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RESUMEN

Cannabis sativa L. es una especie rica en diversos metabolitos especiales o
secundarios, entre los que se destacan los cannabinoides, terpenos y com-
puestos fendlicos, reconocidos por contribuir de forma sinérgica en el aro-
ma, sabor y propiedades terapéuticas de la planta. LLos cannabinoides son
los metabolitos mas conocidos de Cannabis, con mas de 100 identificados
hasta la fecha. Estos compuestos interactdan con el sistema endocannabi-
noide del cuerpo humano para producir diversos efectos fisiologicos, siendo
junto a fenoles y terpenos los principales ingredientes farmacolégicamente
activos (IFA) de los Productos vegetales elaborados a base de Cannabis para
su uso y aplicacion en medicina humana. La cantidad, calidad, estado de
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oxidacion y propiedades de los IFA puede variar ampliamente segin la cepa
utilizada, la forma de cultivo, el proceso de cosecha, el curado de la droga
vegetal y la técnica de extraccion utilizada, entre otros. En este contexto, ob-
tener productos estandarizados a base de Cannabis es importante para lograr
farmacos de calidad, que ofrezcan seguridad y eficacia. El objetivo de esta
investigacion fue caracterizar morfo-anatomicamente a las inflorescencias
(sin hojas) de dos cepas de Cannabis para uso medicinal cultivadas en la pro-
vincia de Tucuman, optimizar técnicas de extraccion para la obtencion de
extractos estandarizados en compuestos fendlicos y cannabinoides y evaluar
su capacidad antioxidante. Para ello se seleccionaron inflorescencias de dos
cepas, INBIO-1 y 2, cultivadas bajo condiciones controladas en la provincia
de Tucuman. LLas mismas se caracterizaron macro y microscopicamente.
Parte del material se sec6 en estufa y se fragmentd, para luego proceder a la
optimizacién de la extraccién de los IFA. Se ensayaron extracciones utili-
zando etanol 96° a dos temperaturas (5 y 40 °C) y tres relaciones diferentes
de material vegetal (MV) respecto al solvente (S) (1/10, 1/20 y 1/40). Se de-
mostrd que la relacion MV/S, la temperatura y la cepa utilizada determinan
el perfil cualitativo y cuantitativo de metabolitos extraidos y su actividad
antioxidante. LLos extractos obtenidos a partir de cepas locales de Cannabis
resultaron estandarizados con una metodologia convencional, seleccionando
las condiciones para la extracciéon mas eficiente de compuestos bioactivos.

Palabras clave: Cannabis para uso medicinal; extractos; resinas; cannabinoides; com-
puestos fendlicos.

ABSTRACT

Cannabis sativa L. is a rich species in several special or secondary metabo-
lites, among them cannabinoids, terpenes, and phenolic compounds stand
out, recognized for their synergistic contributions to the aroma, flavor,
and therapeutic properties of the plant. Cannabinoids are the best-known
metabolites of Cannabis, with more than 100 identified thus far. These
compounds interact with the endocannabinoid system of the human body
to produce various physiological effects, being together with phenols and
terpenes the main Pharmacologically Active Ingredients (PAI) of Canna-
bis-based plant products for use and application in human medicine. The
quantity, quality, oxidation state, and therapeutic properties of PAI can
vary widely depending on the strain used, the cultivation method, the
harvesting process, the curing of the herbal material, and the extraction
technique used, among others. In this context, obtaining standardized Can-
nabis-based products is important to achieve quality medical drugs that
offer safety and efficacy. The aim of this research was to characterize the
morpho-anatomy of the inflorescences (without leaves) of two strains of
Cannabis grown for medicinal purposes in the province of Tucuman, op-
timize extraction techniques to obtain standardized extracts in phenolic
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and terpene-phenolic compounds, and evaluate their antioxidant capacity.
For this purpose, inflorescences of two Cannabis strains, INBIO-1 and 2,
grown under controlled conditions in Tucumén province, were selected.
They were characterized macro- and microscopically employing conven-
tional histological techniques. Part of the material was dried in an oven
and fragmented, to then proceed to optimize the extraction of the PAlIs.
Extractions were tested using 96° ethanol at two temperatures (5 and 40
°C) and three different ratios of plant material (pM) to solvent (S) (1/10,
1/20, and 1/40). It was demonstrated that the plant material/solvent pM/S
ratio, temperature, and strain used determine the qualitative and quanti-
tative profile of the extracted metabolites and their antioxidant activity.
The extracts obtained from local Cannabis strains were standardized with
a conventional methodology, selecting the conditions for the most efficient
extraction of bioactive compounds.

