega 3 es Optima (3: 1), lo cual
contribuye a una mejora en la salud cardiovascular (Kaul et al., 2008). Esto es
porque dichos acidos grasos poliinsaturados pueden mejorar el metabolismo de los
lipidos debido a su capacidad para inducir la oxidacién de acidos grasos en el
higado y los musculos esqueléticos y la supresion simultdnea de la sintesis de
lipidos hepaticos (Jurgonski A 2020). Entre otros compuestos presentes en el aceite
de cannabis, se tienen también a los terpenos, los cuales se han sugerido para
actuar como tratamiento adyuvante o alternativo para mejorar las enfermedades
cardiometabodlicas, como son la hipertensién arterial y las dislipidemias
contribuyendo a reducir los efectos secundarios de los farmacos convencionales
(Oliveira J, et al., 2021). Como se ha ido mencionando a lo largo de esta
investigacion los cannabinoides al ser administrados en conjunto con otras
sustancias fitoquimicas presentes en la misma planta (terpenos, flavonoides,
esteroles, etc.) o bien en el aceite (acidos grasos poliinsaturados) provocan el efecto
conjunto sobre un sistema o tejido del organismo, con un como “efecto séquito”
(Suppa JM., 2019; Kratz J & Garcia M., 2018; Rodriguez M., 2017; Russo et al.,
2011). El “efecto séquito” de en este caso el aceite de Cannabis, ejercer un efecto
mas potente que el que puedan generar las moléculas por separado, pues las
diferentes sustancias que se encuentran en este caso en el aceite, interactian entre
si en sinergia (Andronolo D., 2021; Hinojosa & Gutierrez., 2017; Coile, D 2016).
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Tabla 6. Cambios en las concentraciones de triglicéridos en plasma de Ratas

Espontaneamente Hipertensas, por semana, a lo largo del tratamiento (30 dias).

GRUPOS EVALUACION 1 | EVALUACION | EVALUACION 3
(INICIAL) 2 (FINAL)
SHR 19 +/-9 32 +/-6 39 +/-4
ENALAPRIL 41 +/- 6 39 +/- 10 26 +/- 2
CANNABIS (18 mg/ml) 24 +/- 6 19 +/- 3 32 +/-7
CANNABIS (36 mg/ml) 17 +/- 10 29 +/- 6 20 +/- 4
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TRIGLICERIDOS EN PLASMA
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Grafica 8. Cambios en las concentraciones de triglicéridos del modelo murino en
mg/d, con respecto al tiempo en semanas, con cada uno de los tratamientos

utilizados.
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Gréfica 9. Valores iniciales y finales de las concentraciones de triglicéridos en
plasma de un modelo murino en mg/dL, con respecto a diferentes tratamientos
(Control, Enalapril, Cannabis con dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Los datos
representan los rangos intercuartilicos de tres mediciones. Se realiza una prueba
estadistica de Kruskal Wallis, con post hoc de Dunn’s y se comparan las diferentes
concentraciones de triglicéridos en la evaluacién inicial y final, de los tratamientos
vs el control. Los rangos que se muestran con un asterisco son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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EXPRESION GENICA DE RECEPTORES CANNABINOIDES EN TEJIDO DE
CORAZON, HIGADO Y RINON DEL MODELO MURINO.
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Gréfica 10. Nivel de expresion génica de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
corazon con respecto a diferentes tratamientos (Control, Enalapril, Cannabis con
dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Se realiza una prueba estadistica de ANOVA
unidireccional, con post hoc de Bonferroni y se comparan los diferentes niveles de
expresion con los tratamientos vs el control. Los rangos que se muestran con un

asterisco son significativamente diferentes (p < 0.05).

En estas graficas se muestra que con la dosis mas grande del aceite de cannabis
(36 mg/dL) y con el farmaco enalapril (20 mg/kg) se incrementé la expresion del
receptor CB1 significativamente en corazon y con ello, el efecto que se producira a
este nivel sobre la presion arterial. En el sistema cardiovascular, CB1 se expresa en
regiones especificas dentro de los miocitos cardiacos, células endoteliales arteriales

y capilares, donde parece estar involucrado en la fisiologia cardiovascular (Puhl SL,
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et al., 2020; Howlett A., et al, 2017; epicier P, et al., 2007). El efecto terapéutico de
cannabinoides sobre el receptor CB1, para desencadenar un descenso en la presion
arterial, estd dado por su accion en ciertas células, tejidos y organos. En los
cardiomiocitos, por ejemplo, produce una disminucién de la contractibilidad
cardiaca, la contraccién del corazon estaria regulando directamente el gasto
cardiaco y este a su vez en conjunto con la resistencia vascular, se relacionan
directamente con la presién arterial, es decir una disminucion de la contractibilidad
cardiaca, disminuye el gasto cardiaco, con esto se reduce también la tension
arterial. Si bien, est4 clara la presencia de CB1 en cardiomiocitos, la evidencia ha
reportado que el efecto en la contractibilidad cardiaca, se da también sobre el
sistema nervioso, por la presencia de receptores CB1 en terminaciones nerviosas
que inervan los vasos sanguineos y el corazon, el CB1 suprime la liberacion de
neurotransmisores de terminaciones nerviosas simpaticas presinapticas, por lo que
esto produce una disminucién en la respuesta del sistema nervioso simpético, y a
su vez, disminuir efectos como, frecuencia cardiaca y contraccion del corazén (Kis
B, etal.,, 2019; Pacher P et al., 2018; Wing S.V & Kelly M 2017).

112



0.8 0.8
Em CONTROL
0.6 0.64 Em ENALAPRIL (20 mg/kg)
ACEITE DE CANNABIS (36
|
c c * mag/kg)
5 0.4 5 0.4+
ACEITE DE CANNABIS (18
|
mg/kg)
0.2 0.2
* * *
olom L BN BR
Receptor CB1 Receptor CB2

Grafica 11. Nivel de expresion génica de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
rifion con respecto a diferentes tratamientos (Control, Enalapril, Cannabis con dosis
de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Se realiza una prueba estadistica de ANOVA
unidireccional, con post hoc de Bonferroni y se comparan los diferentes niveles de
expresion con los tratamientos vs el control. Los rangos que se muestran con un

asterisco son significativamente diferentes (p < 0.05).

En el rifidn se identificé una expresion de receptores CBL1 significativamente mayor
para los grupos que recibieron un tratamiento contra el control. Mientras que para
el receptor CB2 se observo una mayor expresion del mismo cuando se administré

la dosis mayor de aceite de cannabis.

A nivel renal con respecto a la fisiopatologia de la tensién arterial, se lleva a cabo la
conversion de pro-renina a renina, primer paso del SRAA, ademas de que en el
ultimo paso de dicho sistema, la angiotensina Il actla sobre la corteza suprarrenal
para estimular la produccién de aldosterona, la cual actia sobre el riidbn para
incrementar la resorcion de sodio y, por tanto, el volumen del liquido extracelular y
el volumen sanguineo, también actua directamente sobre arteriolas para producir
vasoconstriccion y en consecuencia incrementa las resistencias periféricas y la

presién arterial.

