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RESUMEN

La hipertension arterial, una enfermedad con gran prevalencia en el mundo, causa
lesiones a nivel endotelial y trae consigo un mal prondéstico a quien la padece, sin
embargo, se ha demostrado que la Cannabis tiene efecto hipotensor y previene el dafio
endotelial. Diferentes beneficios reportados, han incrementado la comercializacidén de sus
productos derivados y se han encontrado inconsistencias en su etiquetado afectando el
efecto farmacologico final. En este estudio, se desarrollo y validé un método de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién con Detector de Arreglo de Diodos (HPLC
/ DAD), para cuantificar y comparar concentraciones de cannabinoides en productos
comerciales. Se optimiz6 un modelo de esferoides de células endoteliales de arteria
coronaria humana (HACEC) y de rata espontdneamente hipertensa (SHR), para medir el
efecto farmacolégico de aceites de Cannabis previamente analizados. Se realizaron
pruebas de viabilidad celular, apoptosis, citotoxicidad celular, actividad antioxidante y
expresion de receptores cannabinoides CB1 y CB2. Se encontré que existe variacion en
las concentraciones de cannabinoides en productos comercializados con respecto a lo
reportado en su etiquetado, esto podria perjudicar a los consumidores con un posible
riesgo para la salud al superar concentraciones permitidas o bien, disminuir la eficacia
al contener concentraciones mas bajas de lo reportado. El modelo de esferoides de
células endoteliales, permitio identificar viabilidad celular, nulo efecto citotdxico, actividad
antioxidante y expresion de receptores cannabinoides como parte de los efectos
farmacoldgicos de productos derivados de Cannabis, estos podrian ser de gran utilidad

para mejorar la fisiopatologia del dafio endotelial.

PALABRAS CLAVE.

Cannabis, cannabinoides, HPLC-DAD, endotelio, esferoides celulares.
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ABSTRACT

Hypertension, a highly prevalent disease worldwide, causes endothelial damage and
carries a poor prognosis. However, cannabis has been shown to have a hypotensive effect
and prevent endothelial damage. Various reported benefits have increased the marketing
of cannabis-derived products, and inconsistencies in their labeling have been found,
affecting the final pharmacological effect. In this study, a High-Performance Liquid
Chromatography with Diode Array Detector (HPLC/DAD) method was developed and
validated to quantify and compare cannabinoid concentrations in commercial products. A
human coronary artery endothelial cell (HACEC) and spontaneously hypertensive rat
(SHR) spheroid model was optimized to measure the pharmacological effect of previously
analyzed cannabis oils. Cell viability, apoptosis, cytotoxicity, antioxidant activity, and CB1
and CB2 cannabinoid receptor expression tests were performed. It was found that there
is variation in the concentrations of cannabinoids in commercially available products
compared to what is reported on their labels. This could harm consumers, posing a
potential health risk by exceeding permitted concentrations, or conversely, reducing
efficacy by containing lower concentrations than reported. An endothelial cell spheroid
model allowed for the identification of cell viability, no cytotoxic effect, antioxidant activity,
and cannabinoid receptor expression as part of the pharmacological effects of cannabis-
derived products. These findings could be highly useful for improving the pathophysiology
of endothelial damage.

KEYWORDS:

Cannabis, cannabinoids, HPLC-DAD, endothelium, cell spheroids.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son trastornos que afectan al corazén y los
vasos sanguineos, constituyen un grave problema de salud publica y tienden a
deteriorar la calidad de vida de la poblacién, 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,). En particular, la hipertension arterial, contribuye a incrementar
la morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Biernacki M, et al 2018), en México, la
Encuentas Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2023 revel6 que el 29.1%
cumplié criterios diagnosticos de hipertension arterial sistémica (Campos N et al.,
2023). La hipertension arterial constituye el principal factor de riesgo para desarrollar
otras complicaciones de tipo cardiovascular, razén por la cual, si no se trata a tiempo
puede desencadenar otros problemas de salud, muchos de estos problemas
derivados de un posterior dafio de lesion endotelial (Berenguer G., 2016; Soca P.,
2012).

El endotelio esta conformado por células endoteliales y es un tejido que recubre el
sistema vascular funcionando como una barrera de permeable entre la sangre y
pared vascular, que limita el paso de moléculas, células y otros compuestos de la
sangre a tejidos (Rajendran P, et al 2013; Yung LM, et al., 2006). En la figura 1, se
muestra de manera representativa la localizacion del endotelio en la pared arterial.
El endotelio también trabaja en condiciones de estrés o al percibir un cambio fisico
0 quimico, libera diversos factores vasodilatadores, anticoagulantes vy
antinflamatorios como el 6xido nitrico, la prostaciclina, factores con acciones
proliferativas y proagregantes como el tromboxano y la endotelina (Rajendran P, et
al 2013; Yung LM, et al., 2006).

Sin embargo, en condiciones patoldgicas, como es el caso, la hipertension arterial
cronica, se presentan dafos en las células del endotelio, que trae consigo disfuncién
endotelial, lo que posteriormente conduce a otros estados patolégicos que tienen
consigo complicaciones cardiovasculares (Torres M., 2022). El dafio endotelial esta

fuertemente asociado al estrés oxidativo y conduce a un estado vasoconstrictor,
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proinflamatorio y protrombotico de la pared vascular, por lo que la sobreproduccion
de radicales libres esta involucrado en la patogénesis de hipertension arterial
(Tykocki N, et al., 2017; Herbert S, & Stainier D, et al., 2011).

ENDOTELIO:
Células endoteliales

sgl);;englawt?; dle Fibra de musculo SUBENDOTELIO:

: e ’ liso vascular Estrato celular y tejido
glicosaminoglicanos conectivo rico en colageno
y fibroblastos

Fibra elastica, de colégené
tipo |y lll, proteoglicanos.

Figura 1. Conformacion de las capas de la pared arterial.

Dicho lo anterior queda clara la importancia de propones y buscar nuevos
tratamientos. Cannabis sativa L, es una planta medicinal que ha sido utilizada desde
hace miles de afios, en todo el mundo, con diferentes usos (Farinon B, et al., 2020;
VanDolah, H, et al., 2019). Existen diversos estudios que exploran su potencial
terapéutico (Cerino P, et al. 2021, Kicman et al., 2020, Cunha P et al., 2011), asi
mismo su perspectiva ha evolucionado y con el paso del tiempo se mantiene el
interés por su creciente legalizacion del uso médico (VanDolah H, et al., 2019; Leo6n
J, et al 2017). Especificamente en México se elaboré un proyecto de ley para
legalizacion del cannabis revisado en 2020 y para el afio 2021 se legaliz6 el
siguiente reglamento “DOF: 12/01/2021. REGLAMENTO de la Ley General de
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Salud en Materia de Control Sanitario para la Produccion, Investigacion y Uso

Medicinal de la Cannabis y sus Derivados Farmacoldgicos” (Ledn J, et al 2017).

La planta de Cannabis contiene gran variedad de alcaloides, flavonoides, fenoles
no cannabinoides, terpenos y fitocannabinoides, de estos compuestos, los
cannabinoides son los principales componentes activos biolégicos de la planta, son
compuestos terpeno-fendlicos de 21 atomos de carbono, se han identificado mas
de 100 (Cerino P, et al. 2021, Page R et al., 2020, Jadoon K et al., 2017; Ledn J, et
mas ampliamente estudiados son el THC Tetrahidrocannabinol y el CBD
Cannabidiol, 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 opcioén terapéutica para
una gama de enfermedades, incluidos los trastornos cardiovasculares (Kicman et
al., 2020; Kocis P & Vrana K., 2020; Farinon B, et al., 2020; VanDolah H, et al.,
2019). Diferentes efectos benéficos a la salud se han atribuido principalmente los
cannabinoides, los cuales mediante la interaccion con receptores cannabinoides
mantiene la homeostasis del organismo interviniendo en ciertas funciones
fisiol6gicas del mismo (Page R et al., 2020; Dvora N, et al., 2020; Martinez V et al.,
2020, Klumpers L et al., 2019). Su actividad biologica puede explicarse por la
interaccion con el sistema endocannabinoide, donde cannabis ejerce sus efectos
farmacoldgicos interactuando con los receptores CB1 y CB2, acoplados a proteinas
G (Lena S. 2020; Kicman et al., 2020; Wing S.V & Kelly M 2017; Dhopeshwarkar,
A., 2014 & 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 patolédgicas especificas y se ha documentado que la
distribucion del receptor CB1 y CB2 esta estrechamente ligada a los efectos
farmacoldgicos que producen los cannabinoides (Kicman et al., 2020; Dvora N, et
al., 2020). En la figura 2, se ilustra de manera mas clara como actian los

cannabinoides sobre sus receptores para producir un efecto en el organismo,
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enfocando dichos efectos en condiciones cardiovasculares, especificamente como

en la intervencion de la hipertension arterial.
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Figura 2. Mecanismo de accion del sistema cannabinoide sobre el sistema

cardiovascular en hipertension arterial.
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Il ANTECEDENTES

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CANNABINOIDES EN PRODUCTOS
COMERCIALES

El analisis de diferentes productos comerciales ha demostrado que las etiquetas no
son siempre correctas y que en ocasiones llegan reflejar concentraciones erroneas

de cannabinoides.

En un estudio que involucré 88 productos liquidos de CBD, incluidos aceite y liquido
de vaporizacién, comercializados por 31 compafias diferentes, los niveles medios
de CBD fueron de 9.45 mg / ml, menor en comparacion con la etiquetada de
(15.00mg/ml). Mientras que el aceite que contiene CBD para ser consumido por via

oral se etiquet6 incorrectamente en el 55% de los casos (Bakowska A, et al., 2022).

En un informe de compras en linea de CBD se report6 que el 43% de los productos
estaban subetiquetados y que el 26% estaban sobreetiquetados cuando se
analizaba su concentracion real de CBD. Mientras que cantidades significativas de
DI9THC se detectaron en 21% de estos aceites de CBD cuando se mencionaba en

los productos la ausencia del compuesto psicoactivo (Salehi A, et al., 2022).

Meng Q et al en 2018, mediante un meétodo validado segun la FDA, analizaron
cannabinoides en productos terminados y comercializados en Canadéa que incluian
aceites, cremas y cosméticos, ellos encontraron que, de los productos analizados,
dos no cumplieron con las restricciones regulatorias federales sobre el contenido de
THC (<10 pg / g) con concentraciones de 337 y 10.01 pg / g, mientras que para
CBD, muchos de los productos contenian niveles mas bajos con respecto a lo
reportado (Meng Q, et al., 2018).

En otro estudio realizado por Spindle T, et al 2022, analizaron productos de
aplicacion topica con cannabinoides encontrados disponibles comercialmente, de
los 89 productos que enumeraban una cantidad total de CBD en la etiqueta, el 18%
estaban sobreetiquetados (es decir, contenian >10% menos de CBD de lo

anunciado) y el 58% estaban subetiquetados (es decir, contenian <10% mas de
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CBD de lo anunciado). Se detectdé THC en 35% de los productos, aunque estaban
etiquetados como libres de THC (Spindle T, et al., 2022).

ANALISIS DE CANNABIS CON HPLC.

Los métodos analiticos para la identificacién y cuantificacion de cannabinoides en
la planta de Cannabis y productos derivados, basados en cromatografia de gases y
liquidos, son de gran precision, selectividad, linealidad, sensibilidad y precision
comparables (Salehi A, et al., 2022; McRae G, et al., 2020; Gul W, et al., 2018;
Pourseyed M, et al., 2020). Por medio de cromatografia de gases no es posible la
identificacion de cannabinoides &cidos por estos son descarboxilados por las altas
temperaturas utilizadas en este método en el puerto de inyeccién, razon por lo que
es necesaria una previa derivatizacion. La cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) es una técnica para el método quimico ampliamente aplicado en el area del
andlisis de compuestos de origen botanico para el andlisis cuantitativo de
cannabinoides (Salehi A, et al., 2022). HPLC es entonces mas apropiado para el
analisis de cannabinoides tanto de tipo acidos como neutros, sin embargo, este
método no es el indicado para el andlisis de compuestos volatiles como los
terpenos, que se analizan mejor en cromatografia de gases (Salehi A, et al., 2022;
Lazarjani et al., 2020; Gul W, et al., 2018).

Los cannabinoides mas comunmente analizados son D9-THC, D9-THCA, CBD,
CBDA y CBN, para requisitos de prueba y etiquetado de productos derivados de
cannabis y para cumplir con las pautas de regulacion. Sin embargo, hay muchos
otros cannabinoides presentes, que también son comunmente analizados y para los
que hay estandares de referencia comercial como son el CBG, CBGA, CBNA, CBC,
CBCA, THCV, THCVA, CBDV, CBDVA, CBL, CBLA y D8-THC (Salehi A, et al.,
2022; McRae G, et al., 2020).

IMPORTANCIA DEL ANALISIS
Como se menciond con anterioridad el consumo de cannabis y productos derivados,

incrementa con la mayor evidencia cientifica que surge sobre el uso benéfico de
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estos, razon por la que se vuelve importante cuantificar el perfil cannabinoide para
garantizar la uniformidad y la calidad de las preparaciones. Esta situacion ha dado
lugar a una alta demanda de utilizar métodos analiticos que puedan cumplir con los
requisitos reglamentarios actuales y ser adaptables a los requisitos futuros, para el
andlisis de cannabinoides en comestibles (McRae G, et al., 2020; Pourseyed M, et
al., 2020). Un producto comestible con cannabis, puede tener variabilidad en la
concentracion de los mismos, una persona que consuma estos productos,
dificilmente podra percibir esta situacion, dado a la falta de un medio o método para
analizarlos, pudiendo presentar un riesgo es importante implementar métodos de
control de calidad para que los consumidores puedan estar seguros de que lo que

estan consumiendo tendra los efectos deseados (Pourseyed M, et al., 2020).

Se ha reportado que las concentraciones de THC son superiores al limite legal, es
importante asegurar en cada producto lanzado, el perfil de, asi, el personal de salud
podr4 estar seguro de los productos que estan prescribiendo o recomendando
(Hazekamp & Fischedick 2012; Gul W, et al., 2018. Meng Q, et al 2018).

CONDICIONES DE ANALISIS

En la tabla 1, se muestran las condiciones de cromatografia de liquidos utilizadas
por estudios previos, para el analisis de perfil cannabinoide en la materia vegetal de

la planta y en diferentes productos derivados.