[Palabras clave: Medicinal Cannabis; extracts; resins; cannabinoids; phenolic compounds.]

INTRODUCCION

Cannabis sativa L. (Cannabaceae) es una especie perteneciente a un géne-
ro monoespecifico altamente polimoérfico (McPartland, 2018). Se trata de
plantas herbaceas arbustivas, anuales, dioicas (ocasionalmente monoicas)
(Arbo et al., 2019).

La especie se origind hace 6000 anos en Asia Central y, debido a su
valor en la produccion de fibras textiles y sus potenciales aplicaciones in-
dustriales, medicinales, alimenticias, rituales y recreativas, su cultivo se
ha difundido a nivel mundial (Cerino et al., 2021; Fordjour et al., 2023).
En base a estudios botanicos morfolégicos, genéticos, fitoquimicos y de
distribucién, McParland y Small (2020) y Lapierre et al. (2023) han pro-
puesto la existencia de dos subespecies; C. sativa subsp. sativa (originaria
de Europa, con las variedades sativa y spontanea) y C. sativa subsp. indica
(con 4 variedades, indica, afghanica, himalayensis y asperrima de diferentes
origenes geograficos). Sin embargo, producto de la fuerte hibridacion que
han sufrido las subespecies para la seleccion de variedades y cepas con
caracteristicas de interés comercial, se han eliminado a grandes rasgos las
diferencias entre ellas (Lapierre et al., 2023).

Actualmente, en nuestro pais, bajo las leyes 27350 y 27669 (para la
investigacion médica y cientifica de uso medicinal de la planta de Cannabis
y sus derivados; y para el desarrollo de la industria del Cannabis de uso
medicinal, y el cihamo industrial, respectivamente) y mediante la Reso-
lucion 781/2022 (posteriormente modificada por la disposiciéon 767/2023)
del Ministerio de Salud de la Nacidn, se cred la categoria de “productos
vegetales a base de Cannabis y sus derivados destinados al uso y aplicacion
en la medicina humana”. La disposicion 6431/2022 de la Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), en
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su guia anexa para la autorizacion sanitaria de productos vegetales a base
de Cannabis, define a la droga vegetal como las inflorescencias femeninas y
las hojas superiores acompanantes, desecadas, enteras o fragmentadas, obte-
nidas del pie femenino (o de plantas provenientes de semillas feminizadas)
de C. sativa, incluyendo todas sus subespecies, variedades y quimiotipos.

Las inflorescencias femeninas son panojas compactas, en las que la
unidad estructural (o fitdmero) esta conformada por un eje con nudos acor-
tados donde se disponen bracteas foliares con estipulas, en cuyas axilas se
acomodan las flores femeninas de a pares (Spitzer-Rimon et al., 2019). Cada
flor se encuentra rodeada por una bractea perigonial foliosa, densamente
poblada por tricomas, en su mayoria glandulares que sintetizan y acumu-
lan fitocannabinoides, fenoles y terpenoides, responsables del olor y sabor
caracteristicos de la planta. En la naturaleza, estos metabolitos secundarios
actlan en interacciones ecoldgicas con el ambiente, incluyendo factores
abidticos (como antioxidantes frente a radicales libres, moléculas senali-
zadoras de stress, entre otras) y bidticos (frente a herbivoros, fit6fagos y
microorganismos) (André ez al., 2016; Biteznik et al., 2023; Hancock et al.,
2024). El perianto se compone de una membrana hialina (correspondiente a
los ciclos no fértiles reducidos) (Leme et al., 2020a), la cual recubre parcial-
mente al ovario oval, unilocular y uniovulado, caracterizado por presentar
un estilo con dos ramas estigmaticas exertas recubiertas de papilas (Arbo ez
al., 2019; Reed, 1914; Spitzer-Rimon et al., 2019; Leme et al., 2020a). Cabe
destacar que los organos vegetativos aéreos de la planta, al igual que las
inflorescencias, presentan estructuras de secreciéon como tricomas glandu-
lares; no glandulares (Raman et al, 2017) y laticiferos asociados al floema
(Leme et al., 2020b; Vaccarini et al., 2023).