Estudios previos han demostrado una mayor expresion del receptor CB2 en células

enfermas, que, en células sanas, pues el receptor CB2 aumenta en respuesta a la
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activacion e inflamacién de las células inmunitarias (Howlett A., et al. 2017; Stella,
2010)

Se observa una mayor expresion del receptor CB1 Y CB2 con la mayor
concentracion del aceite de cannabis 36 mg/dL y de receptor CB1 con la adicion del

farmaco enalapril.

Receptores CB1 y CB2 que son activados por compuestos de la planta cannabis se
encuentran en numerosos tejidos, incluidos los rifiones (Park F, et al., 2017). Se han
identificado efectos terapéuticos en problemas de tipo renal, con una mayor
expresion de receptores CB1 y CB2 en dicho tejido cuando existe alguna
fisiopatologia en el mismo, por lo que pueden representar una nueva diana
terapéutica en enfermedades de tipo renal o incluso aquellas donde dicho 6rgano
se vea implicado, como es el caso de la hipertension arterial (Francois H, & Lecru L
2018).

Como ya se ha encontrado, los cannabinoides reducen la hipertensién, algunos
estudios han relacionado el sistema endocannabinoide (SEC) con el sistema de
renina angiotensina (SRA), sugieren una modulacion cruzada entre los niveles del
receptor cannabinoide 1 CB1 y la angiotensina Il (resultado del SRA), la cual se ha
visto que actda a nivel renal. Los mecanismos subyacentes a los efectos
hipotensores de los cannabinoides son complejos, ademas de lo antes mencionado,
se reporta una posible modulacién de agonistas vasoactivos como la angiotensina
Il (Stanley y O'Sullivan 2014).

Por lo antes mencionado, esta claro que el rifidn juega un papel fundamental en la
fisiopatologia de la tension arterial y aungque no se encontraron estudios clinicos de
la regulacion de la tension arterial a nivel renal modulada por cannabinoides, el
incremento en la expresion de receptores cannabinoides en este tejido con el
farmaco antihipertensivo y las dosis del aceite de cannabis, podria estar regulando

la tension arterial a nivel de sistema renina angiotensina en rifion.
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Aunado a lo antes mencionado, se identificé que el farmaco enalapril utilizado como
control positivo en el estudio, en el caso de los tejidos de corazén y rifildn incremento

la expresion del receptor CB1.

Diferentes factores han sido identificados que pueden incrementar la expresion y
con ello, potenciar la funcién en el organismo de los receptores de cannabinoides
CB1 y CB2, como es la alimentacion, la ingesta cannabinoides sintéticos e incluso
la presencia de alguna patologia especifica, existen también farmacos especificos
gue pueden llegar a ser agonistas o0 antagonistas de dichos receptores, sin embargo
no se ha encontrado todavia que algun medicamento ya utilizado modifique la

expresion de los mismos, como lo sucedido en este estudio.

El enalapril es un inhibidor de la ECA, ampliamente utilizado en la terapia
cardiovascular, que da lugar a concentraciones reducidas de angiotensina Il, que
conduce a disminucion de la actividad vasopresora y secrecion reducida de
aldosterona. Se cree que el sistema cannabinoide podria estar vinculado con el
SRA, con algunas acciones sobre el receptor de la ECA. Se ha mostrado que CB1
y el receptor de angiotensina Il forman heterémeros receptores con interacciones
funcionales, estudios sugieren que los estados hipertensivos estan relacionados
con una menor expresion de CB1 y niveles mas altos de angiotensina Il (Sainz A &
Heeroma J, 2020). Sabemos que el farmaco enalapril, actia directamente sobre la
ECA, pero, existe la posibilidad de que actué también de cierta manera sobre los
receptores de cannabis para potenciar un efecto hipotensor, sin embargo, son

necesarias mas investigaciones al respecto
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Grafica 12. Nivel de expresion génica de receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
higado con respecto a diferentes tratamientos (Control, Enalapril, Cannabis con
dosis de 18 mg/kg y de 36 mg/kg). Se realiza una prueba estadistica de ANOVA
unidireccional, con post hoc de Bonferroni y se comparan los diferentes niveles de
expresion con los tratamientos vs el control. Los rangos que se muestran con un

asterisco son significativamente diferentes (p < 0.05).

No se observaron cambios significativos en la expresion de receptores CB1,
mientras que para el receptor CB2, se observa una mayor expresion del mismo con

la dosis mayor del aceite de cannabis.

Wing S y colaboradores mencionan que cannabinoides presentes en la planta de
cannabis actian especificamente a través del receptor CB2 y es sobre este que
desencadenan efectos, que tienen como consecuencia disminucion del perfil
lipidico, es decir reduccion de triglicéridos plasmaticos, colesterol y lipoproteinas de
baja densidad (Wing S.V & Kelly M 2017). La accién sobre el perfil lipidico por parte
de los cannabinoides, podria estar a nivel hepatico, segun lo reportado previamente
por la literatura, pues se cree que A9-THC tiene una funcién hepatoprotectora
(O’Sullivan, S.E. 2015; Tam et al., 2011), ademas de esto la sefializacién de los
receptores CB1 y CB2 en el higado, podria estar basada en mantener la

homeostasis metabdlica a este nivel (Howlett A., et al, 2017).

Esta informacion reportada por la literatura podria estar asociada a la disminucion

de las concentraciones de triglicéridos en plasma, ademas que como se muestra en
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la grafica del analisis de la expresion de receptores CB1y CB2 a nivel hepatico, hay
un incremento en la expresion del receptor CB2 especificamente en el higado del
modelo murino (con la dosis mayor de 36 mg/dL), lo que podria estar relacionado a
lo anteriormente explicado. Otros estudios reportan que derivados de cannabis
pueden mejorar el estado antioxidante y el metabolismo de los lipidos en las ratas
(Cunha P et al., 2011), incluso contrarrestar dafios inducidos por una alimentacion

alta en grasa en ratas (Lara D., et al 2019).
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VIIl. CONCLUSIONES
El aceite de cannabis demostro tener un efecto estadisticamente significativo (P <
0.05) en la reduccion de la tensidn arterial sistolica a lo largo de los los 12 dias de
monitoreo, se observa una reduccién de 31 mmHg al aceite de cannabis a dosis de
18 mg/dL y 40 mmHg al mismo aceite con dosis de 36 mg/dL, tiendo un efecto
incluso mayor que el farmaco antihipertensivo enalapril con una reduccion de 24
mmHg. Esta reduccion en las cifras de tension arterial sistélica, no fueron atribuidas
por inhibicion de las enzimas implicadas en el sistema renina angiotensina
aldosterona, dado que hubo cambios significativos en la inhibicion de ECA y no se
observo un efecto dosis respuesta para la inhibicién de renina. El efecto hipotensor
del aceite de cannabis ha sido atribuido principalmente a los cannabinoides que
actian a nivel de receptores CB1 y CB2, para los cambios en tension arterial de
este estudio, especificamente sobre CB1, que como ya se ha visto, promueve un
efecto vasodilatador, una disminucion de la contractibilidad y frecuencia cardiaca.
Ahora bien, al tener un buen control de la tension arterial, en condiciones de
hipertension, se limita el desarrollo de otras complicaciones cardiovasculares, como
es comun, el desarrollo de dislipidemias, se controlaron entonces niveles del perfil
lipidico y se mostraron significativamente menores concentraciones de triglicéridos,
para el grupo que consumié 36 mg/dL del aceite con respecto al control (39 +/- 4 vs
20 +/- 4 mg/dL), en la evaluacion final. Esto asociado a un incremento en la
expresion del receptor CB2 en el higado del modelo murino, el cual podria mejorar

el metabolismo de los lipidos en las ratas.