La cromatografia de liquidos es mayormente utilizada para la identificacion del perfil
cannabinoide en planta de cannabis y productos comestibles o tépicos derivados de
dicha planta. Las columnas mas comunes utilizadas en HPLC consisten en fases
estacionarias de columnas C18 cargados con una columna protectora, las cuales
tienen alta resolucion y pueden diferenciar entre diferentes cannabinoides (Salehi
A, et al., 2022; McRae G, et al., 2020; Namdar et al. 2019; Gul W, et al., 2018;
Pourseyed M, et al., 2020; Meng Q, et al 2018; Hazekamp et al. 2009), mientras que
las fases moviles consistian en su mayoria en fase A: acido féormico al 0,1% con
agua y fase B: acido férmico al 0,1% con acetonitrilo o metanol (Salehi A, et al.,
2022; McRae G, et al., 2020; Gul W, et al., 2018; Meng Q, et al 2018; Hazekamp et

al. 2009). A excepcion de Namdar y colaboradores, quienes en el 2019 utilizaron
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como fase movil 15% de ac acético en agua y en metanol, para la fase Ay B
respectivamente (Namdar et al. 2019). Sin embargo, el acido formico en la fase
movil proporciona una mejor forma y resultados maximos que otras fases moviles y
una mejor resolucion en el analisis cromatografico (Salehi A, et al., 2022; Citti et al.
2016). Finalmente, para los detectores en HPLC, algunos investigadores utilizaron
detector de masas equipado con ionizacion por electroionizacion (McRae G, et al.,
2020; Meng Q, et al 2018), mientras que otros utilizaron detector Ultravioleta Visible,
en rangos que van desde los 220nm hasta los 400nm para los diferentes
cannabinoides (Namdar et al. 2019; Gul W, et al., 2018; Hazekamp et al. 2009).
Todas las revisiones mencionadas en la tabla 1, logran identificar diferentes
cannabinoides en cada uno de los productos analizados, acompafiado de un

proceso de validacion para los métodos de HPLC.
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TABLA 1. ANALISIS DE CANNABINOIDES POR HPLC.

ARTICULO MATRIZ EQUIPO COLUMNA CONDICIONES DETECTOR RESULTADOS.
Cannabinoides | RP-HPLC se | SOLAS 100 Se utilizé una fase Ultravioleta Visible Desarrollo y
Analakkattillam | en aceite de realizé en un A C18 150 | movil de acetonitrilo y | con una longitud de | validacion de un
S, etal., 2022 cafiamo Jasco Extrema | mm x 4,6 agua 75/25 con onda de deteccién método para
(USA) conuna | mm 5 pm). | caudal isocratico de de 214 nm. identificar CBD
bomba 1,5 mL/min. y D8THC en
cuaternaria, T° de la columna a productos
desgasificador 25 °C y la deteccion infundidos a
en linea, un a 214 nm. base de aceite
horno de Volumen de de canamo
columna. inyeccion de 20uL
Spindle T et al., | Cannabinoides | Cromatoégrafo Columna Se utilizé helio como Espectrometro de | Se compararon
2022 en productos de gases Agilent gas portador a una masas cannabinoides
de aplicacion Agilent Technologie | velocidad de flujo de en (THC, THC-
topica. Technologies | 10M x 0,180 0,5 mi/minuto. A, CBD, CBD-A,
7890 A con un mm El tiempo total de D8-THC, CBC,
MSD Agilent | (pelicula de | ejecucion fue 13 min. CBDV, THCV,
Technologies 0,40) CBG, CBG-A,
5975 Cyun

CBN) productos
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inyector de aplicacion
automatico tépica
disponibles
comercialmente
con respecto a
su etiquetado.
UpLC Agilent | La columna Las fases méviles Espectrémetro de Desarrollo y
Cannabinoides | 1290 Infinity | era una consistieron en (A) masas triple validacion de un
McRae G, et de la planta Equipado con columna 100:0.1 agua:acido cuadrupolo TSQ método
al., 2020. >2g de peso. una bomba Ace-3, C18- | formicoy (B) 100:0.1 | Quantiva (Thermo LC-MS/MS
binaria, Amide, 3 acetonitrilo:acido Scientific, San José, capaz de
desgasificador | pm, 100 x férmico a un caudal CA, EE. UU.), cuantificar 17
de solvente, | 2,1 mmy se de 0,5 ml/min. equipado con cannabinoides

calentador de
columnay
muestreador
automatico de
temperatura

controlada

controlaba a
40 °C.

El flujo fue de
0 - 4 min a desechos,
al espectrometro de
masas de 4 - 17 min,
y a residuos de 17 -

21 min.

ionizacion por
electropulverizacion
(ESI) que funciona
en modo de iones

positivos.

(CBDV, THCV,
D9THC, CDH,
CBC, D8THC,
CBG, CBN,
CBVA, THCVA,
DI9THCA,
CBDA, CBCA,
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CBGA, CBNA,

El muestreador a 4°C

y el volumen de

inyeccion de 1pL.

CBLA).

Cannabinoides | Se utilizé un Columna La fase movil Ultravioleta Se identificaron
de tres sistema Ultra Luna C18 | consistié en (A) &cido Visible. 11
Gul W, et al., variedades Fast LC 150 x 4,60 férmico al 0,1 % en Los espectros UV cannabinoides
2018. diferentes de Prominence mm., aguay (B) acido se registraron de No todos en las
la planta. equipado con | tamafio de formico al 0,1 % en 210a400 nmyla | tres variedades.
desgasificador, | particula de acetonitrilo. longitud de onda de | (CBG, CBGA,
un médulo de 3 um. Elucion 30% Ay 70% | cuantificacion se fijo | CBD, CBDA,
bus de Lat® se B de 0 a 6 min; 23% en 220 nm. DI9THC THCAA,
comunicacione | mantuvoa | Ay 77% B en 6 min; D8THC, THCV,
S, un detector 28°C 23% de Ay al 77% CBC, CBN,
CBL).

de matriz de
fotodiodos y
un calentador
de columna.

de B por 10 min.

. El caudal se
mantuvo a 1,2
ml/min. Volumen de
inyeccion fue de 10y,

automatico.
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Identificacion HPLC Columna Fase movil isocratica MASAS Desarrollo y
de Agilent de agua (acido Se utilizé un validacion de un
Meng Q, et al., | cannabinoides Eclipse Plus férmico al 0,1%): QTRAP 5500 de método para
2018. presentes en 95 AC18 acetonitrilo (0,1% ABSciex equipado analizar
40 articulos (4,6 x 100 acido formico) 10:90 | con unaionizacién | cannabinoides
disponibles en mm, tamafio | aun caudal de 0,5 | por ESI en modo de (CDB, THC,
tienda de de particula | mL/min durante 11 iones negativos CBDAy THCA)
Canada, que de 3,5 um) min. para la deteccion de | en matrices de
incluian Lat° dela El volumen de CBDA, THCA-Ay productos
aceite, columna fue inyeccioén fue de THCCOOH-d3 y en comerciales.
material de 40 °C 20uL. modo de iones
vegetal o Inyeccidén automatica | positivos para CBD,
crema a4°C THC, CBD-d3y
THC-d3
Cannabinoides Columna | 15% de &cido acético | Ultravioleta visible | Desarrollo de un
Namdar et al. en planta HPLC tapada del en agua y metanol 220-280 nm método que
2019 extremo Con un caudal de permite
C18 con 1.5 mL/min cuantificar
columna de Y un volumen de cannabinoides
proteccion inyecciéon de 50uL
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(CBG, CBD,

THC, CBC,
CBN).
Cannabinoides Columna 75% de Acetonitrilo — | Ultravioleta Visible Desarrollo y
Galettis et al. en productos HPLC C18 25% Formato de 228nm validacion de un
2021 comerciales (4,6 x 150 amonio 5Mm. método que
mm, tamafio | Tiempo de corrida permite la
de particula 11minutos cuantificacion
de 2,7 um) de CBDVA,
CBDV, CBDA,
CBGA, CBG,
CBD, THCV,
THCVA, CBN
CBNA, delta9-
THC, delta8-
THC, CBL, CBC
THCA, CBLA
Determinacion HPLC Columna Fases moviles Ultravioleta Visible Desarrollo y
C18 de fase 220nm validacion de un

rapida de 10
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Mandrioli et al. | cannabinoides inversa, 150 | A: Agua con &cido método RP-
2019 de las X 4.6 mm, fosférico HPLC-UV
inflorescencias 2.7 um B: Acetonitrilo con validado permite
de Cannabis con una acido fosforico .085% la determinacion
sativa L.. columna Gradiente de CBDA,
protectora 0-3 min = 70% de B CBGA, CBG,
5x 4.6 mm 3-7min = 85% de B CBD, THCV,
7-8min = 95% B CBN, A-9 THC,
8-10min = 70% A-8 THC, CBC,
Flujo = ImL/min THCA
Corrida = 10min Asi como la
clasificacion
legal adecuada
como céfiamo o
tipo de droga.
Frankiln & 17 HPLC Columna Fases moviles Ultravioleta Visible Desarrollaron
Wilcox. 2019 | cannabinoides C18 de fase A: Formiato de 228nm un método de
bajo diferentes inversa, 150 | amonio 10mM pH 3.5 HPLC que
condiciones X 4.6 mm, con acido formico detecta 17
para 2.7 ym B: Acetonitrilo con cannabinoides

0.1% acido formico

mediante el uso
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desarrollar un

método

Gradiente
Omin=75% de B
15min = 90% de B

Flujo = 2mL/min

Corrida = 10min

de diferentes
pruebas de
deteccion.

La adicién de
formiato de
amonio a la fase
A movil
proporcioné una
concentracion
optimizada,
permitié la
resolucién de
referencia de
todos los

cannabinoides
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EFECTOS DE CANNABINOIDES EN LA SALUD.

Estudios preclinicos y clinicos se han demostrado diferentes efectos benéficos en
la salud (figura 3), atribuidos principalmente al compuesto cannabidol (CBD) con
mayor interés en su investigacion por ser un compuesto terapéutico con amplio
indice terapéutico, que también disminuye los efectos secundarios psicoactivos del
THC, por otro lado, aunque en menor medida al Tetrahidrocannabinol también se le
atribuyen efectos terapéuticos psicotropicos (Kocis PT & Vrana KE., 2020; Klumpers
L etal., 2019, VanDolah, H, et al., 2019; Crippa JA, et al., 2018; Le6n J, et al 2017).
En dichos cannabinoides, se documenta su potencial efecto analgésico,
anticancerigeno, neuroprotector, antiemético, anticonvulsivante, antiinflamatorio,
antiespasmaodico. Siendo eficiente en el tratamiento sobre enfermedades como
epilepsia, esclerosis multiple, cancer, Alzheimer, Parkinson, ansiedad, obesidad,
enfermedad pulmonar, higado graso, diabetes, dislipidemias, intestino inflamado,
sindrome metabdlico, trastornos cardiovasculares y de rifién, entre otros, asi como
terapia para afecciones como nauseas, vomitos, pérdida de apetito y suefio,
inflamacion, dolor, alteraciones en el estado de animo y memoria (Salehi A, et al.,
2022; Kocis PT & Vrana KE., 2020; Klumpers L et al., 2019, VanDolah, H, et al.,
2019; Crippa JA, et al., 2018; Ledn J, et al 2017; Russo et al., 2014; Di Marzo et al.,
2011, Costa B et al., 2007, Moore T et al., 2007). Por estos beneficios es que
Cannabis resulta ser una planta prometedora para utilizarse en la terapia clinica
como ténicos, analgésicos, antipiréticos, antieméticos, antiinflamatorios,
antiepilépticos, agentes anticancerigenos, entre otros. (Salehi A, et al.,, 2022;
VanDolah, H, et al., 2019; Crippa JA, et al., 2018; Russo et al., 2014).

En resumen, se ha reportado que el CBD en grandes poblaciones y durante un
periodo prolongado de tiempo, la dosis aceptable, sin generar riesgos en la
saludpara la suplementacion en adultos con beneficios reportados en la figura 3,
puede estar comprendida entre la dosis total de 5-10 mg / dia (Salehi A, et al., 2022;
Dvora N, et al., 2020; VanDolah, H, et al., 2019; Crippa JA, et al., 2018; Russo et
al., 2014).
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Figura 3. Terapia con cannabis mejora el prondstico de problemas de salud.

POR ESCLEROSIS MULTIPLE @——

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 Cannabis, entre estos compuestos destacan el THC y
CBD por su interaccion 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).

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
(Zuhl 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 combinacién de estos, asi
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como involucrar al sistema nervioso central y en ciertas condiciones, las células
inmunitarias (Wing S.V & Kelly M 2017; Pacher & Steffens, 2009).

EFECTO DE 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). Como se mencion6 con anterioridad esta
regulacion estd dada principalmente por la unién de los cannabinoides al receptor
CB1, y en menor medida al receptor CB2 (Lena S. 2020, Malinowskal B et al., 2019,
O'Sullivan, 2014). Al actuar sobre estos receptores, 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 (Malinowska B et al., 2019, Biernacki M 2018).

La administracion de cannabinoides a distintos animales ocasiondé un efecto
hipotensor y vasodilatador (Jones, R, et al., 2002). Se ha encontrado que el CBD
exhibe propiedades vasodilatadoras en la hipertension, esta accion hipotensora del
CBD se ha identificado principalmente en condiciones de estrés (Kieman A et al.,
2021). Los cannabinoides disminuyeron la presion arterial en roedores hipertensos
principalmente debido a la disminucién de la contractilidad cardiaca (Pacher P, et
al., 2005). La administracion aguda y prolongada de THC a roedores hipertensos,
provocé una disminucion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca a largo plazo,
(multiples sitios objetivo, inhibicién de los canales de calcio, activacion de los
canales de potasio, produccion de oxido nitrico y liberacibn de sustancias
vasoactivas (O'Sullivan, 2015; Cunha P et al.,, 2011; Jones, 2002). En ratas
hipertensas, se encontrd que existe una accion hipotensora mediada por el receptor

CB1 mucho mas fuerte en comparacion con ratas normotensas (Toczek M, et al.,
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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). En un estudio de
Sadowska O, et al, donde administraron CBD a una dosis de 10 mg/kg/dia durante
tres semanas en ratas con hipertensién pulmonar, se observé una disminucién en
la vasoconstriccion ventriculo derecho, reduciendo la presion sistolica del mismo,
por lo que el CBD puede ser un tratamiento terapéutico Unico o adyuvante seguro
para la hipertension arterial pulmonar humana (Sadowska O, et al. 2020). En otros
estudios el CBD provoco 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 presién arterial diastolica pero no la sistélica en ratas con hipertensién arterial
(Remiszewski et al., 2020).

En nuestro estudio previo, identificamos el efecto hipotensor de un aceite de
cannabis con variedad de cannabinoides, terpenos y flavonoides, sobre un
biomodelo murino de ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Observamos una
reduccion de la tension arterial significativa, para dosis de cannabinoides en
conjunto “efecto sequito” de 18mg/kg y de 36mg/kg. Pudimos atribuir dicho efecto
hipotensor a la accion directa de estos cannabinoides sobre receptores
(cannabinoides) CB1 y CB2, que mostraron una mayor expresion en tejidos de
corazon y rifién, donde directamente juegan un papel para la reduccién de la tensién
arterial, con una reduccion en la contraccion y gasto cardiaco en corazon y una
menor produccion de angiotensina Il (vasoconstrictor) en rifidn. Sin embargo, a
pesar de que existen antecedentes de posibles efectos sobre los mismos
receptores, pero a nivel arterial, es decir en endotelio vascular y musculo liso
vascular, no nos fue posible obtener estos datos. El efecto de cannabis en el
endotelio vascular, resulta de gran importancia para analizar, dado el papel que
desempefia dicho endotelio en la patogenia de la hipertension arterial (Puhl SL, 106
et al., 2020; Howlett A., et al, 2017).
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EFECTO DE CANNABIS SOBRE ENDOTELIO VASCULAR

- Receptores cannabinoides en endotelio

El efecto principal que esperariamos de un adecuado tratamiento antihipertensivo,
es que atenuara el dafo al endotelio, secundario a esta enfermedad. 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. En el sistema cardiovascular, el CB2 esta
presente en varios tipos de células, como los cardiomiocitos, los fibroblastos, las
células del muasculo liso vascular y las células endoteliales de las arterias mas
grandes (Sauceda M, et al., 2022; Puhl SL, 106 et al., 2020; Howlett A., et al, 2017).