Hasta el presente se han identificado en la planta de Cannabis aproxi-
madamente 500 compuestos, entre los que se encuentran terpenos, feno-
les, terpeno-fenoles como los fitocannabinoides, alcaloides, aminoacidos,
vitaminas y carbohidratos, entre otros (Citti et al., 2020; Flores-Sanchez y
Verpoorte, 2008; McPartland y Russo, 2001). Los fitocannabinoides mas
conocidos y estudiados son el A9—tetrahidrocannabinol (THC), el canna-
bidiol (CBD) y el cannabinol (CBN); los cuales constituyen los principales
principios activos del Cannabis y presentan diversas propiedades y efectos.
Una tendencia es clasificar las variedades de Cannabis en quimiotipos o
variedades quimicas, seglin la composicién de cannabinoides y terpenos en
sus inflorescencias, los cuales influyen en sus efectos terapéuticos (Haze-
kamp y Fischedick, 2012). Tradicionalmente se definen 3 quimiotipos en
base a la relacion de sus principales cannabinoides: el I, con altas cantidades
de THC (THC: CBD >> 1), el II con iguales concentraciones de THC y
CBD, (THC: CBD = 1, aceptable entre 0,5-2) y el III con alto contenido
de CBD (THC: CBD << 1) (Pacifico et al., 2008).

Es ampliamente conocido que las condiciones ambientales generan
variabilidad quimica y morfoldgica en la planta (Flajsman y Acko, 2020;
Saloner y Bernstein, 2021; De Prato et al., 2022; Moher et al., 2022; Tran-
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coso et al., 2022). Por otro lado, factores como el solvente de extraccion,
la temperatura, la relacién material vegetal / solvente (MV/S), el método
de extraccion (maceracion, microondas, ultrasonido, fluido supercritico)
definen el tipo y concentracion de los metabolitos a extraer (fitocannabinoi-
des, compuestos fendlicos, terpenoides) y por ende varian las propiedades
medicinales de los extractos (Al Ubeed et al., 2022; Martinez et al., 2023;
Pattnaik ez al., 2022).

Por tal motivo, es importante obtener productos estandarizados para
lograr farmacos de calidad, que ofrezcan seguridad y eficacia. Por ello el
objetivo de esta investigacion fue caracterizar morfo-anatomicamente las
inflorescencias (droga vegetal) de dos cepas de Cannabis para uso medicinal
cultivadas en interiores (sistema /n Door) en la provincia de Tucuman, opti-
mizar técnicas de extraccion para la elaboracion de extractos estandarizados
en compuestos fenolicos y terpeno-fendlicos y evaluar su capacidad antioxi-
dante, a fin de obtener un “Producto vegetal a base de Cannabis” de calidad.

MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Se trabaj6 con dos cepas locales de Cannabis sativa L., INBIO-1 e INBIO-2,
cultivadas en el Instituto de Bioprospeccion y Fisiologia Vegetal (INBIO-
FIV) CONICET-UNT ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto. San Miguel de
Tucuman 26°49°50.7”S 65°13°13.0”W, 2798 msnm. Las semillas germinaron
sobre un soporte humedecido, estéril e inerte y se colocaron en macetas de 5
L con sustrato comercial (GroMix Multipro®-Argentina). Las condiciones
de cultivo para la fase de crecimiento vegetativo fueron mantenidas durante
40 dias con un fotoperiodo: 18 h de luz y 6 h de oscuridad utilizando una
fuente de iluminaciéon Lumatek CMH Aurora 600 w, a una temperatura
de 18 °C y con un 80 % de humedad. Luego se estimul6 la floracion cam-
biando el fotoperiodo a luz/oscuridad 12/12 h, utilizando una fuente de
luz célida de lamparas de Sodio (1007 wmol/ mZ.s), a una temperatura de
25 °C y una humedad del 53 %. Producida la floracion, se cosecharon las
inflorescencias y fueron sometidas a un proceso de secado (estufa de aire
forzado a 40 °C), hasta peso constante. Durante todo el proceso de desarrollo
vegetativo y floracién no se utilizé ningun tipo de plaguicida sintético, ni
de fertilizantes. Para el riego se utilizé agua corriente, libre de cloro, pH:
7,92 + 0,10, conductividad: 0,860 + 0,14 ms/cm.

2. Preparacion de muestras para estudios morfolégicos
y micrograficos epidérmicos

Para el analisis macroscopico se utilizaron inflorescencias apicales en el
mismo estadio de madurez o desarrollo provenientes de 3 plantas de cada
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cepa. De la seccion media de la inflorescencia de cada individuo, con ayuda
de pinzas de acero inoxidable, se separaron 10 flores maduras y se montaron
en una platina para ser fotografiadas con microscopio estereoscopico Zeiss
STEMI2000C con AxioCam ERc Ss Zeiss adosada (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany).