Por lo que, el aceite de cannabis podria ser utilizado como ingrediente activo para
la formulacion de alimentos funcionales en la industria alimentaria, que contribuya
a mejorar el pronostico de personas con algun problema cardiovascular,
especificamente hipertension arterial. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para garantizar su uso terapéutico seguro, eficaz y que no cause efectos nocivos o

adversos a la salud.
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X. ANEXOS
- LISTA DE MATERIALES Y REACTIVOS

PROCEDIMIENTO

MATERIAL / EQUIPO

¢ DONDE SE ENCUENTRA?

DISENO DEL | Pellets Cubiculo de Ciacyt.
ALIMENTO Extracto de Cafiamo En el cuarto de cultivo, hielera azul.
FUNCIONAL Alimento ya preparado Se tienen posibles recetas
CUIDADO Y | Modelo murino Universidad Nacional Autbnoma de
ADAPTACION México
DEL MODELO | Bioterio Facultad de Agronomia
MURINO Bascula Bioterio de la Facultad.
MEDICION DE LA
PRESION Pletismografo de cola UNAM
ARTERIAL
KIT de ensayo de deteccibn de | En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
inhibidores de renina.  Cayman | Refrigerador de -20°C
chemical. 10006270.
MEDICION DE | Fluorémetro con capacidad para medir | En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
INHIBICION  DE | la fluorescencia utilizando longitudes de | Cuarto de cultivo.

ENZIMA RENINA

onda de excitacion de 335-345 nm y de
emision de 485-510 nm

MEDICION
ENZIMA
CONVERTIDORA
DE
ANGIOTENSINA

DE

KIT de ensayo fluorométrico de

actividad, Cayman chemical. CS0002

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Refrigerador de -20°C

Lector de placas de fluorescencia para
medir la fluorescencia utilizando
longitudes de onda de excitacion de
320nm y de emisién 405nm.

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Cuarto de cultivo.

MEDICION
COLESTEROL

DE

KIT ensayo fluorimetrico de colesterol.
Cayman. 10007640-96

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Refrigerador de -20°C

Lector de placas fluorométrico capaz de
medir la fluorescencia a una longitud de
onda de excitacién entre 530-540 nm y
de emision entre 585-595 nm

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Cuarto de cultivo.

DETERMINACION
DE
TRIGLICERIDOS

KIT ensayo colorimétrico de triglicéridos.
Cayman Chemical. 10010303

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Refrigerador de -20°C

Lector de placas fluorométrico capaz de
medir la absorbancia a una longitud de
onda 530 — 550nm

En Ciacyt. Laboratorio de salud total.
Cuarto de cultivo
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- ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD
-NORMAS INTERNACIONALES

De acuerdo con los principios establecidos en las Guias de la Buena Practica Clinica
de la Conferencia Internacional de Armonizacion y en la Resolucion 008430 de
octubre 4 de 1993. En el titulo V. La investigacion biomédica con animales. Se

considera los siguientes articulos.

Articulo 87. En toda investigacion en la que los animales sean sujeto de estudio
deberan tenerse en cuenta, ademas de las disposiciones determinadas en la Ley
84 de 1989, las siguientes:
A) Siempre gue sean apropiados, deben usarse métodos tales como modelos
matematicos, simulacibn en computador y sistemas biolégicos in vitro.
B) La experimentacion en animales solamente se debe realizar después de estudiar
su importancia para la salud humana o animal y para el avance del conocimiento
bioldgico.

C) Los animales seleccionados para la experimentacién deben ser de una especie
y calidad apropiada, y utilizar el minimo namero requerido para obtener resultados
cientificamente vélidos.
D) Solamente se emplearan animales adquiridos legalmente y se mantendran en
condiciones adecuadas y que cumplan con las reglamentaciones sanitarias
vigentes.

E) Los investigadores y demés personal nunca deben dejar de tratar a los animales
como seres sensibles y deben considerar como un imperativo ético el cuidado y uso
apropiado y evitar o minimizar el disconfort, la angustia y el dolor.
F) Los investigadores deben presumir, qué procedimientos que causarian dolor en
seres humanos también causen dolor en otras especies vertebradas.
G) Todo procedimiento, que pueda causar en los animales mas que un dolor o una
angustia momentanea o minima, debe ser realizado con sedacion, analgesia o
anestesia apropiada y conforme con la practica veterinaria aceptada. No se deben
realizar procedimientos quirdrgicos o dolorosos en animales no anestesiados,
paralizados por agentes quimicos. La eutanasia de los animales se efectuara con

anestésicos apropiados, aprobados por la asociacion veterinaria.
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H) Cuando se requiera apartarse de lo establecido en el inciso anterior, la decisiéon
no debe ser tomada solamente por el investigador directamente involucrado, sino
que debe ser tomada por el Comité de Etica, establecido por la ley 84 de 1989.
[) Al final del experimento, o cuando sea apropiado durante el mismo, los animales
que puedan sufrir dolor cronico o severo, angustia, disconfort o invalidez que no
pueda ser mitigada, deben ser sacrificados sin dolor.
J) Los animales mantenidos con propositos biomédicos deben tenerse en las
mejores condiciones de vida, bajo la supervisién de veterinarios con experiencia en
animales de laboratorio.
K) El director del instituto, departamento o unidad donde se usen animales es el
responsable de asegurar que los investigadores y demas personal tengan
calificacion apropiada o experiencia para realizar procedimientos en animales. Debe
proporcionar oportunidades adecuadas de entrenamiento en servicio que incluya la
preocupacion por un trato humano y apropiado para con los animales que estan

bajo su cuidado.

ARTICULO 88. El uso de animales en la investigacién, ensefianza y ensayos es
aceptado solamente cuando promete contribuir a la comprension y avance del
conocimiento de los principios fundamentales biolégicos o al desarrollo de mejores
medios para la proteccion de la salud y el bienestar tanto del hombre como del

animal.

ARTICULO 89. Los animales deben ser utilizados, en caso que el investigador haya
descartado otras alternativas, para tal fin se sigue el principio de Russell Burch "3R",

remplazo, reduccion y refinamiento.