Existe gran evidencia del potencial efecto terapéutico que tienen
endocannabinoides y cannabinoides en enfermedades cardiovasculares al actuar
sobre sus receptores cannabinoides afines. Se ha demostrado que ejercen una
accion directa a nivel de células endoteliales y de musculo liso, para producir
vasodilatacion que es clave para la regulacion del flujo sanguineo en la hipertension
arterial (Ho WSV & Kelly MEM 2017).

En el receptor CB1 a nivel endotelial, cannabinoides inducen relajaciéon y posterior
activacion del oxido nitrico sintasa, recordando que el 6xido nitrico es un potente
vasodilatador. El receptor CB2 también se expresan en células vasculares, pero aun
hay suficiente evidencia de su efecto hipotensor. El receptor TRPV4 endotelial,
activas canales de potasio activados por calcio y posteriormente relaja el musculo
liso (Ho WSV & Kelly MEM 2017; Ho, Zheng y Zhang, 2015).

En algunas arterias aisladas, se ha demostrado una induccion de la relajacion a
través de PPARY endotelial o PPARa de musculo liso (O'Sullivan, Kendall y Randall,
20009).

Los cannabinoides modulan el tono vascular principalmente a través de sus
receptores y vias de sefalizacion corriente abajo, que pueden ocurrir de manera in
vitro e in vivo (Ho WSV & Kelly MEM 2017; Ho, Zheng y Zhang, 2015).
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Actividad antioxidante a nivel endotelial.

En diferentes enfermedades cardiovasculares, entre ellas en la hipertension arterial,
como parte de sus mecanismos fisiopatoldgicos, estan asociadas al incremento de
los niveles de especies reactivas de oxigeno, esto causa entonces estrés oxidativo,
provocando un dafio a nivel endotelial, lo que conduce también a la activacion y
unién de monocitos, la proliferacion y migracion de las células del musculo liso
vascular (Rucker J, et al., 2017; Dalal, J. et al., 2012). Ademas, a través de la
generacion de citoquinas inflamatorias y especies reactivas de oxigeno, los
macrofagos pueden afectar directamente la funcién endotelial y del masculo liso de
la vascularizacion, lo que lleva a una mayor vasoconstriccion, aunado a esto se
produce un descenso en la biodisponibilidad 6xido nitrico por el propio estrés
oxidativo (Rucker J, et al., 2017; Rajendran, P., et al., 2013; Yung LM, et al., 2006).

Mantener un control en el estrés oxidativo, en patologias como es la hipertension
arterial, resulta importante para un mejor pronéstico de la enfermedad. 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 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).

ESFEROIDES CELULARES COMO MODELO DE ESTUDIO A NIVEL
ENDOTELIAL

Los esferoides celulares han sido utilizados en estudios para el analisis del sistema
cardiovascular in vitro se ha utilizado por ejemplo en el estudio de angiogénesis,
migracion celular en cancer, mecanismos de vascularizacion y para el estudio de la
disfuncion endotelial (Scalise M, et al 2021; Potukuchi, A., et al 2017). Ensayos in
vitro que emplearon monocapas de células endoteliales pudieron evaluar la funcion
de barrera endotelial, la extravasacion y permeabilidad del endotelio (Chan E, et al.,
2016; Burckel H, et al., 2015).
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Para estudios de deteccion de farmacos en condiciones de enfermedad
cardiovascular como es la hipertension arterial es importante tener en cuenta que la
construccion de un modelo celular in vitro debe reproducir las condiciones

fisiopatoldgicas del endotelio (Cui et al., 2019).

En algunos ensayos se han utilizado matrices extracelulares para la construccion
de esferoides de endotelio vascular, estas contienen sustratos como poliuretanos,
fibroblastos, coldgeno tipo I, cadherina e integrina, estos compuestos se relacionan
con la formaciéon de esferoides de células endoteliales (Scalise M, et al 2021;
Potukuchi, A., et al 2017). La formacion de esferoides en condiciones adherentes
es una de las técnicas de cultivo 3D mas simples de lograr, que permiten
interacciones 3D con las células y la matriz extracelular en ausencia de sustratos
adicionales (Scalise M, et al., 2021). Se ha demostrado que esferoides celulares
con un diametro <100 um mantiene su viabilidad mas tiempo que los esferoides mas
grandes, en esferoides con un diametro de 500 um, se observé la muerte celular
interna, esta situacioén podria estar asociada con la limitacién de difusion de oxigeno,
nutrientes y desechos metabdlicos (Kim SJ, et al., 2020).

El nimero de células recomendadas para la formacién de esferoides estables es
diverso a lo largo de la literatura; sin embargo, de acuerdo con los resultados
obtenidos, la densidad celular podria optimizarse de 1000 células/ml a millones de

células/ml dependiendo de la aplicacion del esferoide (Nath S.C., et al., 2017).

En esferoides celulares, una estructura vascularizada puede ser formada a partir de
una interaccion célula-célula con células endoteliales. Sin embargo, la alta densidad
de células endoteliales necesarias para construir una red de vasos suficiente aln
no se ha logrado in vitro con un valor de permeabilidad similar al del endotelio in
vivo y que contenga los componentes celulares y extracelulares de los vasos

tridimensionales (Ryu N. et al., 2019).
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Il JUSTIFICACION
Las enfermedades cardiovasculares son reportadas como la primera causa de
muerte a nivel mundial, traen consigo complicaciones y deterioro de la calidad de
vida, entre estas enfermedades, uno de los problemas méas graves es la
hipertension arterial (Coronado et al., 2019, OMS., 2018), la cual se caracteriza por
mantener dafio a nivel endotelial, lo que posteriormente trae consigo un mal
pronéstico de la enfermedad y el desarrollo de otras complicaciones
cardiovasculares (Kaushal N et al., 2020; Girgih A et al., 2014). La planta de
cannabis contiene compuestos bioactivos con propiedades psicoactivas y
medicinales que, segun la evidencia cientifica, le confieren grandes beneficios en la
salud. En particular se ha demostrado que mejorara la salud cardiovascular y podria
utilizarse como tratamiento en problemas cardiovasculares para mejorar el
pronéstico de la enfermedad, actuando por diferentes mecanismos a nivel endotelial

en la hipertension arterial (Polia et al., 2018, Girgih A et al., 2014).

Esta planta esta siendo ampliamente comercializada en el mercado, en diferentes
productos farmacéuticos, un aproximado del 40% de la poblacion que consume
derivados de cannabis, estan motivados a consumirlos como parte de un estilo de
vida saludable (Versic B., et al 2019). Seria importante tener una adecuada
regulacion con los productos que son lanzados al mercado y adquiridos con facilidad
por la poblacion en general. La comercializacion de productos derivados de
Cannabis, trajo consigo problemas derivados del etiquetado de dichos productos,
es frecuente que estos sean incorrectos, pues algunos de estos han demostrado
contener cantidades mas altas de THC de lo legalmente permitido y mas bajas de
CBD con respecto a lo etiquetado. Las diferentes concentraciones y proporciones
de cannabinoides en productos para consumo humano, especificamente aceites,
podrian impactar en el efecto farmacoldgico final utilizado para algunas condiciones
patoldgicas especificas. El analisis, control, regulacion y utilizacién de productos de
cannabis impactan en la autoadministracion generalizada sin supervision médica y

amplia disponibilidad como suplemento o medicamento.
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V.

HIPOTESIS

Existe variabilidad en la concentracion de cannabinoides en diferentes muestras de

aceites para consumo humano, por ende, esta variabilidad influye en el efecto in

vitro de su actividad farmacoldgica en células endoteliales sanas y enfermas.

V.

OBJETIVOS

GENERAL

Comparar la variabilidad en las concentraciones de cannabinoides en muestras

de aceite para consumo humano, asi como evaluar el efecto in vitro de su

actividad farmacologica en células endoteliales.

ESPECIFICOS.

v

Comparar las diferentes concentraciones de cannabinoides en muestras
comerciales de aceites de cannabis para consumo humano, por HPLC / DAD

previamente validado.

Diseflar un modelo de esferoides en cultivo celular de HCAEC y de células

endoteliales de SHR, asi como caracterizar su morfologia y densidad celular.

Determinar apoptosis celular de esferoides celulares de endotelio vascular

de humano sano y de SHR.

Identificar el efecto de citotoxicidad de los diferentes aceites de cannabis

sobre esferoides celulares de endotelio vascular de humano sano y de SHR.

Identificar el efecto antioxidante de los diferentes aceites de cannabis sobre

esferoides celulares de endotelio vascular de humano sano y de SHR.

Identificar el nivel de expresion de receptores cannabinoides por los
diferentes aceites de cannabis sobre esferoides celulares de endotelio

vascular de humano sano y de SHR.
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VI. MATERIAL Y METODOS
TIPO Y ENFOQUE DE LA INVESTIGACION.

Este estudio es de tipo experimental, con enfoque cuantitativo

DEFINICION DE LA MUESTRA.
Se utilizaron 17 productos de cannabis para uso y consumo humano, entre ellos 13
aceites y 4 cremas, todos los productos disponibles comercialmente para su
adquisicién en tienda fisica o en linea. El muestreo fue no probabilistico por

conveniencia.

Se utilizé una linea de células endoteliales primarias de la arteria coronaria de
humano sano (HCAEC), las cuales seran adquiridas comercialmente de Sigma
Aldrich C-12221 y de células de endotelio arterial coronario de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) macho de 8 semanas de edad, adquiridas de
la Unidad de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
buscando el cumplimiento de la norma NOM-062-Z00-1999.

LIMITES DE ESPACIO Y TIEMPO
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 Auténoma de San Luis Potosi. En el periodo de agosto 2022 a
julio 2026.

El protocolo fue sometido al Comité de ética de la Coordinacién para la innovacion
y Aplicacion de la Ciencia y Tecnologia, con cédigo: CIACYT-CEI-008, el 13 de
mayo del 2024.

En virtud de que las células HCAEC empleadas en este estudio corresponden a una
linea comercial establecida (Sigma-Aldrich, catalogo C-12221) y no se realiz6
ninguna intervencion directa sobre sujetos humanos, no se requirio la obtencion de

consentimiento informado en el marco de este protocolo.
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Cabe aclarar que la carta de dictamen no contemplé de manera expresa el analisis

de productos con cannabinoides controlados y el uso de material celular de origen

animal externo),

DEFINICION DE VARIABLES.

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

Variable

Operacionalizacion

Tipo de
Variable

Medicién

Presencia de
cannabinoides
en aceites

comerciales

Concentraciéon
de
cannabinoides
en aceites

comerciales

Densidad
celular en

esferoides

Morfologia y
tamafo de
esferoides

celulares

Expresado como

area bajo la curva

Expresado como
mg/ml.

Expresado como
células/pozo.
Expresado como
mm de diametro
celular

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Independiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Se determiné por analisis en
HPLC/DAD

Se determiné por el analisis
en HPLC/DAD

Se

observacion en Microscopio

determind por

Invertido Leica Thermo
Fisher y la cuantificacion por

una camara de Neubauer

Se determiné por
observacion en Microscopio
Invertido Leica  Thermo
Fisher

Asi como con ayuda del

Software Image J
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Viabilidad

Celular

Citotoxicidad

Expresion de
receptores

cannabinoides

Actividad

antioxidante

Expresado como

viabilidad celular

Expresado como
citotoxicidad
Expresado como
Delta Rn

Expresado como

actividad de DPPH y
ABTS, Catalasa, asi
como viabilidad

celular

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente
Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente

Cuantitativa

Se determin6 por medio del

Dapi

Se determiné por medio de la
metodologia con MTT

Se determind por medio de
RNA,
trascripcion y RT — qPCR.

extraccion de

Se determind por medio de
las metodologias de DPPH y
ABTs, Catalasa, asi como
por viabilidad celular.

CUANTIFICACION DEL PERFIL CANNABINOIDE EN PRODUCTOS DE
CONSUMO HUMANGO.

- Materiales y reactivos.

Para la identificacién y cuantificacion de cannabinoides presentes en los 17

productos de aceite de cannabis para consumo y uso humano, se utilizé la

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Agilenth technologies, Infinitely better,

1200 infinity series, equipado con una columna Zorbax C18, de longitud: 150 mm y

didmetro: 4.6 mm, con tamafo de particula de 5 um; con un detector de arreglo de

diodos (DAD), de la marca Agilent Technologies (Agilent1260 Infinity Series, Santa

Clara, CA, USA).

Se utilizé un estandar de referencia certificado para analisis de cannabinoides de

Supelco, con su respectivo nimero de catalogo: Cannabinoid Mixture (Neutrals) —
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8 Component N° C219-1ML (1mg/mL), dicho estandar, contiene los siguientes
cannabinoides, D9-THC, D8-THC, CBD, CBG, CBN, CBC, CBDV, THCV.

Se adjunta en anexos certificado de analisis del estdndar y parametros de aptitud
del sistema.

Los disolventes y fases méviles fueron de grado HPLC agua, metanol y acetonitrilo.

- Preparacion de fases moviles y diluyente.

e Diluyente, metanol: agua 80/20.

Se ajusté el diluyente de la siguiente manera, para 1L se midié 800 mL de metanol
y se agreg6 200 mL de agua grado HPLC, posteriormente se filtré utilizando filtro de

membrana con tamafio de poro de 0.45um.

e Acetonitrilo.

Se filtr6 utilizando filtro de membrana con tamafio de poro de 0.45um.
e Formiato de amonio a pH 3 con una concentracion 10mM.

Se ajusto el formiato de amonio a 10mM de la siguiente manera
M=n/v

n = Molaridad * volumen

n=(.01) * (.5L) = .005 mol.

n = masa / peso molecular

masa = n * peso molecular

masa = .005 mol (63.0054 g / mol = .3152g en 500mL

1. Se peso .3152g de formiato de amonio en balanza analitica

2. Se agreg6 400 ml de agua HPLC

3. Una vez bien disuelto el formiato de amonio en agua, se ajusto pH a 3
con acido formico.

4. Cuando el pH llega a 3, con un matraz se midi6 los 500 ml
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5. Se filtré el compuesto utilizando filtro de membrana con tamafio de poro

de 0.45um y se guardd en un reservorio hasta su uso.

- Preparacion de la muestra
Para la preparacion de las muestras de aceite y cremas de cannabis se siguié lo
establecido por Analakkattillam, S et al., 2022 y Meng Q, et al., 2018, con algunas

modificaciones.