Para la caracterizacion micrografica, se aislaron flores y bracteas, las
cuales fueron fijadas en formol: etanol: acido acético: agua, 100:500: 50:
350, v/v (FAA). Para los estudios epidérmicos, se separaron 10 flores de
cada individuo y 10 fragmentos de 2 cm? de lamina de bracteas foliares
previamente fijadas en FAA. El material fue diafanizado en KOH 10%
durante 1 mes a temperatura ambiente (D’Ambrogio de Argiieso, 1986).
Luego fue lavado en agua corriente y decolorado con hipoclorito de sodio
50%, durante 20 min. Finalmente se enjuagd con agua destilada tres veces
sucesivas, se sometid a un proceso de tincién con colorante metacromatico
violeta de cresil 1% (Sigma aldrich®-Estados Unidos) y se montd en agua
glicerinada 50% (D’Ambrogio de Argiieso, 1986; Zarlavsky, 2014). La des-
cripcion de las caracteristicas epidérmicas por 6rgano analizado se realizé
clasificando los tricomas segun la terminologia propuesta por Vaccarini et
al. (2023) en tricomas no glandulares: simples (TNS) y cistoliticos (TNC)
en forma de aguijon con concreciones de carbonato de calcio; y tricomas
glandulares: peltados (TGP) de pie corto unicelular y cabeza pluricelular
de hasta 8 células; tricomas peltados estipitados (TGP-E) de pie estipitado
pluricelular y cabeza pluricelular de mas de 8 células, y capitados-bulbosos
(TGC) de pie bicelular y cabeza bi o tetracelular. Para las observaciones y
fotografias se utilizé un microscopio 6ptico binocular Carl Zeiss Lab. Al
Axiolab con polarizador y camara AxioCam ERc 5s Zeiss adosada (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany). LLas mediciones de las fotografias se reali-
zaron utilizando el software Axio Vision release 4.8.2.

3. Preparacioén de los extractos

Las inflorescencias de cada cepa fueron molidas con molino de cuchillas
(Numak®-Argentina) con dos pulsos cortos de 20 s. Los extractos se reali-
zaron utilizando diferentes relaciones de MV/S, 1:40, 1:20 y 1:10 (p/v), con
etanol 96° como solvente. LLas extracciones se realizaron a dos temperaturas,
5 °C con asistencia de ultrasonido (Ultrasonic Cleaner, Model CD-4830)
con 2 ciclos de 10 min cada uno; y 40 °C durante 30 min en un bafio de
incubacién con agitacion a 40 r.p.m.

4. Determinacion del rendimiento

Para determinar el rendimiento se tom6 1 mL de cada extracto y se evapord
el solvente a 40 °C, luego por gravimetria se determino el peso seco de las
resinas obtenidas. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.
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5. Analisis fitoquimico

5.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales.— Se cuantifico el
contenido de compuestos fendlicos totales utilizando la técnica descrita por
Singleton et al. (1999). Los resultados se expresaron en mg de equivalentes
de acido galico (EAG) en 100 g de material vegetal (mg EAG/100 g MV) y
en 100 g de extracto seco (mg EAG/100 g ES) (R2 = 0,999).

5.2. Cuantificacion de flavonoides.— Los flavonoides totales (FT) se es-
timaron mediante el método de Woisky & Salatino (1998). Los resultados
se expresaron en mg de equivalentes de quercetina en 100 g de material
vegetal (mg EQ/100 g MV) y en 100 g de extracto seco (mg EQ/100 g ES)
(R = 0,9984).

5.3. Analisis por cromatografia en capa fina (CCF)

5.3.1. Analisis de los compuestos fenolicos.— Se sembré una alicuota
de cada muestra en placa de Silica Gel F254 (Marca Merck F254). La CCF
se desarroll6 con una fase movil tolueno/acetona/cloroformo (4,5:3,5:2,5;
v/v/v). El revelado se realiz6 con reactivo NP/PEG: ester aminoetilico del
acido difenilborico (NB Marca Sigma) al 1 % en metanol y polietilenglicol
(PEG) (Wagner y Bladt, 1996) visualizado bajo luz ultravioleta a 254 y 365
nm (Lampara UV Modelo 5L-58-Mineralight).

5.3.2. Analisis de compuestos cannabinoides.— Se sembr6 una alicuo-
ta de cada extracto en placa de Silica Gel F254 (Merck F254). La CCF se
desarroll6 con una fase moévil formada por hexano/ éter etilico (8:2; v/v).
Los compuestos cannabinoides se revelaron y visualizaron con Fast Blue
BB (Marca Sigma) en 0,3% en metanol seguido de hidréxido de sodio 0,1
M para intensificar la visualizacién de las bandas (Wagner y Bladt, 1996).