ARTICULO 90. Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie,
conformacion corporal, habitos, preferencias posturales y caracteristicas
locomotoras de los animales, para proporcionarles comodidad, excepto cuando las

variables experimentales justifiquen otras situaciones.

ARTICULO 91. Los bioterios de produccion o mantenimiento cronico seran
supervisados por el personal profesional calificado y competente en la materia y

deberan permitir el crecimiento, maduracién, reproduccion y comportamiento
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normal de los animales, de conformidad con las normas que la propia institucion

emita.

ARTICULO 92. EIl director de la institucion donde se realice investigacion en
animales, debera establecer y vigilar el cumplimiento de las medidas de seguridad
para el cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas de profilaxis y

vacunacion necesarias para la proteccion del personal ocupacionalmente expuesto.

-  NORMAS NACIONALES

¢ NOM-062-Z0O0-1999. Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y
uso de los animales de laboratorio.

¢ NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - salud ambiental - residuos peligrosos biolégico — infecciosos -
clasificacion y especificaciones de manejo.

e REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario para
la Produccion, Investigacion y Uso Medicinal de  Cannabis y sus Derivados

Farmacologicos.

- BENEFICIOS DE LA INVESTIGACION

La realizacién de este protocolo permitira la generacion de nuevos conocimientos
sobre el efecto que podria tener el aceite de cafilamo en dosis adecuadas de
consumo diario para disminuir niveles de triglicéridos, colesterol y actuar sobre la
enzima convertidora de angiotensina con una posterior disminucion de la presion
arterial, en un modelo murino de ratas con presion arterial inducida. Dicho lo anterior
se pretende generar informacidn concreta para la aplicacién clinica o bien promover
la investigacion sobre el potencial efecto de dicho compuesto para beneficios a la

salud de la poblacion en general.
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- DECLARACION DE NO CONFLICTO DE INTERESES

San Luis Potosi, S.L.P. JULIO del 2022
Comité de Etica en Investigacion del
Posgrado en Ciencias Farmacobioldgicas de la UASLP.
PRESENTE.

Por medio de la presente la estudiante responsable LN Mariana Guadalupe
Sauceda Lara, declara ante el presente Comité de Etica del Posgrado en Ciencias
Farmacobiolégicas de la UASLP, que para la ejecucion del Protocolo de
Investigacion titulado: “EL ACEITE DE CANNABIS COMO ALIMENTO FUNCIONAL
PARA CONTROLAR NIVELES DE COLESTEROL, TRIGLICERIDOS Y MEJORAR
LA PRESION ARTERIAL, EN UN MODELO MURINO” no existen potenciales
conflictos de interés financieros, personales o de auditorias. Se declara que este
protocolo de investigacion es inédito y no se ha presentado a otro comité para su
respectiva evaluacion. La Dra. Luz Eugenia Alcantara Quintana desempefara la
funcién de Direccion Tesis de la estudiante de maestria, conseguira los fondos
econdémicos necesarios para la compra de materiales e insumos para el desarrollo
de la investigacion. El Dr. José Pérez Urizar participara como co-director del
protocolo de investigacion y asesorard al estudiante en la ejecucion de la
investigacion tanto escrita como experimental. El Dr. Sergio Zarazia Guzman y el
MC. Guillermo Castro Castillo, como asesores del protocolo, apoyaran a la
estudiante en el proceso de desarrollo de su investigacion. La LN Mariana
Guadalupe Sauceda Lara, sera la tesista responsable de la realizacion del trabajo
experimental y de la escritura del protocolo, siguiendo las indicaciones de su
director, co-director y asesores de tesis responsables.

Se firma de conformidad con lo declarado en este documento.

LN. Mariana Guadalupe Sauceda Lara
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COTIZACION DE BIOMODELOS ANIMALES Y RENTA DE SALA DE
INVESTIGACION

San Luiz potosl 5.LP.a 02 AT M: Dra, Luz Alcaniara
de cctubre del 2031 CIACYT

Mo, Folio: CEU-COT-092

BIGCIENCIAS

1 Asunto: Cotizacién de biomodelos animales y renta de sala de

investigacion
Cant. Descripcign Precicl Importe Fecha de entrega
Unitario
3 | Baln/C machos de 14 semanas $122 50 $367.50 18 g4 octre del 2031
Renta de sala por mas:
-Material de cama esterilizada
-Agua purificada
W B iU $2,500.00 | 52,500.00 | 18 de cotuten detevar
bebederos
-Aliments importado; eslerlizado
Lab. Diet.
Subtotal $2,867.60
I A A
Total %2,B67.50
*El usuaric es totalmente responsable de la limpieza y alimentacion de los
biomodelos

) Los biomodelos estan clinicamente sanos y aptos para ser utilizados en
protocolos de investigacion, se garantiza que el ejemplar esta limpio y no ha sido
utifizado en otras pruebas,

Después de salr de las instalaciones del Centro de Biociencias (Bioterio) no nos
hacemos responsables del uso y manejo de biomodelos.

1N} Términos y condiciones de venta:

* Pago: Solicitamos a la brevedad la orden de trabajo o el comprobante de pago
escaneado junto con sus datos fiscales en casc de requerir factura a
centrodebiociencias@uas|p.mx

* Los precios 50N en pasos Mexicanos.

* Tiempo de entrega: programada en la solicitud

*Vigencia de la presente es por 30 dias.

* Precios sujetos a cambio sin previo aviso.

V) Datos Bancarios:

UM AUT. DE SAN LUIS POTOSI

BAMAMESX Suc. 670 Cta 3366-0

CLABE: 002 180 0870 00331660 2

REF: 822
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l '!::"."P_ % Il et e
%{T‘ ;ﬁ Fissaligia
R Calular

FRISERA DAL A SO L

g — UNIDAD ACADEMICA BIOTERIO

Cotizacion No. IFCUABZ21-24
Ciudad de México a 1 de junio del 2021.

Ala atencion de Dra. Luz E. Alcantara Quintana
Institucion ClACYT, UASLF
email luz alcantaraffiuas|o.mx
Concepto Cantidad | Precio Unitario Importe
Rata SHR macho de 10 semanas de edad 16 $ 600.00 3 8.600.00

La enfrega de animales esta sujeta a

ExISiEncias
Sub Total % 0.600.00
VA 16% -0 aplica-
Total % 8.600.00
F ormas d e pago
Usuarios externaos a la UNAM Dependencias de la UNAM
Tramitar ofido anie la Comaduna General de la UMAM,
&) Cheque nominabve 3 nombne ge: precisantdo el Senicio poponcionado  anotEndo & nimen
Unlwarsldsd Naclonal Suténoma de Méelco. de cofzachon.
b) Diapesito £ Efeciiva.
£) Trarsierencia bancana Fara & pago Indicar una de |35 siguientes cuenias

contables de acuema al orgen de recUrsos:
Antas de el cualquler foma de pago debe pONSrss en
conacto con & Lic. Pablo Montel Gonzalez 56 22 5678 6 206326010 DGAPA (PARIT, PAPIME) FM. CIR y Oficio

pronbeEic. unam. mx 209,326 010 Ingres0s Extracninarcs Oficio
Solichando 03los para reallzar & pago Presupussio UNAM. Comunicarse con CP Angel Cadllio 3
{Convenio, referencia y concapto) 55025600

Una vez reallzade el tramie enviar copia de los
Modas: B nimen de refarensa es inico para cada COCUMENIDE I:BiTE‘E-Fl:ﬂI:'E-I'ﬂE'E e SOImED &
depisio. prnonti el He. unam. mx ¥ criveraific unam.mx con objeto
MO UtilZ3r &l NOmeTD de referencla Mas de una vez. t prOpOCicare & senicin solchagn.