Para las muestras de crema, se pesan aproximadamente 50mg de producto, para
agregar después 1ml de éter etilico, se agité vigorosamente por 2 minutos y sénico
durante 15 minutos con agitacion intermitente, esta mezcla es llevada a una dilucién
1:10, con un volumen final de 5ml, se agité vigorosamente por 2 minutos y soénico
durante 15 minutos. Finalmente se centrifugd a 6000 rpm durante 15 minutos y se

toma el sobrenadante.

En la figura 4 se muestra a detalle el procedimiento de preparacion de muestras.

PROCESAMIENTO DE CREMAS '

Pesar 50mg de producto + 1mL de éter etilico

}

| Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos |

!

| Dilucién 1:10 (500 pL de diluciéon 1 + 4500 uL de diluyente) |

!

| Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos |

!

Centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos y tomar sobrenadante |

!

Muestra muy
concentrada o
con turbidez

| Dilucion 1:2 (500 pL de dilucion + 500 L de diluyente) |
I— | Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos |

MUESTRA PROCESADA PARA INYECTAR

Figura 4. Diagrama del procesamiento de cremas para su analisis por HPLC/DAD
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Para las muestras de aceites, se hizo una dilucion 1:100 del aceite de cannabis con
el diluyente (metano:agua, 80:20), en un volumen final de 1ml, esta solucion se agito
vigorosamente 2 minutos y sonico durante 15 min con agitacion intermitente.
Posteriormente se hace una dilucién 1:5 con el diluyente, en un volumen final de
1ml, esta solucion se agité vigorosamente 2 minutos y sénico durante 15 min con
agitacion intermitente. Siguiendo con una dilucion 1:2 con un volumen final de 1mL.
Es posible continuar con la dilucion 1:2 hasta que sea necesario. Finalmente se
centrifuga a 6000 rpm durante 15 minutos y se toma el sobrenadante. En la figura 5

se muestra a detalle el procedimiento de preparacion de muestras.

| PROCESAMIENTO DE ACETES | * '

Dilucién 1:10 (10 pL de aceite + 990 pL de diluyente)

!

[ Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos ]

!

| Dilucién 1:5 (200 L de dilucién 1 + 800 L de diluyente) |

!

[ Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos ]

l

| Dilucién 1:2 (500 pL de dilucion 2 + 500 pL de diluyente) |

!

| Voriex 2 minutos y sonicar 15 minutos ]

!

[ Centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos y tomar sobrenadante ]

!

[ Dilucion 1:2 (500 pL de dilucion + 500 pL de diluyente)

l NO [ Vortex 2 minutos y sonicar 15 minutos ]

MUESTRA PROCESADA PARA INYECTAR

Figura 5. Diagrama del procesamiento de aceites para su analisis por HPLC/DAD
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- Condiciones de los productos

Los productos no cuentan con fechas de caducidad, tampoco con especificaciones
para su almacenamiento, sin embargo, estos se encuentran empaquetados en
recipientes ambar. Por lo que estos se mantuvieron protegidos de la luz, a

temperatura ambiente y en un periodo de 3 meses.
Los productos fueron analizados por triplicado y etiquetados de la siguiente manera:
ACEITES

Producto #1. Concentracion desconocida

Producto #2. Concentracion desconocida

Producto #3. Concentracién desconocida (Descarboxilado)

Producto #4. Concentracién desconocida (Infusién Flor)

Producto #5. CBD 100 mg/mL (Cannani). “Grado cientifico, no disponible para
venta libre”.

Producto #6. THCA 50 mg/mL (Cannani). “Grado cientifico, no disponible para
venta libre”.

Producto #7. CBD 4.16 mg/mL (Tintura)

Producto #8. CBD 16.6 mg/mL (Paradise)

Producto #11. CBD 66mg/mL (Paradise)

Producto #14. Espectro completo, aceite de cafiamo 300mg/mL (Saniye)
Producto #15. Tintura de CBD. Concentracion desconocida

Producto #16. Concentracion desconocida — Origen: Orizaba

Producto #17. Concentracion desconocida — Origen: Orizaba

CREMAS

Producto #9. CBD .5mg/g (Balsamo Pure Hemp)
Producto #10. CBD 1.6/g (Pomada Paradise)
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Producto #12. Concentracion desconocida

Producto #13. Concentracion desconocida (Concentrada)

- Condiciones cromatograficas

El andlisis de la concentracion de compuestos cannabinoides presentes en los
aceites de Cannabis, se realizé por triplicado en el HPLC-DAD. Se inyect6 un
volumen de 20uL por muestra y correremos a un caudal de 1 mL/min, bajo un
gradiente isocratico. La fase mdvil estd compuesta por: (A): Acetonitrilo en una
proporcion de 88% y (B) Formiato de amonio 10 mM (pH=3) en una proporcién de
12%

Los cannabinoides fueron detectados por medio de un detector DAD, con sus
valores de absorbancia de 214, 220, 228, 230, 240, 280 y 305 nm, hasta encontrar

la mejor respuesta. El desarrollo final del método, se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones del anélisis en HPLC/DAD

Longitud de onda 220nm
Columna Zorbax C18 150 x 4.6mm. Particula 5um
T° Columna 35°C
Tiempo de corrida 6.5 minutos
Volumen de inyeccion 20ul
Fase movil A - Acetonitrilo (88%)

B — Formiato de amonio 10mM pH 3
(12%)

Flujo 1mL/min
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Con las respectivas condiciones, se identificaron los siguientes analitos en el

estandar, con sus respectivos tiempos de retencion, mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Analitos identificados por HPLC/DAD con sus tiempos de retencion.

MINUTO CANNABINOIDES
2.49 CBDV
2.92 CBG
3.12 CBD
3.58 THCV
4.22 CBN
5.16 THC
5.85 CBC

48



- Validacion de métodos.

Previamente al analisis de HPLC / DAD fue importante implementar una validacion
del método a utilizar, para ello se sigui6 lo establecido en la guia de calidad del
Consejo Internacional para la Armonizacion (ICH) y la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA), por sus siglas en inglés. Es importante mencionar que los
criterios de aceptacion descritos a continuacion corresponden a lo estipulado en la
guia ICH Q2,R2, Validation of Analytical Procedures, adoptada el 1 de noviembre
de 2023 (ICH, 2023), por su aplicacién a la valoracion de contenido de contenido un
producto, sin embargo, para un control mas especifico se complemento con la guia
ICH M10, Bioanalytical Method Validation and Study Sample Analysis, adoptada el
24 de mayo de 2022 (ICH, 2022), y la guia de la FDA, Bioanalytical Method
Validation: Guidance for Industry, de 2018 (FDA, 2018), ambas disefiadas
originalmente para la cuantificacion de farmacos en matrices biolégicas, dado que
estudios similares al nuestro han utilizado dichas guias como una adaptacion
metodolégica para la evaluacion del desempefio del procedimiento en productos
formulados. Los criterios especificos de aceptacion empleados para cada parametro

se describen a continuacion.
LINEALIDAD

Para este parametro se realizO una curva de calibracion con el estandar de 8
cannabinoides, con un grafico de sefales en funcién de la concentracion y
respuesta del analito. Es necesario un minimo 5 concentraciones por distribuidas
en un rango sin contar el cero. Se generd una curva de calibracion para cada analito

en la muestra.

Los calibradores distintos de cero deben tener + 15 % de las concentraciones
tedricas, excepto en el Limite de Cuantificacién, donde el calibrador debe tener + 20
% de las concentraciones tedricas. El 75 % de los analisis deben cumplir los criterios
anteriores en cada validacion. La linealidad se obtiene con un coeficiente de

correlacién (r?) > 0.99.
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- LIMITE DE CUANTIFICACION (LC)

Debe validarse mediante el analisis de un nimero adecuado de muestras que se
sepa que estan cerca del limite de cuantificacién. El estandar distinto de cero mas
bajo en la curva de calibracion define el limite de cuantificacién. En este caso, el

limite de cuantificacion debe presentar una recuperacion de 20%.
- LIMITE DE DETECCION (LD)

Debe validarse mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de
analito y estableciendo el nivel minimo en el que el analito puede detectarse de

manera fiable.

- REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD EN TERMINOS PRECISION Y
EXACTITUD.

El procedimiento se aplica a un analito de pureza conocida, se evaluo el resultado
medido frente al tedrico esperado, mediante el porcentaje recuperacién. Con cuatro
niveles de control de calidad por analisis (Limite de cuantificacion, concentracion
baja, media y alta) y cinco o mas réplicas por nivel de control de calidad
(repetibilidad). La concentracion recuperada debe ser de + 15 % de la concentracién
nominal (tedrica); en cinco o mas repeticiones en al menos tres corridas, excepto
20% en el limite de cuantificacion, esto para medir exactitud. La precision debe ser
de £ 15% CV, excepto £ 20% CV en LC. Se establecio los efectos de diferentes
eventos (variacion de dias, analistas 0 equipos) sobre la precision y exactitud para
el andlisis de reproducibilidad. En esta validacion por triplicado en 3 dias diferentes.

Repetibilidad y reproducibilidad se miden en términos de exactitud y precision.
- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Estabilidad del inyector automatico.
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Demostrar la estabilidad de los extractos después de almacenarse por 24 horas en
el inyector automatico a una temperatura de 19°C, la muestra es estable en estas

condiciones con porcentajes de recuperacion del 100 +/- 15%.

Estabilidad congelacion y descongelacion.

Evaluar la estabilidad de la muestra después de un minimo de tres ciclos de
congelacion y descongelacion (congelarse durante al menos 12 horas entre ciclos
a -20°C). Los controles de calidad de congelacion y descongelacion deben
compararse con las curvas de calibracion y los controles de calidad recién

preparados. Se deben mantener porcentajes de recuperacion del 100 +/- 15%.

Estabilidad de 24 horas.

Para evaluar la estabilidad a largo plazo, se refrigeraron los analitos a 4°C durante
24 horas, se realizaron al menos tres réplicas en concentraciones de control bajo y

alto. La precision (% nominal) debe ser de + 15%.

Estabilidad a corto plazo.

Para evaluar la estabilidad a corto plazo, se refrigeran los analitos a 4°C durante 4
horas, se realizaron al menos tres réplicas en concentraciones de control bajo y alto,
los analitos deben mantener un porcentaje de precision del £ 15%, con respecto a

la concentracion nominal.
- EFECTO MATRIZ

Este parametro se realizé con el fin de determinar si la matriz en la que se
encuentran los analitos de interés (cannabinoides), tiene algun efecto sobre la
deteccion final de los mismo. La matriz de los productos es crema y aceite.

Se hace una comparativa del promedio de tres repeticiones del estandar disuelto
con el diluyente de la muestra con respecto a la matriz de la muestra, en este caso

particular el analito en metanol vs el analito en aceite/crema.

La diferencia en los promedios no debe ser mayor al 20% para cada cannabinoide
del estandar.
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Los diferentes aceites analizados por HPLC fueron probados sobre esferoides
celulares de células de endotelio arterial sano y enfermo con hipertension arterial

para determinar su efecto farmacoldgico in vitro de cada uno de ellos.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VALIDACION DEL METODO
La validacion del método analitico HPLC/DAD se realizé con base a lo reportado

por la FDA y la ICH, los resultados se muestran a continuacion.

- Linealidad

La linealidad se obtuvo del promedio de 6 concentraciones por triplicado en un rango
de 2 a 25 pg/mL (2, 5, 10, 15, 20 y 25ug/mL). Se obtiene un r? > a 0.99, un % de
recuperacion menor al 15% (para las concentraciones de 10 - 25 pug / mL) y menor
al 20% (para concentraciones de 2 - 5 ug / mL), finalmente un % CV menor al 15%,
en el 75% de los resultados, esto para los 7 cannabinoides analizado, dichos
resultados se muestran en la tabla 5.

El estandar de referencia certificado utilizado (Supelco, Cannabinoid Mixture
(Neutrals) — 8 Component, N.° C219-1ML) contiene ocho cannabinoides (D9-THC,
D8-THC, CBD, CBG, CBN, CBC, CBDV y THCV), mientras que la validacion y los
resultados reportados abarcan Unicamente siete. La explicacion técnica a esta
variacion estd relacionada con la conocida dificultad para resolver isbmeros
estructurales por HPLC-UV, el D8-THC se coeluido con el D9-THC bajo estas
condiciones cromatogréficas y no se pudo individualizar como pico independiente
(Leghissa A, et al., 2018).
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Tabla 5. Resultados de linealidad de los 7 cannabinoides

CBDV
Concentracién Promedio de la %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) concentracion recta
calculada (ug/ml)
2 2.18 -9.00 12.88
5 4.78 4.45 13.09
10 10.96 -9.62 3.44 0.996 Y =302.81x +
15 15.89 -5.97 2.38 12.483
20 18.91 5.47 5.49
25 24.67 1.30 1.58
CBD
Concentracion | Promedio de la | %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) concentracion recta
calculada
(Hg/ml)
2 2.19 -9.26 13.24
5 4.60 8.08 14.71
10 11.01 -10.13 3.41
15 15.62 -4.11 1.30 | 0.998 Y = 248.26x +
20 19.45 2.74 2.53 31.59
25 24.74 1.04 1.18
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CBN

Concentraciéon | Promedio dela | %Recuperacion | %CV | R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) concentracion recta
calculada (ug/ml)
2 2.37 -18.37 11.19
5 4.96 0.84 12.96
10 10.97 -9.68 2.86 | 0.998 Y =517.15x +
15 15.95 -6.32 2.91 47.209
20 19.21 3.94 3.44
25 24.90 0.41 2.44
THCV
Concentracion | Promedio de la | %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) concentracion recta
calculada
(ng/ml)
2 1.93 3.41 4.25
5 4.86 2.84 15.39
10 10.64 -6.40 4.31 | 0.997 Y = 305.56 +
15 15.72 -4.79 1.97 157.61
20 19.04 4.79 3.37
25 24.85 0.62 1.22
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THC

Concentracion | Promedio de la | %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (pg/ml) concentracion recta
calculada (ug/ml)
2 2.00 0.24 9.51
5 4.84 3.19 15.66
10 10.66 -6.60 3.87
15 15.61 -4.04 2.97 | 0.998 Y =550.03x +
20 18.96 5.20 3.69 3.6484
25 24.81 0.75 1.58
CBC
Concentracion | Concentracién | %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) Calculada recta
(ng/ml)
2 2.16 -8.08 14.90
5 5.01 -0.12 7.75
10 10.26 -2.59 0.82
15 15.10 -0.69 3.88 | 0.994 Y =332.19x -
20 19.03 4.83 0.94 137.91
25 25.04 -0.16 2.63
CBG
Concentracion | Promedio de la | %Recuperacion | %CV R? Ecuacion de la
Real (ug/ml) concentracion recta
calculada (ug/ml)
2 2.10 -5.00 2.73
5 4.76 4.80 14.62
10 10.80 -8.03 2.73
15 15.62 -4.15 1.91 | 0.998
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20

19.50

2.49

2.02

25

24.68

1.30

0.40

Y =

242.87x +
88.214

- Limite de cuantificacion y deteccion.

El limite de cuantificacion fue de 2 pug / ml con valores de < 20% para porcentaje de

recuperacion con respecto a la concentracién nominal.

Mientras que para el de identificacion, vario el nivel minimo en el que el analito pudo

detectarse de manera fiable. En la tabla 6, se muestran los resultados.