5.4. Determinacion del perfil de cannabinoides y cuantificaciéon por cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC-DAD).— Para la identifi-
cacion y cuantificacion de los principales cannabinoides en los diferentes
extractos (1 mg de extracto seco/mL) se utiliz6 un equipo Waters 1525
(Waters Corporation®-Estados Unidos) con sistema binario de bombas,
detector de arreglo de diodos Waters 2998 y loop de 20 uL. (Rheodyne Inc.,
Cotati, CA). Se utilizé una columna de fase reversa C1g (Columna X Bridge
Ci8, 4,6 x 250mm, Sum), con condiciones de corrida isocraticas, utilizando
acetonitrilo: agua 80:20 v/v; velocidad de flujo 1 mL/min. La identificacion
de los cannabinoides se llevé a cabo comparando los tiempos de retencién
y analisis espectrales (220-600 nm) de cada pico con los correspondientes
cannabinoides comerciales (Restek-Jenck®-Estados Unidos). Para la cuan-
tificacion de los principales cannabinoides [tetrahidrocannabinol (THC),
cannabigerol (CBG), cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN) y cannabicro-
meno (CBC)] se elaboré una curva de calibracion para determinar la rela-
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cién entre el area del pico y la concentracion de cada uno de los cannabi-
noides. Los resultados se expresaron en ug de cada cannabinoide por mg de
principio soluble (ug/mgPS). Por otro lado, se calcul6 el contenido total de
cannabinoides (CT) mediante la sumatoria de los valores de concentracion
obtenidos para los diferentes cannabinoides y se expresé como mg/100 g
PS y como mg/100 g de MV. Se calcul6 ademas la relacion THC/CBD,
parametros que contribuyen a evaluar la calidad y el potencial terapéutico
del Cannabis y sus derivados.

6. Actividad depuradora del radical-cation ABTS

El ensayo frente al radical-cation ABTS se llevé a cabo mediante la técnica
descripta por Re ez al. (1999). A diferentes diluciones del extracto se agrego
la solucidn de trabajo de ABTS*+. La absorbancia se midi6 a 734 nm a los
1 y 6 minutos después del inicio de la reaccién en Lector de microplaca
(Thermo Scientific®- Estados Unidos). LLa capacidad antioxidante se cal-
cul6 como el valor de capacidad depuradora 50 (CDso) que representa la

concentracion de extracto seco requerida para depurar el 50 % de radicales
libres del ABTS.

7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software Infostat (Di Rien-
z0, 2010). Las diferentes variables en estudios fueron ensayadas al menos
por triplicado. Los resultados fueron expresados como el promedio * el
desvio estandar. Para ver los efectos de los factores temperatura y relacion
MV/S se realizé un Anova de dos vias seguido de post Test de Tukey con
un valor de significancia de 0,05. Para el Anova de dos vias se consideraron
dos factores: Temperatura con dos niveles 5 y 40 °C y relacion MV/S con
tres niveles 1:10, 1:20 y 1:40.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudios morfo-anatémicos y micrograficos
de la inflorescencia de Cannabis para uso medicinal

Segin la disposicion 6431/2022 de ANMAT, la droga vegetal de Cannabis
corresponde a las sumidades floridas de la planta de Cannabis, de las cuales
no se ha extraido la resina (Fig. 1). Uno de los primeros pasos para asegurar
la calidad de una droga vegetal es la identificacion y caracterizacion bo-
tdnica adecuada del material vegetal que se utilizara como materia prima,
considerando la presencia de caracteres de valor diagndstico de la especie y
la ausencia de otras especies o partes de la planta no incluidas dentro de la
definicién de la droga vegetal propiamente dicha. Por tal motivo se anali-
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Fig. 1. Inflorescencias (sumidades floridas) de Cannabis sativa: A) Cepa INBIO-1 luego de
su secado en estufa de aire forzado. B) Cepa INBIO-2 luego de su secado en estufa de
aire forzado. C) Comparacion de flor femenina de ambas cepas INBIO-1 (a) e INBIO-2 (b).

Fig. 1. Inflorescences (flowering tops) of Cannabis sativa: A) Strain INBIO-1 after drying
in a forced air oven. B) Strain INBIO-2 after drying in a forced air oven. C) Comparison of
female flowers of both strains INBIO-1 (a) and INBIO-2 (b).

zaron los caracteres morfo anatomicos de valor diagndstico en las muestras
de Cannabis cosechadas, demostrando que el material es una panoja com-
pacta, en la que, sobre el eje se disponen las flores pistiladas acompanadas
de bracteas foliares estipuladas.