Una vez efectusca & pago, enviarly por comen @ | Pap@os com recursce del CONACYT

SMoUeASHC UNamUTE ¥ SlvEEdicunammx Jundo con | Tramitar ofido anie & Deparmento de INgresos de @
loa dato de Tacturackin con coilo de propondionare o | UMAM, solicianoo Cardficado de Depdshio con aboro ala
sendclo solchads vy a3 13 wer emviane |3 tactua | CuUEnia 209328010y anolando & nimers de collzacion.
comespondiante.
Una wez oivenido & Centificado de Depdsiia, emviar copla
FROF COMMED 3 poriekif: unam me y il

con objsto de pmporcionane el sandclo sollchzdo.

L DEPOSITOS DEBEN SER EXACTOS, EN CASD CONTRARIO HO RESPONDEMOS POR ESTOS.

Atentamente,

MVZ Claudia Veronica Rivera Cerecedo
oriveraidife. unam. me,
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CARTA DE APROBACION POR LA COMISION FEDERAL PARA LA
PROTECCION CONTRA RIESGOS SANITARIO

“ 2, SALUD qo' COFEPRIS
\ .‘.' SR BETAR A BE LA oB .‘: ..:‘.. .:-‘--....-. :... . .
Ciudad de México, I* de junio de 20211

Dra. Luz Eugenia Alcintara Quintana

CIACYT, UASLP

Investigador Principal

Unidad de Innovacion v Diagnoéstico en Biologia celular v Molecular
PRESENTE:

Con base a su solicitud con fecha de Julio del afo 2020, y despies de aprobarse ol
REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE CONTROL
SANITARIO PARA LA PRODUCCION, INVESTIGACION Y USO MEDICINAL DE LA
CANNABIS Y SUS DERIVADOS FARMACOLOGICOS, en o afio 2021, se le informa que
después de evaluar su protocolo "Andlisis de productos y metabolitos de Cannabis como
producto natural para su uso en enfermedades crénico degenerativas”. Este dltimo se
encuentra aprobado. Con ¢l nimero de registro T89.21.07.UID y su duracion e
TRIANUAL

Sirvase, reportar a esta unidad, el avance de ¢l proyecto y se anexa las obligaciones y
compromisos que debe cumplir anualmente.

Sin mds por ¢l momento, le enviamos un cordial saludo

COMISION DgAUTORIZACION SANITARIA
ENCARGADO DEL DESPACHO
Lic. losé Luis Berniimen limenerz
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CARTA DE APROBACION POR EL INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

=i

i

s L Instiruin de
L Fislalagia
%‘—W Celular

I YERSDAD MAaC)ONal

AorFsevia LE
M Respuesta solicitud de aprobacion uso animales de laboratorio
IFCUABZ21-24
Ciudad de México a 1 de junio del 2021.
A la atencidan de Dra. Luz E. Aleantara Quintana
Institucion CIACYT, UASLP
email luz. alcantarai@uasip. mx

Por medio de la presente e informamos la aprobacién IFCUAB21-24 CICUAL, para &l uso de 16
ratas SHR machos de 10 semanas de gestacion para la realizacion de la tesis de maestria de la
alumna Mariana Sauceda Lara, inscrita en o pesgrado de Ciencias Farmacobiologicas de la UASLP.

El CICUAL actualments integrado por nueve miembros de la comunidad académica, de la UNAM. Da
su visto bueno para que los animales sean trasladados al Cenfro de Biociencias de la UASLP, en
donde se llevara a cabo & protocolo de la alumina.

El CICUAL esta involucrado con el cuidado v uso de los animales de laboratorio, v también incluye dos
miembros externcs de la comunidad URNAM. Utilizamos como base para su evaluacion las Normas
Oficiales Mexicanas que aplican para & Cuidado v Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-
ZO0-1999, MOM-08T-Z00-1999), la edicién en espafiol mas reciente de la Guia para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratoro (NWOMGCIUAL), asi como otros documenios pertinentes para el
bienestar animal, como par ejemplo, las guias del Canadian Couneil on Animal Care.

5in mas por & momento ke solicitamos informe al comité CICUAL, el avance de & protocolo titulada*EL
CﬁN.-!v.MD COMO ALIMEMTO FUNCIOMAL PARA CONTROLAR NIVELES DE COLESTEROL,
TRIGLICERIDOS ¥ MEJORAR LA PRESION ARTERIAL, EN UN MODELO MURING®, y el destine
final o ipo de eutanasia para los animales soliictados.

Sin més por el momento mis mas distinguidas consideraciones

Atentaments,

MVZ Claudia Verdnica Rivera Cerscedo
criverafdifc. unam.m:.
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ANALISIS VIROLOGICO, MICROBIOLOGICO Y PARASITOLOGICO DEL
MODELO MURINO SHR