Tabla 6. Limite de cuantificacion y deteccion de 7 cannabinoides

CANNABINOIDE LIMITE DE LIMITE DE
CUANTIFICACION DETECCION

CBDV 2 ug/ml 1 pg/ml
CBG 2 pg/mi .25 pg/ml
CBD 2 pg/ml .25 pg/mi
THCV 2 ug/ml .25 pg/mi
CBN 2 pg/mi .25 pg/ml
THC 2 pg/ml .25 pg/mi
CBC 2 ug/ml .25 pg/mi

- Repetibilidad en términos de precision y exactitud

La exactitud se cumplié al mantener £ 15 % de la concentracion nominal en = 5

repeticiones y con un = 20 % en el limite de cuantificacion. La precision se cumplio

al mantener < 15 % el valor de CV. Los resultados se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de repetibilidad para los 7 cannabinoides

CBDV
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 2.18 -9.00 2.070 0.197 9.516
DE 2.022 -1.079
CUANT 2.147 -7.329
2.250 -12.500
1.750 12.503
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.3747 -5.3534 7.526 0.263 3.496
BAJO 7.1583 -2.2619
(7 pg/ml) 7.7873 -11.2473
7.5635 -8.0506
7.7479 -10.6847
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 10.9171 9.0240 10.585 0.422 3.984
MEDIO 11.1560 7.0335
(12 10.2300 14.7501
ug/ml) 10.3102 14.0815
10.3139 14.0508
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.3747 -5.3534 7.526 0.263 3.496
ALTO 7.1583 -2.2619
(18 7.7873 -11.2473
ug/ml) 7.5635 -8.0506
7.7479 -10.6847
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CBG

Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 2.10 -5.00 1.905 0.143 7.51
DE 1.709 14.558
CUANT 1.961 1.962
1.857 7.154
1.901 4.964
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.1144 -1.6339 7.505 0.38 5.18
BAJO 7.1205 -1.7214
(7 pg/mi) 7.6874 -9.8203
7.5795 -8.2786
8.0211 -14.5866
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 10.7270 10.6083 11.216 1.415 12.62
MEDIO 10.9226 8.9786
(12 10.3316 13.9032
ug/mi) 10.3896 13.4201
13.7096 -14.2464
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 19.4961 -8.3116 19.729 0.986 4.99
ALTO 19.4541 -8.0786
(18 20.3967 -13.3147
Hg/mi) 20.1945 -12.1916
18.5960 -3.3111
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CBD

Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 2.185 -9.259 1.946 0.227 11.65
DE 1.989 0.539
CUANT 2.113 -5.634
1.817 9.170
1.726 16.84
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.5755 -8.2220 7.98 .23 2.92
BAJO 7.4884 -6.9770
(7 pg/mi) 8.0071 -14.3877
7.7995 -11.4208
8.9533 7.9074
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 10.5003 12.4975 11.17 1.339 11.98
MEDIO 10.9027 9.1442
(12 10.4706 12.7447
ug/mi) 10.4705 12.7459
13.5535 -12.9456
Valor % Promedio Desviacion %CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 20.1577 -11.9873 19.747 1.067 5.40
ALTO 19.5685 -8.7139
(18 20.5161 -13.9781
Hg/mi) 20.1976 -12.2088
18.5287 -2.9371
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THCV

Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 1.932 3.408 1.873 0.144 7.68
DE 1.838 7.120
CUANT 2.011 -0.553
1.937 3.126
1.847 7.649
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.6403 -0.1478 7.60 .288 3.79
BAJO 7.1925 -2.7500
(7 pug/mi) 7.8689 -12.4130
7.7005 -10.0065
5.9571 14.8987
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 10.3637 13.6362 11.091 1.339 11.98
MEDIO 10.7783 10.1811
(12 10.2351 14.7079
Hg/mi) 10.5976 11.6870
13.4813 -12.3443
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 16.0285 10.9526 19.780 1.079 5.45
ALTO 15.5569 13.5726
(18 20.2714 -12.6190
ug/ml) 20.5278 -14.0434
18.5431 -3.0172
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CBN

Valor % Promedio Desviacion %
Calculado Recuperacion Estandar Cv
LIMITE 1.767 -13.374 1.807 0.085 4.72
DE 1.822 8.897
CUANT 1.949 2.540
1.738 13.120
1.758 13.087
Valor % Promedio Desviacion %
Calculado Recuperacion Estandar Ccv
PUNTO 7.3051 -4.3592 7.78 .285 3.67
BAJO 7.7794 -11.1349
(7 pug/mi) 7.9267 -13.2386
7.8717 -12.4525
8.0479 -14.9700
Valor % Promedio Desviacion %
Calculado Recuperacion Estandar CVv
PUNTO 10.9075 9.1040 10.996 521 4.74
MEDIO 11.2490 6.2579
(12 10.5856 11.7866
ug/mi) 10.4818 12.6518
11.7606 1.9954
Valor % Promedio Desviacion %
Calculado Recuperacion Estandar Ccv
PUNTO 20.6409 -14.6714 19.378 1.145 5.91
ALTO 20.5774 -14.3187
(18 18.5120 -2.8442
ug/ml) 20.6774 -14.8744
18.9448 -5.2490
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THC

Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 2.00 0.24 1.951 0.096 4.918
DE 2.063 -3.132
CUANT 1.995 0.245
1.851 7.428
1.848 7.585
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.4151 -5.9298 7.74 0.279 3.60
BAJO 7.4793 -6.8469
(7 pg/mi) 7.8923 -12.7471
7.9595 -13.7070
7.9991 -14.2726
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 11.1270 7.2746 11.47 1.277 11.12
MEDIO 11.4851 4.2911
(12 10.4138 13.2183
Hg/ml) 10.7117 10.7360
13.6555 -13.6791
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 20.4181 -13.4338 20.22 .6139 3.03
ALTO 20.6978 -14.9876
(18 20.4388 -13.5491
ug/ml) 20.7001 -15.0007
19.5304 -8.5024
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CBC

Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
LIMITE 2.161 -8.076 2.138 0.163 7.62
DE 2.276 -13.776
CUANT 2.290 -14.480
1.894 5.295
2.072 -3.577
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 7.1150 -1.6434 7.41 .3628 4.89
BAJO 6.9615 0.5497
(7 pg/mi) 7.6938 -9.9121
7.4798 -6.8539
7.8014 -11.4488
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperaciéon Estandar
PUNTO 10.5882 11.7647 11.03 1.306 11.84
MEDIO 10.5163 12.3643
(12 10.3471 13.7742
ug/mi) 10.3524 13.7297
13.3637 -11.3638
Valor % Promedio Desviacion % CV
Calculado Recuperacion Estandar
PUNTO 19.8434 -10.2414 19.73 1.046 5.30
ALTO 20.6691 -14.8283
(18 20.3222 -12.9009
ug/mi) 20.3621 -13.1225
18.5291 -2.9395
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Reproducibilidad en términos de precision y exactitud.

La exactitud se cumplié al mantener + 15 % de la concentracion nominal en 25

repeticiones. La precision se cumplié al mantener < 15 % el CV, tabla 8.

Tabla 8. Resultados de reproducibilidad para los 7 cannabinoides.

CBDV
Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV
7.375 -5.353 6.604 .669. 10.13
PUNTO 7.158 -2.262
BAJO 7.564 -8.051
(7 pg/mli) 5.989 14.440
6.013 14.098
6.049 13.590
5.960 14.852
7.055 -0.790
6.274 10.371
Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV
10.917 9.024 12.61 1.406 11.15
PUNTO 11.156 7.034
MEDIO 10.310 14.081
(12 13.677 -13.972
Hg/ml) 13.691 -14.091
13.668 -13.901
13.776 -14.800
12.896 -7.471
13.442 -12.016
Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV
20.152 -11.955 19.65 .555 2.82
20.149 -11.941
18.961 -5.341
PUNTO
ALTO 19.835 -10.194
(18 19.083 -6.019
ug/mi) 20.040 -11.334
20.333 -12.964
18.975 -5.418
19.402 -7.789
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CBG

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 7.114 -1.634 6.704 .905. 13.50
BAJO 7.120 -1.721
7.580 -8.279

7 ug/ml

(7 hg/m) 5.970 14.717
8.052 -15.034
5.472 21.826
5.934 15.230
7.158 -2.261
6.353 9.249

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 10.727 10.608 12.62 1.276 10.11
MEDIO 10.923 8.979
(12 10.332 13.903
ug/mi) 12.891 -7.421
13.441 -12.012
13.630 -13.580
13.492 -12.432
13.462 -12.184
12.862 -7.180

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 20.397 -13.315 19.46 .662 3.40
ALTO 20.194 -12.192
(18 18.596 -3.311
ug/ml) 19.590 -8.834
19.243 -6.905
19.270 -7.054
20.605 -14.474
19.368 -7.598
18.856 -4.755
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CBD

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 7.576 -8.222 6.72 .900 13.39
BAJO 7.488 -6.977
7.544 -7.765

7 pg/ml

(7 hg/m) 5.555 20.647
7.633 -9.042
5.901 15.694
5.765 17.637
7.473 -6.754
6.446 7.907

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 10.500 12.497 12.69 1.260 9.92
(12 10.471 12.745
ug/mi) 13.276 -10.633
13.130 -9.419
13.703 -14.192
13.563 -13.023
13.306 -10.880
13.234 -10.287

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 20.516 -13.978 19.45 .807 4.15
ALTO 20.198 -12.209
(18 18.529 -2.937
Hg/ml) 18.858 -4.767
18.700 -3.891
19.687 -9.370
20.624 -14.577
20.143 -11.907
18.874 -4.853
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THCV

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 7.640 -9.148 7.09 .7276. 10.25
BAJO 7.192 -2.750
7.700 -10.007

7 pg/ml

(7 hg/m) 6.889 1.581
7.998 -14.251
7.874 -12.489
6.468 7.604
6.673 4.674
5.957 14.899

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 10.364 13.636 12.43 1.119 9.0
MEDIO 10.778 10.181
(12 10.598 11.687
ug/mi) 12.831 -6.923
13.153 -9.610
12.440 -3.669
13.384 -11.531
13.366 -11.383
12.898 -7.481

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 20.271 -12.619 19.47 .675 3.46
ALTO 20.528 -14.043
(18 18.543 -3.017
Hg/ml) 19.681 -9.340
19.411 -7.837
19.310 -7.276
20.304 -12.802
19.180 -6.556
18.870 -4.832
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CBN

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 7.305 -4.359 6.61 921 13.93
BAJO 7.779 -11.135
7.927 -13.239

7 pg/ml

(7 hg/m) 5.719 18.304
6.664 4.796
5.797 17.181
5.469 21.865
6.904 1.368
6.642 5.115

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 10.908 9.104 12.75 1.150 9.02
(12 10.586 11.787
ug/mi) 13.137 -9.478
13.361 -11.338
13.378 -11.479
13.476 -12.303
13.504 -12.533
13.314 -10.950

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 18.512 -2.844 19.66 .661 3.36
ALTO 20.677 -14.874
(18 18.945 -5.249
Hg/ml) 20.072 -11.512
19.436 -7.977
19.526 -8.479
20.443 -13.571
19.203 -6.685
18.986 -5.475
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THC

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 7.415 -5.930 6.95 515 7.41
BAJO 7.479 -6.847
7.892 -12.747

7 pg/ml

(7 hg/m) 6.460 7.710
7.030 -0.433
6.471 7.564
6.955 0.650
6.872 1.824
6.490 7.280

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 11.127 7.275 12.55 .940 7.48
MEDIO 11.485 4.291
(12 10.712 10.736
ug/mi) 12.804 -6.700
12.958 -7.980
13.220 -10.165
13.190 -9.916
13.266 -10.549
12.818 -6.817

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 20.439 -13.549 19.48 672 3.45
ALTO 20.700 -15.00
(18 19.530 -8.502
Hg/ml) 19.604 -8.911
19.221 -6.786
19.143 -6.350
20.113 -11.737
18.924 -5.132
18.605 -3.360
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CBC

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacion Estandar | % CV

PUNTO 7.115 -1.643 6.72 .937. 13.9
BAJO 6.962 0.550
7.480 -6.854

7 pg/ml

(7 hg/m) 5.962 14.834
8.468 -20.966
5.742 17.978
5.765 17.644
6.789 3.012
6.627 5.325

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 10.588 11.765 12.22 1.134 9.28
MEDIO 10.516 12.364
(12 10.347 13.774
ug/mi) 12.594 -4.949
12.792 -6.599
13.023 -8.526
13.137 -9.477
13.013 -8.439
12.368 -3.070

Valor Calculado | % Recuperacion | Promedio | Desviacién Estandar | % CV

PUNTO 20.322 -12.901 19.38 748 3.85
ALTO 20.362 -13.123
(18 18.529 -2.939
Hg/ml) 20.131 -11.838
19.147 -6.372
19.396 -7.754
20.135 -11.860
18.849 -4.716
18.509 -2.825
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- Estabilidad de la muestra

Estabilidad del inyector automatico.

Se identificé que en un vial con inserto con volumen de 100uL fue posible inyectar

hasta 2 veces, se comparan las concentraciones de cada analito, de la primera y

segunda inyeccion. Los resultados muestran una diferencia en porcentajes no

mayor al 15% de la 1ra inyeccion con respecto a la 2da, tabla 9.

Tabla 9. Resultados de estabilidad en el autoinyector para los 7 cannabinoides.

Cannabinoide | Control | Concentracion | Concentracion | Porcentaje
(ug/ml) (Dia 1) (Dia 2) de
recuperacion
Bajo (7) 7.375 7.158 107.03
CBDV Medio (12) 10.314 10.210 104.25
Alto (18) 18.961 17.665 98.56
Bajo (7) 7.114 7.120 104.81
CBG Medio (12) 13.710 12.683 105.09
Alto (18) 18.124 16.720 103.08
Bajo (7) 7.576 7.488 102.42
CBD Medio (12) 13.553 13.452 109.26
Alto (18) 18.529 17.096 101.27
Bajo (7) 7.640 7.192 98.084
THCV Medio (12) 13.481 12.933 107.36
Alto (18) 18.543 17.206 101.89
Bajo (7) 7.305 7.779 104.91
CBN Medio (12) 13.349 13.666 107.20
Alto (18) 18.945 17.793 101.89
Bajo (7) 7.415 7.479 105.60
THC Medio (12) 13.427 12.742 105.60
Alto (18) 19.530 17.152 98.70
Bajo (7) 7.115 6.962 107.10
CBC Medio (12) 13.364 12.319 103.36
Alto (18) 18.529 16.772 99.94
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Estabilidad congelacion y descongelacion.