En las muestras analizadas para ambas cepas, las bracteas foliares se
encontraron incompletas, producto de la practica denominada “manicura”,
la cual consiste en recortar las hojas de las sumidades floridas para evitar
la acumulacién de humedad y formaciéon de hongos. En cuanto a sus ca-
racteristicas epidérmicas, no se observaron diferencias entre las cepas. En
ambos casos se observo una epidermis superior con células poligonales de
paredes anticlinales rectas a curvadas o ligeramente lobuladas y estomas
anomociticos. La epidermis superior se caracterizd por tener escasos esto-
mas, TNS, TNC, TGP y TGP-E (Tabla 1). La epidermis inferior presentd
abundantes estomas, TNS, TGC, TGP y TGP-E mayormente restringidos
a nervaduras y margenes foliares, siendo muy fragiles y desprendiéndose
facilmente (Tabla 1).

En la cepa INBIO-1 las flores femeninas presentaron mayores dimen-
siones 0,40 = 0,02 cm de largo por 0,18 + 0,01 cm de ancho con relacién
a la cepa INBIO-2 de 0,30 = 0,01 cm de largo por 0,10+ 0,02 cm de ancho
(Fig. 1). En ambos casos presentaron una bractea o bractéola perigonial de
aspecto papiraceo verde densamente hirsuto, rodeando completamente al
gineceo el cual lleva una o dos ramas estigmaticas papiladas y exertas. Leme
et al. (2020a) describen dos ramas estilares en el desarrollo ontogenético,
sin embargo, debido a la amplia la polimorfia exhibida por la especie, no
se descarta la posibilidad de que existan flores o variedades con una o dos
ramas estilares y uno o dos estigmas, respectivamente.
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La bractéola perigonial exhibi6 forma cénica, piriforme a cordiforme
de apice acuminado. En el ciclo interno a la misma, cubriendo los dos ter-
cios inferiores de la base del ovario, se observé una membrana translucida,
correspondiente al verdadero perianto o perigonio vestigial (con ciliz y
corola indiferenciadas), tal como lo describen Leme ez al. (2020a).

Anatémicamente, las bracteas o bractéolas perigoniales exhibieron epi-
dermis anfiestomaticas con estomas anomociticos (poco frecuentes en la
epidermis superior) y abundantes tricomas en su cara expuesta (inferior).
La superficie inferior-externa present6 células epidérmicas poligonales de
paredes anticlinales fuertemente lobuladas, TNS, TGC, TGP y abundantes
TGP-E caracteristicos de la especie (Tabla 1). La epidermis superior-inter-
na mostré aspecto hialino con células epidérmicas poligonales de paredes
anticlinales lobuladas a ligeramente curvadas y escasos tricomas de los di-
ferentes tipos descriptos (Tabla 1).

2. Rendimiento obtenidos
segun los métodos de extraccion

La temperatura y la relacion MV/S influyen en la cantidad de resina extrai-
da en ambas cepas demostrando interaccion entre ambos factores. Producto
de la interaccion de estos factores observamos que la mejor combinacién
para extraer la mayor cantidad de resina es 40 °C con una relacion MV/S
1:20 para INBIO-1 y con una relacién MV/S 1:40 para INBIO-2 (Tabla 2).
En ambas cepas vemos que la extraccion a 40 °C es la 6ptima en términos

Tabla 2. Rendimiento y perfil fitoquimico de compuestos fenolicos totales (CFT) y flavonoides totales
(FT) de inflorescencias de dos cepas de Cannabis para uso medicinal cultivadas en Tucuman.

Table 2. Yield and phytochemical profile of total phenolic compounds (CFT) and total flavonoids
(FT) inflorescences of two Cannabis strains for medicinal use cultivated in Tucuman.

Cepa Temperatura Relacion Rendimiento (mg CFT (mg EA- FT (mg
P (°C) MV/S resina/100 g MV) | G/100g de MV) | EQ/100g de MV)

INBIO 1 1:4 11,7+0,88 1604,1+94,8A8C 7,4x1,3A
1:20 15,4+0,9¢ 1851,9+324,38.C 8,0+0,9A

1:10 10,8+0,2A8 1403,9+91,8A8 10,3%=1,18

5 1:40 9,8+0,1A 1519,3£113,1A8.C 7,0£0,7A

1:20 11,6%0,38 1964,8+232,2¢ 13,7%1,5¢

1:10 9,6+0,1A 1137,7+19,1A 10,1+0,98

INBIO 2 40 1:40 14,8+0,7P 1763,5+125,6P 11,4+1,8¢
1:20 13,1%0,2¢ 1480,7+177,1¢ 12,2+1,4¢

1:10 7,5%0,1A 756,0+11,3A 7,5%1,3A8

5 1:40 10,8+0,58 1480,7+58,2¢ 5,5+1,5A

1:20 12,7+0,3¢ 1612,2+107,3¢P 10,8+2,3¢

1:10 10,9+0,28 1158,8+27,88 9,7+2,58C¢

Los valores son medias + desviacién estandar de triplicados. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas para cada extracto de acuerdo con el test de Tukey (p < 0,05).