Rat Raport

Mexico

Locatian LINAM Hemth Status

VAF
Mosd Recent Pasd 18 parths

Summary ftem Method FPrmary Lalr  Jast Oate  Postive / Teced  Positive £ Tested
Virology
SEND aa MAFLY, RADS US 31-Man 2022 af 18 of 328
PV aa MFLA RADS US 31-Mar.2022 ad 18 0J 328
SDAV ad MFLA RALDS US A1-Mar2002 af 18 0Jf 328
KRV ad MAF LA, RADS US 31-Man 2022 af 18 0J 328
H1 ad ML, RADS US 31-Mar.2022 ad 18 04 328
RPY ad MFLA RADS US 31-Mar.2022 af 18 0J 328
R ad MAF LA, RALDS US A1-Mar2002 af 18 04 328
REC aa ML RADS US 31-Mar-2022 af 18 O 328
BTV ad MAFLY, RADS US 31-Mar.2022 ad 18 04 328
LCMY aa MAFLA RALDS US A1-Manz0e2 af 18 0J iz8
HANT aa MAFLY, RADS US 31-Man.2022 af 18 04 152
MAY aa MFLY, RADS US 31.Mar. 2022 af 18 04 152
Microbiology
8. bronchisssdica be Cullre RADS US 08=F eb: 2002 af 12 0f 58
CAR Eaciius (F. rodentium) sk MFLUPCR RADS US A1.Mar.2022 af 18 04 152
C. kutscher aa Cullr= RADS US 0B-Feb-2022 af 12 o/ &8
. Bilit PCR RADS US 0B-Feb. 2022 af 12 or 72
M. Pepaticus ag PCR RADS US 0B-F eb-2022 0l 12 of 72
Halcabacler sp. e PCR RADS US 0B-Feb.2022 ad 12 of 72
K anyfocs ca Cullur= RALDS US 0B-F b 2022 a1 12 il BB
K. preumonias o Coulire RADS US 08-F eb. 2022 YT B2 b6
M. pukmcviis ad ML, RADS US 31-Mar.2022 af 18 0 328
P. mukocida ba Coullure RADS US 08-F eb. 2022 YR o/ 48
R Pl b Cullr= PR RADS US 0B-Feb. 2022 af 12 O/ &8
R preumalrapicus ba Cullur=/PCR RADS US 08-F eb. 2022 af 12 0f 58
P, Aerugincss e Cullur= RADS US 0B-F eb-2022 af 12 O/ &8
Salmonsil spo. s Coullure RADS US 08-F eb. 2022 af 12 o/ &4
Stagh. sursus ca Coullur= RADS US 08-F eb- 2022 af 12 T
5. moniorms of PCR RADS US 0B-Feb-2022 al 12 o/ 24
Strep. poeurnanise b Cullure RADZ US 0BFeb-2022 12/ 12 T
Beta Sirap. 5. - G B o Coullure RADS US 0B-Feb. 2022 af 12 of &4
Betn Strap. 0. - Gp G o Cullure RADS US 08-F eb- 2022 0l 12 of &4
Beta Sirep. 50, Coullue RADS US 08-F eb: 2022 Y of 48
Preumnocystis spp. bd MFLA RADS US 31-Mar-2022 af 18 0/ 328
Tyzzar's Diseass ag Exam RADS US 08-Feb. 2022 ar 12 or 72
Pathology
Grogs Exarm o Exam, Hislopathol RADS US 08-F eb. 2022 af 12 or 72
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Rat Report

Mexico
Locatisn LINAM Health Status
VAF
Mosd Recent Pasd 18 Marths
Bummary ftam Mzthad Prmary Leb  TesiDste  Posiive/Tesid  Posdhe  Tesied
Parasitology
Ecfaparasies aa Examn RADS US 0B-Feb-2022 al 12 0/ 58
Halmisths ag Examn RADS US QB-Feb.2022 ar 12 0f 54
Giardia 50, aa Exam RADS US 0B-Feb-2022 ar iz 0f 54
Epironucleus 50, ao Exan RADS US OB-Feb. 2022 ar 1z 0f SA
Ofhar Prodazoa ca Examn RADS US 0B-Feb.2022 ar 12 0f 54
E. curicu¥ a RAFLA, RADS US 31-bar2022 al 18 0§ 128
* dasheas indicabte nol besied dunng specified panod.
HOUSED STRAINS
Imbred Hybrid
COF ZEFILEAN
SHHF.+7 ZEFI0B
SHHF-K
SHR
ZOF FAM+
ZDF FAFA

COLONY POLICY FOR FOSMTHE RESULT: a = immediabe lerminatan; b = planned fubure recycle of fie colony; © = no actian.
TESTIMNG SCHEDULE: d = soesnad avery four weeks; & = soeened quarterdy; [ = screened annually; g = soesnad quaredy by

necropsy examiralion; | = resuls do nol include inadental or strain related findings; signilicant findings would resull in immedale
terninalion of the colony.
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CRONOGRAMA

ACTIVIDAD

TIEMPO DE DURACION

ENERO AGOSTO
JULIO | SEPTIEMBRE

OCTUBRE
NOVIEMBRE

DICIEMBRE
ENERO

FEBRERO
MARZO

ABRIL
MAYO

JUNIO
JULIO

Disefio del
protocolo  de
investigacion

Ensayo de
inhibicion  de
RENINA
Disefio del
alimento
funcional
Cuidados y

adaptacion del
animal

Administracion
de alimento
funcional

Evaluacion de
presion arterial
y peso corporal

Analisis de
colesterol
Analisis de
triglicéridos
Ensayo de

inhibicion de
ECA

Analisis de
datos

Publicacién de
resultados
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- EVIDENCIA DE DEL DISENO DEL ALIMENTO TIPO PELLETS.
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- EVIDENCIA DEL CUIDADO DEL MODELO MURINO: SHR.

A ,
TRl L
Wi
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- RESULTADOS DEL ANALISIS POR HPLC DEL ACEITE DE CANNABIS Y
DE LOS PELLETS CON EL EXTRACTO ADMINISTRADOS.

scientia

pPharma

Created with: SCIEX OS 2.1.6

s.a. dec.yv. Printed:4/28/2022 5:14:02 PM
Analyte Name: CBD-1
Internal Standard: NIA
Data File 28ABR2022.wiff Result Table ALIMENTO Y ACEITE_28ABR2022
Processing Method CBD-THC_03DIC2021.gmethod Algorithm Used AutoPeak
Acquisition Date 4/28/2022 2:19:46 PM Project Default