La mayoria de los porcentajes de recuperacion se mantenian entre un 20 +/- % en

la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la estabilidad con ciclos de congelacion y descongelacion

para 7 cannabinoides

Cannabinoide | Control CONCENTRA | CONCENTRACION | PORCENAJE DE
(ug/ml) CION PROMEDIO RECUPERACION
PROMEDIO CON CICLOS
SIN CICLOS
Bajo (7) 7.52 8.50 113.0%
CBDV Medio (12) 10.58 12.60 119.1%
Alto (18) 20.04 16.66 83.1%
Bajo (7) 7.5 6.61 88.1%
CBG Medio (12) 11.21 11.10 99.0%
Alto (18) 19.72 15.40 78.1%
Bajo (7) 7.96 7.11 89.3%
CBD Medio (12) 11.17 11.15 99.8%
Alto (18) 19.74 15.81 80.1%
Bajo (7) 7.6 7.00 92.1%
THCV Medio (12) 11.09 10.21 92.0%
Alto (18) 19.78 16.00 80.9%
Bajo (7) 7.78 7.33 94.2%
CBN Medio (12) 10.99 12.13 110.3%
Alto (18) 19.37 17.17 88.6%
Bajo (7) 7.46 6.88 92.3%
THC Medio (12) 11.47 11.25 98.1%
Alto (18) 20.22 15.92 78.8%
Bajo (7) 7.41 7.51 101.3%
CBC Medio (12) 11.03 12.06 109.4%
Alto (18) 19.73 16.97 86.0%
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Estabilidad de 24 horas.

Los analitos mantuvieron un porcentaje de precisién del + 15%, con respecto a la

concentracién nominal. Los resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de la estabilidad a largo plazo para 7 cannabinoides

CBDV
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2396.5 6.165 11.933
2 7 2618.9 6.813 2.671
3 7 2771.6 7.258 -3.689
Promedio 6.745
Desviacion 0.549
Estandar
% CV 8.152
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 7029.9 19.672 -9.289
2 18 6466.5 18.030 -0.164
3 18 6743.7 18.838 -4.654
Promedio 18.846
Desviacion 0.821
Estandar
% CV 6.501
CBG
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2498.6 7.807 -11.529
2 7 2112.7 6.408 8.452
3 7 2232.9 6.844 2.228
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Promedio 7.019
Desviacion 0.715
Estandar
% CV 10.195
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 5721.5 19.488 -8.267
2 18 4994.2 16.852 6.378
3 18 5351 18.145 -0.806
Promedio 18.161
Desviacion 1.318
Estandar
% CV 7.257
CBD
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2526.3 7.880 -12.572
2 7 2195.7 6.687 4.465
3 7 2226.6 6.799 2.872
Promedio 7.122
Desviacion 0.658
Estandar
% CV 9.249
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 S777 19.607 -8.925
2 18 5111.2 17.205 4.418
3 18 5544.5 18.768 -4.266
Promedio 18.526
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Desviacion 1.218
Estandar
% CV 6.579
THCV
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 3276.9 7.729 -10.417
2 7 2733.8 6.176 11.777
3 7 2893.3 6.632 5.259
Promedio 6.845
Desviacion 0.798
Estandar
% CV 11.664
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 7448.2 19.662 -9.231
2 18 6527.1 17.027 5.407
3 18 6950.6 18.238 -1.323
Promedio 18.308
Desviacion 1.318
Estandar
% CV 7.203
CBN
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 5362.4 7.803 -11.478
2 7 4452.8 6.255 10.636
3 7 4974.9 7.144 -2.058
Promedio 7.067
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Desviacion 0.776
Estandar
% CV 10.991
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 12448.2 19.862 -10.347
2 18 11015.8 17.425 3.196
3 18 11598.5 18.416 -2.313
Promedio 18.567
Desviacion 1.225
Estandar
% CV 6.602
THC
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 5632.3 7.661 -9.437
2 7 4788 6.319 9.735
3 7 5231.6 7.024 -0.338
Promedio 7.009
Desviacion 0.671
Estandar
% CV 9.588
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 13055 19.459 -8.105
2 18 11384.4 16.804 6.647
3 18 12052.4 17.865 0.748
Promedio 18.042
Desviacion 1.336

Estandar
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% CV 7.407
CBC
CONTROL BAJO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 3200.2 7.867 -12.383
2 7 2608.3 6.362 9.108
& 7 2928.2 7.175 -2.507
Promedio 7.134
Desviacion 0.752
Estandar
% CV 10.553
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 17777.4 19.500 -8.333
2 18 6705.8 16.776 6.797
3 18 7046.2 17.642 1.991
Promedio 17.972
Desviacion 1.391
Estandar
% CV 7.742
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Estabilidad a corto plazo.

Los analitos mantuvieron un porcentaje de precisién del + 15%, con respecto a la

concentracién nominal. Los resultados se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados de la estabilidad a corto plazo para 7 cannabinoides

CBDV
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2396.5 6.165 11.933
2 7 2618.9 6.813 2.671
3 7 2771.6 7.258 -3.689
Promedio 6.745
Desviacion 0.549882518
Estandar
% CV 8.1520
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 7029.9 19.672 -9.289
2 18 6466.5 18.030 -0.164
3 18 6743.7 18.838 -4.654
Promedio 18.84639827
Desviacion 0.821245899
Estandar
% CV 6.501
CBG
CONTROL BAJO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2498.6 7.807 -11.529
2 7 2112.7 6.408 8.452
3 7 2232.9 6.844 2.228

79




Promedio

7.019789062

Desviacion 0.715699708
Estandar
% CV 10.195
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 5721.5 19.488 -8.267
2 18 4994.2 16.852 6.378
3 18 5351 18.145 -0.806
Promedio 18.16170732
Desviacion 1.318080188
Estandar
% CV 7.257
CBD
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 2526.3 7.880 -12.572
2 7 2195.7 6.687 4.465
3 7 2226.6 6.799 2.872
Promedio 7.122145666
Desviacion 0.658730596
Estandar
% CV 9.249
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 5777 19.607 -8.925
2 18 5111.2 17.205 4.418
3 18 5544.5 18.768 -4.266
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Promedio

18.52637591

Desviacion 1.218963808
Estandar
% CV 6.579
THCV
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 3276.9 7.729 -10.417
2 7 2733.8 6.176 11.777
3 7 2893.3 6.632 5.259
Promedio 6.846
Desviacion 0.79852837
Estandar
% CV 11.664
CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 7448.2 19.662 -9.231
2 18 6527.1 17.027 5.407
3 18 6950.6 18.238 -1.323
Promedio 18.30877052
Desviacion 1.318858328
Estandar

% CV

7.203
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CBN

CONTROL BAJO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 5362.4 7.803 -11.478
2 7 4452.8 6.255 10.636
3 7 4974.9 7.144 -2.058
Promedio 7.067670751
Desviacion 0.776815508
Estandar
% CV 10.991
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 12448.2 19.862 -10.347
2 18 11015.8 17.425 3.196
3 18 11598.5 18.416 -2.313
Promedio 18.56778421
Desviacion 1.225894266
Estandar
% CV 6.602
THC
CONTROL BAJO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 5632.3 7.661 -9.437
2 7 4788 6.319 9.735
3 7 5231.6 7.024 -0.338
Promedio 7.000921908
Desviacion 0.671294663
Estandar
% CV 9.588
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CONTROL ALTO | Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 13055 19.459 -8.105
2 18 11384.4 16.804 6.647
3 18 12052.4 17.865 0.748
Promedio 18.04257202
Desviacion 1.336553865
Estandar
% CV 7.407
CBC
CONTROL BAJO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 7 3200.2 7.867 -12.383
2 7 2608.3 6.362 9.108
3 7 2928.2 7.175 -2.507
Promedio 7.13491418
Desviacion 0.752993577
Estandar
% CV 10.553
CONTROL ALTO Valor Real AUC Valor % Recuperacion
Calculado
1 18 7777.4 19.500 -8.333
2 18 6705.8 16.776 6.797
3 18 7046.2 17.642 1.991
Promedio 17.97269523
Desviacion 1.391622761
Estandar

% CV

7.742
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- Efecto matriz

Se determind si la matriz en la que se encuentran los analitos tiene algun efecto en

su deteccidn final, se comparé la matriz (crema y aceite) y el diluyente (metanol:

agua, 80:20). La diferencia en promedios de areas no supero el +/- 20%, tomando

al diluyente como 100%

El aceite utilizado, fue aceite de oliva, los resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Resultados del efecto matriz con aceite de los 7 cannabinoides

Cannabinoide Matriz Promedio Porcentaje
AUC
CBDV Metanol: Agua 1395.44 100%
Aceite de oliva 1316.27 94.33%
CBG Metanol: Agua 1132.16 100%
Aceite de oliva 1040.75 91.93%
CBD Metanol: Agua 1122.71 100%
Aceite de oliva 1024.02 91.21%
THCV Metanol: Agua 1447.06 100%
Aceite de oliva 1345.63 92.99%
CBN Metanol: Agua 2367.37 100%
Aceite de oliva 2177.11 91.96%
THC Metanol: Agua 2462.97 100%
Aceite de oliva 2211.38 89.78%
CBC Metanol: Agua 1336.71 100%
Aceite de oliva 1147.36 85.83%
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La crema utilizada, fue crema sin cannabinoides, a base de aceite de almendras y

glicerina, los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados del efecto matriz con crema de los 7 cannabinoides

Cannabinoide Matriz Promedio Porcentaje
AUC
CBDV Metanol: Agua 1013.97 100%
Crema 1047.83 103.3%
CBG Metanol: Agua 821.33 100%
Crema 768.53 93.57%
CBD Metanol: Agua 828.66 100%
Crema 782.50 94.42%
THCV Metanol: Agua 1036.33 100%
Crema 942.10 90.90%
CBN Metanol: Agua 2113.33 100%
Crema 1947.13 92.13%
THC Metanol: Agua 1978.0 100%
Crema 1656.06 83.72%
CBC Metanol: Agua 1310.33 100%
Crema 1211.67 92.47%
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CROMATOGRAMAS

En la figura 6, se muestran algunos de los cromatogramas obtenidos tras el

desarrollo del método, la validacion y el analisis de los 7 cannabinoides en productos

para uso humano.
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Figura 6. Cromatogramas: A) Blanco (metanol), B) Estandar (25 pg/ml), C)

Producto #13 (crema).
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CONCENTRACIONES DE CANNABINOIDES EN LOS PRODUCTOS.
Se analizaron un total de 17 productos adquiridos de compras en fisico tiendas en
linea de México. En la tabla 15, se muestra el andlisis de los productos donde se
incluye la imagen del producto, el nombre con el cual estan etiquetados, la
concentracion reportada en el etiquetado, asi como aquella que realmente se

encontré después del analisis.

Se identificaron las siguientes inconsistencias, tabla 15, de los 17 productos
adquiridos, el 47% (8 productos: producto 1, 2, 3, 12, 13, 15, 16 y 17) conformaban
productos no etiquetados, sin concentraciones reportadas, sin marca registrada. De
estos productos sin etiquetar, el 62.5% de ellos (5 productos: 12, 13, 15, 16 y 17)
contenian cannabinoides por debajo del limite de cuantificacion (CBD, CBDV, CBN,
THC) y en general mostraban menores concentraciébn de cannabinoides en
comparacion con aquellos productos de marca registrada, los cuales representan el
53% del total de productos analizados (9 productos), lo que se podria traducir en
productos muy diluidos o deficientes en cuanto a su concentracién. Esto resulta
relevante porque muchos de estos productos son facilmente comercializados con la
falsa publicidad de contener cannabinoides principalmente CBD que garantizar un
beneficio a la salud del consumidor, cuando en realidad las concentraciones son
muy minimas para producir dichos efectos, implicando Unicamente un gasto

innecesario para la poblacion.

Es importante destacar que, de los 17 productos, en 12 se cuantific6 de manera
confiable al menos un cannabinoide por arriba del limite de cuantificacién (productos
1,2,3,4,56,7,8,9, 10, 11 y 13), mientras que en 5 productos (12, 14, 15, 16y
17) la totalidad de los cannabinoides reportados se ubic6 por debajo del limite de

cuantificacion.

Continuando con el analisis de las concentraciones del cannabinoide CBD en el total
de los productos, se mostraron los siguientes resultados, en el 100% de los
productos (17) se esperaba tener Unicamente concentraciones de CBD, el 53% (9
productos: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14) al ser de una marca registrada manifiestan las

concentraciones de CBD, sin embargo, de estos, solo el 33% (3 productos: 4, 6 y
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10) mostraron un etiquetado correcto con respecto a lo encontrado, mientras que el
33% (3 productos: 5, 9y 14) se encuentran sobreetiquetados con por lo menos 10%
de concentracion por debajo de lo reportado y el resto 33% (3 productos: 7, 8y 11)
estaban, subetiquetados con por lo menos 10% de concentracion por arriba de lo
reportado, importante mencionar que el 10% (1 producto), no fue posible ni siquiera
su cuantificacion, unicamente su deteccion ElI umbral de precision del 10% es
consistente con estudios comparables previos y estandares establecidos para los
productos herbales de la Farmacopea de EE. UU. y los estdndares emergentes de

la industria del cannabis.

Mientras que, situacion previamente menciona, de aquellos 8 productos que no
muestran etiquetado, el 62.5% (5 productos) no contenian CBD (1 producto) o se
encontraba por debajo de limite de cuantificacién (2 productos) y 37.5% (3
productos) si contienen, pero en concentraciones mucho menor que aquellos de

marca registrada con hasta 87% de menor concentracion.

Algo relevante de resaltar es que en la actualidad se ha incrementado el interés por
el analisis de otros cannabinoides presentes en productos derivados de cannabis,
esto asociado a los ultimos resultados reportados en la literatura, sobre un posible
efecto sequito o de sinergia que podria mejorar las acciones de cannabis ante

ciertas condiciones patoldgicas o fisiologicas.

Como resultados, se encontrd que en el 26% de los productos (4 productos: 7, 9,
13y 14), de los cuales 3 provenian de productos etiquetados y 1 de no etiquetados,
hay presencia de otros cannabinoides como son THCV, CBN, CBC y CBDV, que,
aunque estan en concentraciones por debajo del limite de cuantificacion podrian
actuar por medio de un efecto sequito, generando mayores beneficios y mejorando
tolerancia en la poblacion.

Finalmente, con respecto a las concentraciones reportadas de THC, compuesto
estudiado por atribuir los efectos psicotropicos a la planta de cannabis y sus

derivados, se encontraron los siguientes resultados.
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Posiblemente por estos antecedentes o0 quiza porque legamente dicho
cannabinoide aun se encuentra muy restringidos, todos los productos analizados
tanto aquellos adquiridos de una marca registrada con concentraciones reportadas
y aquellos sin marca registrada ni concentraciones reportadas, garantizaban la
ausencia del cannabinoide THC, reportando la presencia unicamente de CBD. Sin
embargo, del 100% de los productos (17), en el 58% (10 productos: 3, 5, 6, 7, 12,
14, 13, 15, 16 y 17) se identifico la presencia de THC en su contenido, de estos
productos el 75% procedian de productos sin marca registrada (6 productos: 3, 12,
13, 15,16y 17) y el 33.3% (4 productos: 5, 7, 6 y 14) eran de productos de marca
registrada aparente. Del total de productos identificados con THC, sean
comercializados con marca registrada o no (9 productos), el 22% (2 productos)
contenian concentraciones de THC por arriba del limite legal permitido, 1 producto
de marca registrada y 1 productos sin marca (<0.03%) mientras que el resto de
productos 78% contenian concentraciones dentro del limite permitido para THC, ya
que, de forma mas especifica, no fue posible su contabilizacion, unicamente su

deteccion.