The values are reported as mean = standard deviation of triplicates. Different letters in the same column indicate sig-
nificant differences for each extract according to the Tukey test (p < 0.05).
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de rendimiento de resina. Si bien las dimensiones de las flores femeninas
de INBIO-1 fueron mayores que las de INBIO-2, las diferencias observadas
en la relacion MV/S pueden deberse a la densidad de flores y cantidad de
restos de bracteas foliares por inflorescencia en cada cepa en particular,
estructuras que a su vez condicionan la densidad de TGP-E, principales
responsables de la sintesis de metabolitos bioactivos (Livingston et al., 2020;
Vaccarini et al., 2023).

3. Composicion fitoquimica

3.1. Compuestos fenolicos totales y flavonoides.— El perfil fitoquimico
obtenido con CCF y posterior revelado con NP y luz UV-365 nm, mostrd
que todos los extractos obtenidos de las cepas INBIO-1 e INBIO-2, presen-
tan compuestos fenolicos del tipo dcidos fenodlicos (bandas azules) y flavo-
noides (bandas naranjas, amarillas y verdes). En los anélisis cuantitativos
del contenido de compuestos fendlicos de los extractos, la relacion MV/S
fue un factor significativo que influy6 en la cantidad de compuestos extrai-
dos de INBIO-1 e INBIO-2 utilizando como solvente etanol (p=0,0002 y
0,1081 respectivamente). Para INBIO-2, la relacion MV/S (p < 0,0001) y la
interaccion de factores (p < 0,0001) resultaron menores a 0,05 por lo que
se consideran significativos.

Los extractos obtenidos de inflorescencias de la cepa INBIO-1 uti-
lizando una relacién 1:20 MV/S a 40 °C y a 5 °C; y de la cepa INBIO-2
utilizando una relacién 1:40 MV/S a 40 °C y una relacién 1:20 MV/S a 5 °C,
fueron los mas enriquecidos en compuestos fendlicos totales, exhibiendo
valores maximos de 1964,8+232,2 mg EAG/100 g de inflorescencia para
INBIO-1 y 1763,5+125,6 mg EAG/100 g de inflorescencia para INBIO-2
(Tabla 2). Utilizando un método de extraccion similar, Cantele et al. (2020)
lograron un rendimiento de 1973 mg EAG/100 g de inflorescencia de Can-
nabis, comparable a los obtenidos para INBIO-1 e INBIO-2 en el presen-
te aporte. Es importante destacar que, seglin una investigacion realizada
por Ahmed ez al. (2019), las hojas de C. sativa presentan un contenido de
compuestos fenolicos de 270 mg EAG/100g de hoja, 6 veces menor que los
valores encontrados en las inflorescencias de INBIO-1 e INBIO-2.

El contenido de compuestos fenélicos totales /g de resina de ambas
cepas bajo estudio, oscild entre 127 mg EAG/g resina y 92 mg EAG/g resina,
valores semejantes a los informados por Hacke ez al. (2019) para otras cepas
de Cannabis para uso medicinal.

En cuanto al contenido de compuestos flavonoides para INBIO-1 se
observé un valor maximo de 13,7 mg EQ/100 g de inflorescencia obtenida a
5 °C utilizando una relacién 1:20 de MV/S. Cuando la extraccion se realizé
a mayor temperatura (40 °C), se obtuvo mayor rendimiento de extraccion
de la relacion MV/S 1:10 (Tabla 2). En el caso de INBIO-2 la extraccién de
flavonoides fue mas eficiente utilizando una relaciéon MV/S 1:20 tanto a 5
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°C como a 40 °C, sin mostrar diferencias significativas entre ellas (Tabla 2).
De acuerdo con los resultados obtenidos para diferentes cepas de Cannabis
donde se analizo6 el contenido de flavonoides de las inflorescencias se pue-
de concluir que estos compuestos no resultan los fitoquimicos principales
en este organo (Jin et al., 2020; Zagorska-Dziok et al., 2021). André et al.
(2020), estudiaron el contenido de flavonoides de diferentes cepas, obte-
niendo valores variables entre 7,37 mg de flavonoides/g de MV y 0,06 mg
de flavonoides/g de MV, que disminuyeron con la maduracion de la flor.
Por otra parte, Kobus et al. (2022), reportaron un contenido de flavonoi-
des totales de 62 mg EQ/100g de inflorescencia de Cannabis, siendo estos
valores mas altos que los encontrados para las cepas bajo estudio. Como se
menciond anteriormente, estas diferencias pueden deberse a variaciones
intrinsecas de las genéticas seleccionadas y/o al momento madurativo de
la inflorescencia muestreada.