Acquisition Method

CBD-THC_24NOV2021.dam

Instrument Name

QTRAP 6500+ Low Mass

Summary
Index Sample Sample Actual Tr Arga Tr L&. Area Calculated N Acquisition Accuracy SN
MName Type Concent L8. Area Ratio concentration Wial Date
ration
1 BCO Unknow MIA NiA WA MIA MiA MIA A 1 41282022 NIA MiA
n 2:19:46 PM
2 CC1 Unknow MIiA 1Y A A A MiA A 2 AI282022 NIA MIA
n 2:23:44 PM
3 [ Unknow NiA NiA NA NiA MNiA NIA NrA 3 41282022 NiA NiA
n 2:27:48 PM
4 CC3 Standard 0.500 213 771469102 A A MiA 0.508 4 4282022 101.67 93.54
2:31:50 PM
5 CcC4 Standard 1.000 213 140786.9166 NIA MiA MN/A 0.957 5 41282022 95,69 156.91
2:35:51 PM
[{] CC5 Standard 5.000 213 7331111077 MIA MiA MIA 5132 ] 41282022 102.63 467 .80
2:39:55 PM
T CCe Standard 10.000 212 1491529.6886 MIA A MiA 10,477 T 41282022 104.77 B4E 66
2:43:59 PM
(] ccy Standard 50.000 213 T267093.1836 NIA MiA N/A 51.184 ] 41282022 102.37 1311.63
2:48:01 PM
] cca Standard 100.000 213 13181698.0385 A A MiA 92 872 9 4282022 92,87 1845.20
2:52:04 PM
10 ACEITE- Unknow NiA 212 159600.0354 NIA MiA MN/A 1.090 12 41282022 NA 12.40
CBD 1 n 3:42:23 PM
1 ACEITE- Unknow MIA 212 164986.6446 MIA MiA MIA 1127 12 41282022 NIA 1082
caD 2 n 3:46:24 PM
12 ACEITE- Unknow MiA 212 152661.3758 MIA A MiA 1.041 12 41282022 NIA 10.08
CBD_3 n 3:50:24 PM
13 ALIMENTO_ Unknow MNIA 213 B815285.7553 NIA MiA MNIA 5711 10 41282022 NIA 2891
CBD 1 n 3:54:22 PM
14 ALIMENTO_ Unknow MIA 213 T2B312.6808 A A MA 5.098 10 4282022 MNIA 2335
caD 2 n 3:58:25 PM
15 ALIMENTO_ Unknow NiA 2.16 T18700.6086 NIA MiA MN/A 5.030 10 41282022 NA 20.20
CBD 3 n 4:02:26 PM
16 ACEITE_TH Unknow MIA NiA WA MIA MiA MIA A 13 41282022 NIA MiA
c1 n 4:06:28 PM
17 ACEITE_TH Unknow MiA 1Y N MIA A MiA MIA 13 41282022 NIA A
c_2 n 4:10:28 PM
18 ACEITE_TH Unknow MNIA NiA WA NIA MiA MNIA NrA 13 41282022 NIA MNiA
C 3 n 4:14:29 PM
19 ALIMENTO_ Unknow MIiA 1Y A A A MiA A 14 AI28/2022 NIA MIA
THC 1 n 4:18:30 PM
20 ALIMENTO_ Unknow NiA NiA NA NiA MNiA NiA NrA 14 41282022 NIA NiA
THC_2 n 4:22:31 PM
il ALIMENTO_ Unknow MIA NiA WA MIA MiA MIA A 14 41282022 NIA MiA
THC 3 n 4:26:31 PM
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@ scientia
B thme Created with: SCIEX OS 2.1.6

s.a.dec.v. Printed:4/28/2022 5:14:02 PM

Compound Name:
Regression Equation:
Correlation Coefficient: R2 =

Regression Equation: y = 1.41880e5 x + 5024.78104 (r = 0.99859, r2 = 0.99718) (weighting: 1 / x*2)
Mean
Expected Concentration Number of Values C(():: (I:(e:l:llti::ﬁidon :zf;:g‘;‘::ﬁz::: Std. Deviation %CV
(ng/mL)
0.500 1of1 0.5083 101.7 N/A N/A
1.000 1of1 0.9569 95.7 N/A N/A
5.000 1of1 5.1317 102.6 N/A N/A
10.000 1of1 104772 104.8 N/A N/A
50.000 1of1 51.1844 102.4 N/A N/A
100.000 1of1 92.8717 92.9 N/A N/A
139?-. /-"'// ’ :E;acr;.ﬂ;{adndam
12e7 //-" &Qc
1 19?-. -
1.0e7 4 /./"/.'
9086 4 ’/
8.0e6 /./'/
| /./'
o 70861 e
g | -
6066 | )
506 | d )
4 ngﬁ_l ‘/._/.f/
| I,./"’
3,066 { -
2 095: P -
1 "'.’- -
1086 -
0060 L2

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 B0 65 70 75 B0 85 a0 85
Concentration
Calibration curve for CBD-1
Regression Equation: y = 1.41880e5 x + 5024.78104 (r = 0.99859, r* = 0.99718) (weighting: 1/ x2)
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Created with: SCIEX 0S 2.1.6

s.Q dec.yv. Printed:4/28/2022 5:14:02 PM
Analyte Name: THC-1
Internal Standard: N/A
Data File 28ABR2022.wiff Result Table ALIMENTO Y ACEITE_28ABR2022
Processing Method CBD-THC_03DIC2021.gmethod Algorithm Used AutoPeak
Acquisition Date 4/28/2022 2:19:46 PM Project Default

Acquisition Method

CBD-THC_24NOV2021.dam

Instrument Name

QTRAP 6500+ Low Mass

Summary
Index Sample Sample Actual Tr Area Tr LS. Area Calculated N® Acquisition Accuracy SIN
Nama Type Concent LS. Area Ratio concentration Vial Data
ration
1 BCO Unknow NIA MIA MIA MiA A NiA MIA 1 4/28/2022 NiA MIA
n 2:19:45 PM
2 cc1 Unknow NIA MIA MIA MiA A NiA MIA 2 4/28/2022 NiA MIA
n 2:23:44 PM
3 ccz2 Unknow N'A N/A N/A MN/A NIA NiA MNIA 3 4128/2022 NiA NiA
n 22748 PM
4 CC3 Standard | 0.500 28 99639.7846 MN/A NIA Iy 0.485 4 412812022 a8 94 103.15
2:31:50 PM
5 CC4 Standard 1.000 282 193892 4829 A A NiA 1.008 5 4/28/2022 100.83 191.94
2:35:51 PM
B CCs Standard 5.000 am B46574.3330 A A LY 5110 B 4/28/2022 102.19 526.02
2:39:55 PM
T CCB Standard 10.000 2m 2025653.5929 A A NiA 10.990 T 4/28/2022 109.89 B43.65
2:43:58 PM
a CC7 Standard 50.000 2m BOETH12.1406 A A NiA 48.817 ] 4/28/2022 9763 1297.79
2:48:01 PM
9 cca Standard 100.000 m 16618816.03089 MiA A NiA 90.507 ] 4/28/2022 90.51 191317
2:52:04 PM
10 ACEITE- Unknow MNA N/A N/A M/A NIA NiA MNIA 12 4128/2022 NiA NiA
cBD 1 n 3:42:23 PM
11 ACEITE- Unknow NIA N/A N/A MN/A NIA Iy MNIA 12 412812022 Iy NiA
CBD 2 n 3:46:24 PM
12 ACEITE- Unknow NIA MIA MIA A A NiA MA 12 4/28/2022 NiA P&
CBD_3 n 3:50:24 PM
13 ALIMENTO_ Unknow MIA A MIA A A LY A 10 4/28/2022 LY M
CBD_1 n 3:54:22 PM
14 ALIMENTO_ Unknow MNIA MIA MIA A A NiA A 10 4/28/2022 NiA M
CBD_2 n 3:58:25 PM
15 ALIMENTO_ Unknow MNIA MIA MIA A A NiA A 10 4/28/2022 NiA M
CBD_3 n 4:02:26 PM
16 ACEITE_TH Unknow NIA 283 1894807.0499 MiA A NiA 10.277 13 4/28/2022 NiA 453.45
n 4:06:28 PM
17 ACEITE_TH Unknow MNA 282 18753974747 M/A NIA NiA 10,171 13 4128/2022 NiA 619.97
c2 n 4:10:28 PM
18 ACEITE_TH Unknow NIA 28 1899773.1935 NiA MiA NiA 10.304 13 4/28/2022 NiA 740.44
c3 n 4:14:28 PM
19 ALIMENTO_ Unknow NIA 2m 11782214.9633 A A NiA 64152 14 4/28/2022 NiA 2208.82
THC 1 n 4:18:30 PM
20 ALIMENTO_ Unknow MIA am 11B05858.0225 A A LY 64281 14 4/28/2022 LY 2450.74
THC 2 n 4:22:31 PM
3 ALIMENTO_ Unknow MIA 282 11228917 2200 A A LY 61.138 14 4/28/2022 LY 2414.04
THC 3 n 4:26:31 PM
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@ scientia
B thrmCI Created with: SCIEX 0S 2.1.6

s.a.dec.yv. Printed:4/28/2022 5:14:02 PM

Compound Name:
Regression Equation:
Correlation Coefficient: R2 =

Regression Equation: y = 1.83522e5 x + 8849.09800 (r = 0.99738, r? = 0.99476) (weighting: 1/ x"2)