Para fines de trazabilidad regulatoria, conviene precisar que el marco normativo
mexicano vigente clasifica como cafiamo industrial, (no sujeto al régimen de
estupefacientes) a los derivados de cannabis cuya concentracion de THC sea igual

o menor al 1 % en peso del material (Secretaria de Salud, 2021,

Dado que en este estudio las concentraciones se reportan en unidades de
concentracion volumétrica o masica (mg/mL o mg/g) y no como porcentaje en peso,

se realiza la siguiente conversion para su estimacion

Con estas respectivas concentraciones y segun lo establecido en el articulo del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario para la
Produccién, Investigacion y Uso Medicinal de la Cannabis y sus Derivados
Farmacologicos (DOF 12/01/2021), (Secretaria de Salud, 2021, (Camara de
Diputados del H. Congreso de la Unién, 2021)), se realizé la comparacion, y se

permite catalogar como un excedente del limite permitido.
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Uno de los principales hallazgos de este estudio fue la diferencia encontrada entre
las concentraciones reportadas en el etiquetado y lo que realmente contienen dichos
productos obtenido de forma experimental. Sin considerar el hecho de que casi la
mitad de los productos no mencionaban composicibn de los cannabinoides,
limitando la capacidad del consumidor para conocer la cantidad real de
cannabinoides a la que puede estar expuesto. Sin embargo, como nuestros
resultados demostraron, la presencia de informacién en el etiguetado no
necesariamente garantiza que el contenido del producto corresponda con lo
declarado por el fabricante, esto puede afectar negativamente los efectos
fisioloégicos esperados para los cannabinoides reportados en especial de CBD,
puede representar un problema cuando el consumidor adquiere el producto con la
expectativa de recibir una cantidad determinada del cannabinoide, en nuestros
resultados algunos de los productos analizados presentaron concentraciones de

CBD muy inferiores a las esperadas.

Los resultados obtenidos son comparables con investigaciones realizadas a nivel
internacional, donde también se ha documentado inconsistencias entre la
concentracion de CBD declarada y la determinada analiticamente. Gidal y
colaboradores en el 2024, analizaron 202 productos comerciales, observaron que
74% presentaron una desviacion de al menos 10 % respecto a la concentracion
declarada, lo que evidencia que las inconsistencias observadas en el presente
estudio no constituyen un fenémeno aislado y pueden representar una problemética
recurrente en la comercializacion de productos derivados de CBD. En otro estudio
publicado por Bonn-Miller y colaboradores en el 2017 analizaron 84 productos de
31 compafias y se encontraron porcentajes de variaciones muy similares a nuestros
resultados. Esto permite inducir que nuestros resultados tienen una tendencia
similar con publicaciones antes reportadas, aunque la muestra de nuestro estudio

sea mas pequeniia.

Otro hallazgo relevante fue la presencia de otros cannabinoides ademas del CBD,
entre ellos, THCV, CBN, CBC y/o CBDV, es importante mencionar que la presencia
de estos compuestos resulta de interés debido a que la actividad biolégica de los
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productos derivados de Cannabis depende unicamente del CBD, se ha propuesto
que diferentes componentes de la planta pueden interactuar entre si y modificar
respuestas bioldgicas, a esto se le conoce como “efecto séquito”. Sin embargo, las
concentraciones encontradas de estos cannabinoides estaban por debajo del limite
de cuantificacién, por lo que los resultados no permiten establecer si estas
cantidades son suficientes para producir un efecto farmacolégico, ni demostrar la

existencia de un efecto séquito.

Simei y colaboradores en el 2024, abordan el interés cientifico de la interaccién
entre multiples componentes del cannabis, pero que la evidencia actual todavia es
insuficiente para considerar el efecto séquito como un fendmeno estable, predecible
y clinicamente demostrado, esta referencia en relacion con nuestros resultados,
permite concluir que la identificacion de otros cannabinoides, aun en
concentraciones inferiores al limite de cuantificacion, resulta de interés debido a la
posibilidad de interacciones farmacoldgicas entre multiples componentes del

cannabis.

Dentro de nuestros resultados mas sobresalientes se encontro la presencia de THC
en la mayoria de los productos analizados, a pesar de que todos los productos
declaraban o se comercializaban con la ausencia de este cannabinoide, incluso
algunos productos superaron el limite permitido. Estos resultados son comparables
con investigaciones previas que han identificado THC en productos comercializados
como derivados de cdfiamo o CBD. Como es el caso de Miller y colaboradores en
el 2022, que detectaron THC en 35 % de 105 productos analizados, incluyendo
productos que se declaraban libres de THC. Tanto esos resultados como los
nuestros, evidencian una discrepancia entre la composicion declarada y la

composicién cannabinoide determinada analiticamente.

Los productos comercializados en México presentan en algunos casos informacion
limitada sobre su composicién, discrepancias entre las concentraciones declaradas
y las determinadas experimentalmente, asi como la deteccion de THC no declarado,
en concordancia con estudios previamente publicados como Bakowska A en el 2022

gue reportaron en un analisis de 88 productos un etiquetado incorrecto en el 55%
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de los casos, o bien, los resultados publicados por Salehi A, et al., 2022 con un
informe de compras en linea con inconsistencia en el 43% de los productos como
subetiquetados y 26% sobreetiquetados, asi como una deteccion de THC en el 21%

de estos.

Esto resalta la necesidad de fortalecer la caracterizacién analitica y los mecanismos
de control de calidad de este tipo de productos. Estos hallazgos son relevantes en
un contexto en el que los consumidores pueden seleccionar estos productos
basandose en la informacion proporcionada en el etiquetado, debido a que los
efectos bioldgicos demostrados en diferentes condiciones de salud, suelen ser dosis
dependiente, como se describe a profundidad en el siguiente apartado con los
resultados de diferentes concentraciones de cannabinoides y sus efectos a nivel
endotelial.

Tabla 15. Concentraciones de cannabinoides obtenidas por HPLC/DAD, con

respecto a lo reportado en el etiquetado.

ACEITE DE CANNABIS SIN CONCENTRACION

PRODUCTO #1 REPORTADA
2 Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiguetada) obtenida (HPLC)
Desconocida CBD =2.11 +/- 0.27 mg/ml

ACEITE DE CANNABIS SIN CONCENTRACION

PRODUCTO #2 REPORTADA
& Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiguetada) obtenida (HPLC)
‘ Desconocida CBD = .862 +/- 0.03 mg/ml
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PRODUCTO #3

PRODUCTO #4

—

A MNTWE
W s e

SURSE

PRODUCTO #5

ACEITE DE CANNABIS DESCARBOXILADO SIN
CONCENTRACION REPORTADA

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
Desconocida CBD =4.40 +/- 0.006 mg/mi

THC = Por debajo del LC.

ACEITE DE CANNABIS — INFUSION FLORAL

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
CBC =4 mg/ml CBD =4.30 +/- 0.89 mg/mi

ACEITE DE CANNABIS — CANNANI
1000 mg / 10MI

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)

CBD = 14.31 +/- 1.74 mg/ml|
CBD = 100 mg/mL THC = 4.55 +/- 1.08 mg/ml
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ACEITE DE CANNABIS — CANNANI

PRODUCTO #6 THCA 500 mg en 10 MI
Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
THCA =50 mg/mL CBD =4.47 +/- 1.43 mg/ml

THC = 11.33 +/- .603 mg/mi

TINTURA DE CANNABIS — CBD LIFE

PRODUCTO #7 125 mg en 30 Ml
Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
52 CBD = 6.67 +/- 0.87 mg/ml
= CBD = 4.16 mg/mL THC = Por debajo del LC.

CBN = Por debajo del LC

ACEITE DE CANNABIS — PARADISE

PRODUCTO #8 500 mg en 30 Ml
Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
CBD = 16.6 mg/mL CBD = 21.42 +/- 1.87 mg/ml
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PRODUCTO #9

e/

;

PRODUCTO #10

E.3
<) !EEP‘Q‘

’ o MAs .
FRIG/ICALIENTE
-4

PRODUCTO #11

BALSAMO - CBD LIFE

50mgen90g
Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
CBD = .55 mg/g CBD =.168 +/- 0.025 mg/g

THCV = Por debajo del LC

POMADA — PARADISE
150 mgen90g

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
CBD = 1.6 mg/g CBD = 2.21 +/- .41 mg/g

ACEITE DE CANNABIS — PARADISE
2000 mg en 30 Ml

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
CBD = 66.6 mg/ml CBD =102.18 +/- 15.83 mg/mi
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PRODUCTO #12

PRODUCTO #14

PRODUCTO #13

CREMA DE CANNABIS SIN CONCENTRACION

REPORTADA
Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiguetada) obtenida (HPLC)

CBDV = Por debajo del LC.
Desconocida THC= Por debajo del LC.

ACEITE DE CANNABIS — SANIYE
3000 mg en 30 Ml

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)

CBD = Por debajo del LC
CBD =100 mg/mL CBN = Por debajo del LC

CREMA DE CANNABIS SIN CONCENTRACION
REPORTADA

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)

CBDV = Por debajo del LC
Desconocida CBD = Por debajo del LC
CBN = Por debajo del LC
THC = 2.66 +/- 0.37 mg/g
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PRODUCTO #15

PRODUCTO #16

PRODUCTO #17

ACEITE DE CANNABIS. TINTURA DE CBD
SIN CONCENTRACION REPORTADA

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiguetada) obtenida (HPLC)
Desconocida THC = Por debajo del LC

ACEITE DE CANNABIS. Orizaba
SIN CONCENTRACION REPORTADA

Concentracion reportada Concentracion promedio
(Etiquetada) obtenida (HPLC)
Desconocida THC = Por debajo del LC

ACEITE DE CANNABIS. Orizaba
SIN CONCENTRACION REPORTADA

Concentracion reportada Concentracion promedio

(Etiguetada) obtenida (HPLC)

Desconocida THC = Por debajo del LC
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Tabla 16. Andlisis porcentual de las diferencias encontradas en el etiquetado de
PRODUCTOS COMERCIALIZADOS DE CANNABIS

SIN MARCA'Y SIN CON MARCA'Y DEL TOTAL DE
ETIQUETADO CON ETIQUETADO PRODUCTOS

% DE 47% (8 productos) @ 53% (9 productos) 100% (17
PRODUCTOS productos)
% Productos con  62.5% (5 productos) 100% (9 productos) 82% (14 productos)
CBD
% Subetiquetados N/A 33% (3 productos) | 17.6% (3 productos)
(<10%)
% Sobretiquetados N/A 33% (3 productos) | 17.6% (3 productos)
(>10%) “Debajo del limite de
cuantificacion: 1
producto”
% Etiquetado con N/A 33% (3 productos) | 17.6% (3 productos)
precision
% Productos con 75% (6 productos) = 33% (4 productos) 58% (10 productos)
THC
% En limite 62.5% (6 productos) | 22% (2 productos) 52% (8 productos)
permitido “‘Debajo del limite de ' Debajo del limite de
cuantificacién: 6” cuantificacion: 2
% Sobrepasa limite 0 11% (2 productos) 6% (1 productos)
permitido
% Productos con 20% (1 producto) 33% (3 productos) 23.5% (4
otros Debajo del limite de = Debajo del limite de productos)
cannabinoides cuantificacion: 1 cuantificacion: 3

productos de cannabis para uso humano.
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VIIl. CONCLUSION

Se desarrolld y valid6 un método analitico de HPLC / DAD, que permitid la
cuantificacion de 7 cannabinoides en productos comerciales de cremas y aceites.
Se identificé que existe diferencia en las concentraciones de cannabinoides en
productos comercializados con respecto a lo reportado en su etiquetado. Esto
podria tener un impacto directo en las personas que adquieran los productos,
ocasionando, por un lado, un efecto terapéutico nulo, al no alcanzar las
concentraciones establecidas de CBD y por otro un riesgo para la salud al superar
el limite permitido de THC. Se disefid un modelo de esferoides en cultivo celular de
células de endotelio sanas y enfermas, el cual permiti6 identificar que en este
estudio no muestra diferencia en la viabilidad celular de ambos modelos de células
endoteliales. Asi mismo, no se observd efecto citotdéxico proveniente de las
diferentes muestras de aceites de cannabis y se demostrd actividad antioxidante
proveniente de ciertos aceites de cannabis, asi como un incremento en la expresion
de un receptor cannabinoide CB1 con todas las concentraciones de aceites
probadas, en condiciones enfermas, lo que podria estar asociando a los fisioldgicos
atribuidos a Cannabis y extractos derivados, estos podrian mejorar condiciones
clinicas del dafio endotelial, estos hallazgos in vitro sugieren un efecto biolégico
compatible con un papel protector de los cannabinoides estudiados a nivel
endotelial, que debe confirmarse mediante estudios adicionales in vivo, con
evaluacion de dosis-respuesta y farmacocinética, antes de inferir un beneficio

clinico”.
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XI.  ANEXOS

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Esta seccion se incorpora para reconocer, de manera transparente y consolidada,
las limitaciones metodoldgicas, analiticas, regulatorias y estadisticas identificadas
durante la revision de este trabajo, asi como el tratamiento mas razonable que
puede darseles sin necesidad de repetir procedimientos experimentales ya
concluidos. Ninguna de ellas invalida el valor global del estudio; delimitan, en

cambio, el alcance apropiado de las conclusiones.

1. Trazabilidad ética del material de origen animal. Las células de endotelio de
rata espontaneamente hipertensa (SHR) provienen de animales sacrificados en
la Unidad de Fisiologia Celular de la UNAM, institucion externa a la UASLP. El
protocolo no cita el nimero de dictamen del comité de cuidado y uso de
animales de laboratorio de dicha unidad, ni declara cumplimiento con la NOM-
062-Z00-1999 ni con los principios de las 3R recogidos en las guias ARRIVE
2.0 (NOM-062-Z00-1999). Dado que el material ya fue obtenido y no es posible
repetir el procedimiento animal retroactivamente, la via mas adecuada es
solicitar a la Unidad de Fisiologia Celular de la UNAM una constancia por escrito
del dictamen bajo el cual se genero el material celular empleado, e incorporarla
como anexo de la tesis; alternativamente, si el material se adquiri6 ya como
linea celular establecida y no por sacrificio directo para este proyecto, debe
aclararse asi explicitamente, lo cual resolveria la observacion sin necesidad de

tramite adicional.

2. Autenticacion de lineas celulares y control de micoplasma. No se reporta
autenticacion por perfil de repeticiones cortas en tandem (STR) ni pruebas
periodicas de deteccidon de micoplasma para las lineas HCAEC y SHR
utilizadas, controles hoy considerados minimos para la reproducibilidad de la
investigacion con cultivos celulares. Al no ser posible re-autenticar
retroactivamente el material ya utilizado en los experimentos ya concluidos, se
reconoce esta ausencia como limitacion reconocida del estudio, nos
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comprometemos a incorporar autenticacion por STR y prueba de micoplasma
como practica estandar en los proyectos subsecuentes del grupo de

investigacion.