Mean

Calculated Average Accuracy
Concentration across Replicates

(ng/mL)
0.500 10f1 0.4947 98.9 N/A N/A

Expected Concentration Number of Values Std. Deviation %CV

1.000 10of 1 1.0083 100.8 N/A N/A

5.000 1of 1 5.1096 102.2 N/A N/A

10.000 1of 1 10.9895 109.9 N/A N/A

50.000 1of1 48.8174 a7.6 N/A N/A

100.000 1of 1 90.5067 90.5 N/A N/A

| t # |# Standard
16a7 o © Excl. Standard
. - & Qe

1574

1467 ,
1367

12071 e

17671 ,

10a7 /'/’,.'

90661 e
.

7 Db 1

10 15 20 2 30 35 40 45 50 55 60 65 O 75 B0 85 40 95
Concentrabon
Calibration curve for THC-1
Regression Equation: y = 1.83522e5 x + 8849.09800 (r = 0.99738, r* = 0.99476) (weighting: 1 / x*2)
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ANALYTE: CBD
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ACEITE_THC 2
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ANALYTE: THC
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DISENO DEL

ETIQUETADO NUTRICIONAL DEL ALIMENTO TIPO PELLET

INFORMACION NUTRIMENTAL

NUTRIENTES

COMPOMENTES PROPORCION EN EL ALIMENTO
Proteina 13—-14 %
Grasa 3—-4%
Calcio 0.5 %
Fibra 15 %
Humedad 14 %

RECOMENDACION INGESTA DIARIA

PESO PROMEDIO DEL ROEDOR PORCION DE PELLETS

300g 30g

INGREDIENTES

Ingredientes de los pellets: Alfalfa curada al sol, maiz maolida, harina de scjz descascarada,
awena melida, trigos de trigo, fosfato dicdlcico, melaza de cafiz seca, aceite de soja, sal,
sulfonato de lignina, cleruro de potasio, dxido de magnesio, carbonato de calcio, L-
ascorbil-2-polifosfato (Fuente de Vitamina C), DL-Metionina, Extracto de Yucca Schidigera,
Suplemento de Vitamina &, Clorurc de Colina, Tocoferoles Mezclados (Pressrvativa),
Sulfato Ferroso, Suplemento de Riboflaving, Oxida de Mangana, Oxida de Zing,
Suplemento de Vitamina B12, Suplemento de Vitamina E, Mizcina, Sulfato de cobre,
Menadione Sedium Bisulfite Complex [Fuente de actividad de la vitamina K}, Extracto de
romero, Acido citrico, Cholecalciferol [Fuente de witamina D3], Fantotenato de calcio,
Hidrocloruro de piridoxing, Mononitrato de tiamina, Acida folico, lodato de calcio, Biotina,
Carbonato de cobzalto, Sodio Selenita. Adicionados con aceite de cannabis: 800wl.

COMPONENTES BIACTIVOS

COMPOSICION

Aceite de cannabis 800ulL por porcidn diaria

Contiene una proporcion de 15mg de cannabinoides por ml de
aceite, ademas de la presencia de terpenos y flavonoides.

Chabaradoes en Coordinacian pars la Innovacian y ks Aplicackin de ba Cencia v la Tecnologia de la LMSLP ¢ analizados por HPLC en Facultad de Ciencias Quimicas
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Efecto terapéutico del cafiamo en problemas de hipertension arterial y
dislipidemia en modelos murinos

Therapeutic effect of hemp on problems of arterial hypertension and dyslipidemia in
hypertension and dyslipidemia in murine models

Mariana Guadalupe Sauceda Lara **; Luz Eugenia Alcantara-Quintana *3*

"WUnidad de Irmovacidn en Disgndstico Celular y Molecular, Coordinaciin para b Innovadidn y la Aplcacion de La Ciencia y la
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Resumen

Enfermedades cardiovasculares deterioran la calidad de vida y son consideradas la primera causa de muoerte &n el
mundo, entre ellas, destacan la hipertension arterial y dislipidernias. En la actualidad, los efectos terapéuticos de
productos naturales han sido estudiados para su uso como tratamiento demostrando una mejor tolerancia en los
pacientes. Connabis sotivo L, #5 una plants medicinal utiizads hace miles de afios por tus diferentes propisdades
terapéuticas. El céfiamo, una de las especies de planta cannabis, s caracteriza por tener gran concentracion de
metabalitos secundarios como el cannabidol, compueito asocisdo con propiedades medicinales: mantiens La
homeostasss del organismo & interviens en funciones fisioldgic . En este estudio Se analizaron investigaciones preyiag
realizadas en modelos murings que estudian las propiedades de extractos y compuestos del cifismo como potencial
efecto terapéutico para contrarrestar problemas de hipertension arterial y dislipidermias. Se identificd que & cifiamo
tiene efectos antihipercolesterolémicos, mejora & perfil lipidico &n sangre, inhibe enzimas implicadas en la hipertensidn
arterial, entre otrod sfectod. S& condidera que dichod ettudiod &n modedos murinos son |a pauta pars &l wo futuro de
cifiamo como compuesto funcional, activo o nuiracéutico en &l tratamiento de las patologias estudisdeas en esta
revisidn

Palabras clave: Cifiamo, ratas, hipertensdn, dislipidemnia, cannabinoide

Abstract

Cardiovasoular disesias deteriorate the guality of lite and are considered the first cause of death in the world, among
thesm, arterial hypertension and dyslipidemias stand out. At present, therapeutic effects of natural products have been
studied for use as a treatment, demonstrating better tolerance in patients. Connabis sotiva L, is & medicinal plant wsed
for thousands of years for its different therapeutic properties. Hemp, one of the cannabis plant species, is characterized
by having a high concentration of secondary metabolites such &5 cannabidol, a compound associated with medicinal
properties, mantaining the body's homeostasis and intervening in physological functions. In this study, previows
ressarch camied out in murine models was analyzed, studying the properties of hemp extracts and compounds a5 &
potential therapeutic effect to counteract problems of arterial hypertension and dyslipidemnias. Indesd, @ was identified
that hemp has antihypercholesterolemic effects, improves the lipid profile in the blood, inhibits enzymes involeed in
arterial hypertension, among other effects. Thete studies in murine models are considerad to be the guideline for the
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