3. Tamafio y representatividad de la muestra de productos comerciales. La
muestra de 17 productos, obtenida por conveniencia, no permite estimar con
precision la prevalencia real de inconsistencias de etiquetado en el mercado
mexicano de derivados de cannabis, y su tamafio es notablemente menor al de
los estudios internacionales citados como referencia (88, 84 y 105 productos,
respectivamente). Ampliar la muestra implicaria un nuevo trabajo de campo no
factible en esta etapa. La opcidon mas pertinente es delimitar explicitamente el
alcance de las conclusiones del estudio como “una caracterizacion exploratoria
del mercado local, no representativa en sentido estadistico”, evitando extrapolar
los porcentajes encontrados como si describieran el mercado nacional en su
conjunto, y sugiriendo expresamente, como linea de investigacion futura, una
encuesta de mercado con muestreo probabilistico que permita estimaciones de

prevalencia con intervalos de confianza.

4. Ausencia de estandares de cannabinoides acidos y su efecto en la
conclusién sobre el producto #6. El estdndar de referencia certificado
utilizado (Supelco, Cannabinoid Mixture (Neutrals), 8 componentes) no incluye
las formas acidas de los cannabinoides (THCA, CBDA, CBGA, CBNA), que son
la especie predominante en productos no descarboxilados. Esto es
particularmente relevante para el producto #6, comercializado explicitamente
como “THCA 50 mg/mL”: el resultado reportado (CBD = 4.47 mg/mL; THC =
11.33 mg/mL) nunca se cuantifico el analito realmente declarado por el

fabricante.

5. Confirmacién de identidad de isémeros D8-THC/D9-THC. El método HPLC-
DAD empleado, con una corrida isocratica de 6.5 minutos y deteccion final a
una sola longitud de onda (220 nm), no incorpora un criterio de pureza espectral
de pico ni confirmacion por espectrometria de masas que descarte la coelucion

entre D8-THC y D9-THC, isbmeros de separacién cromatografica notoriamente
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dificil por HPLC-UV. Por lo que la cuantificacion de THC/D9-THC reportada no

cuenta con confirmacion por espectrometria de masas.

6. Célculo de tamafio de muestray poder estadistico. No se presenta un calculo
de tamafio de muestra ni de poder estadistico a priori para los ensayos
celulares. Dado que el experimento ya se ejecutdé con el numero de réplicas
descrito, no es posible modificar retroactivamente el tamafio muestral. Se
calcular el poder estadistico observado (post hoc) para los contrastes centrales
del estudio (viabilidad celular sano vs. enfermo) y se reportara junto con el

intervalo de confianza de la diferencia observada,

7. Extrapolaciéon de los umbrales de ISO 10993-5. La clasificacion de citotoxicidad
empleada (100-75 % no citotoxico, etc.) proviene de la norma ISO 10993-5,
disefiada especificamente para dispositivos médicos y no para extractos
botanicos de consumo oral o tépico. Por analogia, en la literatura de fitoquimica,
dicha clasificacion se adopta como marco de referencia orientativo por analogia,
y no como el estandar regulatorio directamente aplicable a un producto de

consumo.

8. Cegamiento en la cuantificacién morfoldgica de esferoides. Al tratarse de
mediciones ya efectuadas sobre imagenes ya capturadas, se reconoce
explicitamente esta limitacion en el texto y se sefiala que las mediciones fueron
realizadas por un Unico analista sin cegamiento formal, lo cual se recomienda

subsanar en estudios futuros del grupo.

9. Normalizacién y eficiencia de amplificacién en RT-gPCR. No se reporta un
gen de referencia (housekeeping) para la normalizacion de la expresion de CB1
y CB2, ni datos de eficiencia de amplificacion por gen, ambos necesarios para
una cuantificacién relativa rigurosa. Si los datos crudos de amplificaciéon (curvas
de Ct/Cq) se conservan, es posible, sin repetir el experimento en el laboratorio,
reprocesar los resultados incorporando un gen de referencia validado
retrospectivamente (si se incluy6 alguno en la corrida original, aunque no se
haya reportado) y recalcular los valores de expresion relativa mediante el

método AACt. Si no se incluyd ningun gen de referencia en el disefio
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experimental original, debe reconocerse esta ausencia como una limitacion del
componente molecular del estudio, matizando la interpretacién de “Delta Rn”
reportada como una medida semicuantitativa y no como una cuantificacion
relativa normalizada en sentido estricto, y recomendando incorporar un gen de

referencia (p. ej. GAPDH o B-actina) en estudios futuros.

10. Interpretacién de “no diferencia” en viabilidad celular. La afirmacion de que

11.

“no existe diferencia” en la viabilidad celular entre los modelos sano y enfermo,
basada en la ausencia de significancia estadistica, no equivale a demostrar la

equivalencia biolégica entre ambos modelos

Vacio de estabilidad en tiempo real de las muestras comerciales.
El parametro validado como “estabilidad a largo plazo” cubre unicamente 24
horas en refrigeracion, mientras que los productos comerciales permanecieron
hasta 3 meses a temperatura ambiente antes del analisis. No siendo posible
retroceder en el tiempo para generar un estudio de estabilidad real en esas
condiciones sobre las muestras ya analizadas, se reconoce explicitamente que
la concentracion reportada para cada producto corresponde a la concentracion
en el momento del analisis (y no necesariamente a la concentracién original del
producto tal como fue adquirido), lo cual es, de hecho, coherente con el objetivo
del estudio de caracterizar lo que el consumidor recibe en el momento del
consumo, mas que con el de certificar la concentracion de fabricacion del

producto.
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FINANCIAMIENTO Y CONFLICTO DE INTERESES

Este apartado se incorpora para dar cumplimiento a los requisitos de transparencia
cientifica recomendados por el International Committee of Medical Journal Editors.
(ICMJE, 2024)

Agradecemos el apoyo financiero del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias

y Tecnologias (SECIHTI), bajo la subvencion nimero 840192.

Los autores declaran no tener ningun conflicto de interés comercial, financiero o
personal con los fabricantes de los productos comerciales analizados en este

estudio (incluidos, entre otros, Cannani, CBD Life, Paradise y Saniye).

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD
Este proyecto no involucra el trabajo con animales ni humanos por lo que no

representa riesgo para la salud.

- 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: y debido a que esta investigacion se considerd
como investigacion sin riesgo de acuerdo al Articulo 10 de la Resolucién

008430/93, este estudio se desarrollara conforme a los siguientes criterios:

e El ensayo se realizard cumpliendo el protocolo que ha recibido previamente la
aprobacion o la opinion favorable del comité de revisidn institucional.

e Los ensayos son solidos desde el punto de vista cientifico y estan descritos en
un protocolo de forma clara y detallada.

e Envirtud de la educacion, la formacion y la experiencia, los profesionales estaran
calificados para realizar su cometido en lo que respecta al ensayo.

e El registro, la gestion y el almacenamiento de toda la informacién del ensayo
clinico seran adecuados para que la notificacion, la interpretacion y la

verificacion del ensayo sean precisas.
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e Los productos experimentales se fabricaran, manejaran y almacenaran
conforme a las buenas practicas de fabricacion (BPF) aplicables, y se utilizaran
conforme al protocolo aprobado.

e Los procesos experimentales de esta investigacién, han sido realizados y
comprobados previamente en otros estudios con la misma finalidad.

e EIl conocimiento que se pretende producir, serd obtenido por medio del analisis
de muestras de extractos de fuentes de alimentos, los resultados seran
procesados estadisticamente.

e Este protocolo de investigacién no presenta ningun tipo de riesgo, pues no se
trabaja directamente con animales o bien con personas, toda la metodologia es

de tipo experimental 'y los procedimientos son in  vitro.

NORMAS NACIONALES

Los residuos quimicos generados durante este proyecto se manejaran en apego a
los lineamientos de la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos
- Clasificacion y especificaciones de manejo. Los residuos se clasificaran de
acuerdo a los apartados 6 y 7 en cuanto a su peligrosidad especificados en la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los
residuos peligrosos. Los procedimientos del trabajo experimental se apegaran a lo
estipulado por la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-005-STPS-1998, Relativa a
las condiciones de seguridad e higiene en los centros de trabajo para el manejo,
transporte y almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas. Asi mismo se
seguiran los lineamientos establecidos en el 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

Este protocolo de investigacion, pretende obtener un analisis y control de calidad de

productos finales derivados de cannabis para consumo humano, especificamente
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aceites, que contenga cannabinoides, reportando los resultados en un adecuado
etiquetado, con informacion veridica para su consumo. La importancia de ello,
radica en su efecto farmacolégico in vitro en diferentes patologias, en particular en
esta investigaciéon de tipo cardiovascular (hipertensién arterial), siendo posible
identificar bajo qué condiciones se tiene resultados positivos de mayor impacto, sin
manifestar un efecto nocivo a la salud, Los resultados de este estudio, impactan en
la autoadministracién generalizada sin supervision médica y amplia disponibilidad

como suplemento alimenticio, asi como su uso en patologias de tipo cardiovascular.
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CARTA DE APROBACION POR LA COMISION FEDERAL PARA LA
PROTECCION CONTRA RIESGOS SANITARIO

@ SALUD | (g CorEPRIS
Ciudad de México, I* de junio de 20211

Dra. Luz Eugenia Alcintara Quintana
CIACYT, UASLP

Investigador Principal
Unidad de Innovacién v Diagnéstico en Biologia celular y Molecular
PRESENTE:

Con base a su solicitud con fecha de Julio ded afo 2020, y desplices de aprobarse ol
REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE CONTROL
SANITARIO PARA LA PRODUCCION, INVESTIGACION Y USO MEDICINAL DE LA
CANNARBIS Y SUS DERIVADOS FARMACOLOGICOS, en o afio 2021, se le informa que
Jespués de evaluar su protocolo "Andlisis de productos y metabolitos de Cannabis como
oroducto natural para su uso en enfermedades crénico degenerativas”. Este dltimo se
:ncuentra aprobado. Con ¢l nimero de registro T89.21.07-UID y su duracién o
IRIANUAL

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

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

COMISION DE AUTORIZACION SANITARIA
ENCARGADO DEL DESPACHO
Lic. José Luis Berimen Jlimenez
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PARAMETROS DE APTITUD DEL SISTEMA

A partir de los cromatogramas correspondientes a la curva de calibracion, se
calcularon los parametros de resolucién y eficiencia cromatografica. Los valores de
resolucién entre los cannabinoides fueron superiores a 1.5 y los valores calculados
de platos tedricos fueron superiores a 2,000, lo que indica una adecuada separacién

y eficiencia cromatogréfica bajo los criterios considerados.

Cannabinoide | tR Ancho | Resolucion | Platos ¢Cumple | ¢Cumple
(min) = del pico Rs* tedricos = Rs=1.5? N =20007?
W (min) N*
CBDV 2.443 @ 0.0769 — 16,148 — Si
CBG 2.867  0.0825 5.32 19,323 Si Si
CBD 3.059 0.0888 2.24 18,987 Si Si
THCV 3.513 | 0.0962 491 21,337 Si Si
CBN 4.132 | 0.1052 6.15 24,684 Si Si
THC 5.036 0.1977 5.97 10,382 Si Si
CBC 5.721 @ 0.1505 3.93 23,120 Si Si
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CERTIFICADO DE ANALISIS CANNABINOID MIXTURE, C-219-1ML, SUPELCO

Supelco.

W RIGRAETII N

Certified Reference Material - Certificate of Analysis
Cannabinoid Mixture {Neutrals) - 8 Component

Cataleg Number:
Solution Lot:
Lapiration Datu:
Solvent:
Volume per Ampoule:
Storege:

Shipping:
Imtendeod Use:

Instructions for Use:

Regulatory:
Country of Origen:
Safety:

¢ Exgiraban Date has Dean sstadlahed Urough e tme slatelty stodie

o Atrpoues me overliliod Lo wrmure d mniman L mb polume can So transfiemred whee using o 1 ol Class

.

A volumetne pipelte.

C 219 1ML

FEQ3052602

Juby 2051

Muthano!

Mot uss than 1 mb

Storw unopured i frezer (<10 “C o 25 *C).

Ship amizeck. Ses Stabitly Section,

Thes Certified Reference Materal s sutlatie for e Aoy v identilcabiun,
caliration, and gquartfication of the ansdyis(s) in anadylical et RED
applCalines. Nol sultabiv o hnaman or eimal corsumplion.

Users should guanttateddy traraler desired velame usng etatiared good
lbsaralary practices 10 sprhe o malrie or B dilube to the Sesired concuntsalion.
Each ampoube s intended for cne-lime use.

USDEA Exampt | Canadan CTK # 007.00%5

Urniled States of Amenca

Dieger. Soe Sufity Duta Shaet

For quantitinive applcitions, the mitsmum sample slee for nbandedd o s 1 pl.

Component Chromatographic Purity Concentration (pg/mL)
Cannabiictenmmne (CEC) gu.4% 500 23
Cannabiisdiol (CRBD) 100.0% S00 + 10
Cannabtidvarn (CEOV) 99.2% S0 23
Cannabiigural {CBG) 99.1% 00 +3
Cannabiinel {CBN) UB.0% S0 £S5
{)durad-THC 920.2% 500 21
(- )dutad THC UE.9% LR
Yutrahydrocannalivarin (THCY) 99.1% 500 %1

Uncertanty of the contontration I8 expriised a8 un expanded uncedainty in scccrdancs with IS0
7025 and 150 170634 ot the appreccanate D55 confidante miarved using a coverage factor of k = 2
and has bewn caltusated by statishioal analyss of uwr product on sysiem and Incarpocid es ancarlanty
of tha purity lactee, mataral Sunvly, and balincs and weighing techngue

Thia standand ts propaned grivimmtrically and miss resuts ww roported an the cormmniicned bads far
waighing In sir. Cunceniration = celcuMied based an: Uhe ectudl meisuned mass; Purdy Faoiee of
the srahyte(); messured mass of the sulution; and the densily of the pure Aloent at 20°C

* Conimrbrabion |s camrected for Sromutograghic portly, resiusd wsler, resdusd sovents andd nesdus

INOIGANKS,

Cortllant cortifies that this standerd mests the speciications slated n the cortificats and mirrans ths prosuc
0 meel the Neted olieptanie Oileris Drough the wpbation/retust dete when stored unepened ws
recommunded  Produc! should be used shartly afler cpening 10 swsld concoftration chieges due O
eviporation. Wirrmnty dous net apply to enpoules stared aftdr cpening.
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Resumen

La Cannabis sativa es una planta medicinal utilizada actualmente con fines terapéuticos; su popularidad va en
aumento debido a los efectos benéficos que la ciencia ha atribuido a sus compuestos cannabinoides bioactivos.
Con el tiempo, ha incrementado la comercializacidn de sus productos de venta libre para consumo y uso humano
derivados del cannabis. Sin embargo, esto es interesante y alarmante, ya que el analisis de diferentes productos
comerciales ha demostrado que las etiquetas no son siempre correctas y a veces incluso reflejan
concentraciones erroneas de cannabinoides. En este estudio, se desarrollé y validdo un método analitico de
cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a una matriz de diodos (HPLC/DAD) que permitio el andlisis de
siete de los cannabinoides esenciales de cremas y aceites comerciales. En este estudio, se identifico que existe
una diferencia en las concentraciones de cannabinoides en productos comerciales respecto a lo reportado en
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