Comparando el contenido de compuestos fenodlicos totales y de flavo-
noides de las inflorescencias de las cepas analizadas en el presente trabajo
con el de flores de una especie afin, Humulus lupulus L. (Cannabaceae) se
observé que esta ultima presenta mayores niveles de compuestos fendli-
cos (3393 mg EAG/100 g de material vegetal), y de flavonoides (5447 mg
EQ/100g de MV), que los encontrados en C. sativa (Almeida et al., 2020).

3.2. Perfiles de cannabinoides.— Los perfiles de cannabinoides en CCF
revelados con reactivos especificos para cannabinoides mostraron claramen-
te que los extractos etanolicos de las inflorescencias de las cepas INBIO-1
e INBIO-2 estan enriquecidos en THC (Rf 0,5). El resto de los cannabi-
noides no revelaron por lo que se estimd que se encuentran en bajas con-
centraciones, menores al limite de deteccion de la técnica utilizada. Para la
identificacion y cuantificacion de los cannabinoides se realizaron perfiles
en HPLC-DAD utilizando estandares analiticos de CBD, CBN, CBG, CBC
y THC. El THC fue el cannabinoide mayoritario en las resinas de las dos
cepas analizadas (Tabla 3). Los niveles de CBD fueron similares a los de
CBG y CBN.

Las resinas mas ricas en cannabinoides fueron las obtenidas de IN-
BIO-1 y de INBIO-2 con una relacién MV/S 1:20 y 1:10 extraidos a 40 °C,
y 1:10 a 5 °C. Los anilisis estadisticos demostraron que en ambas cepas la
interaccion entre los factores fue significativa (p < 0,0001 para INBIO-1 y
p<0,0260 para INBIO-2). Los niveles de cannabinoides totales encontrados
en las resinas de las cepas locales analizadas (INBIO-1= 204,62 mg/g de
resina e INBIO-2= 132,13 mg/g de resina) son menores que los reportados
para resinas de otras cepas cultivadas en Argentina, que estdn en el orden
de los 358,8 mg/g de resina (Sedan et al., 2023).

La relacién entre el contenido de THC y CBD es considerado un
importante descriptor de una cepa, medicamento o producto herbario a
base de Cannabis. En todos los extractos obtenidos se evidencié que ambas
cepas tienen mayor contenido de THC que de CBD, con una relacion que
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Tabla 3. Cuantificacion de cannabinoides en inflorescencias de cepas de Cannabis para uso medicinal
cultivadas en Tucuman.

Table 3. Quantification of cannabinoids in inflorescences of Cannabis for medicinal use cultivated
in Tucuman.

TH > cannabinoides
i < o586 6P CBN CBC cuantificados
Tempera- | Relacion

tura (° MV, m
o ? Mg /mg PS ::gs’ii\g infl%:gs-

cencia

INBIO 1 40 01:40 61,99 0,90 0,97 1,30 0,24 65,4 0,76
01:20 141,57 2,93 1,89 6,68 0,64 153,71 2,36

01:10 145,43 2,40 2,51 2,76 0,96 154,06 1,66

5 01:40 52,68 0,93 0,77 0,85 0,25 55,48 0,54

01:20 88,75 1,62 1,45 1,45 0,51 93,78 1,09

01:10 192,58 3,54 3,37 3,23 1,90 204,62 1,96

INBIO 2 40 01:40 61,46 1,48 1,41 1,98 0,65 66,98 0,99
01:20 79,78 2,42 2,14 4,06 0,52 88,92 1,16

01:10 120,32 3,48 3,35 4,28 0,70 132,13 0,99

5 01:40 46,99 1,48 1,47 2,24 0,30 52,48 0,57

01:20 47,91 1,39 1,37 1,93 0,23 52,83 0,69

01:10 118,38 2,88 3,17 4,67 0,65 129,75 1,41

va entre 54:1 a 74:1 (‘Tabla 3). Un indicador del estado de conservacion del
MYV es el contenido de CBN. Los valores de CBN de los extractos obtenidos
a partir de las cepas analizadas resultaron bajos indicando un buen estado
de conservacion del material vegetal. Los resultados obtenidos fueron se-
mejantes a los informados para otras cepas argentinas (Sedan ez al., 2023).

4. Actividad antioxidante

Se analiz6 la actividad antioxidante de los extractos de Cannabis obteni-
dos de las dos cepas evaluando la capacidad de transferencia de electrones
frente al radical cation ABTS. Los resultados obtenidos se presentan en
la Tabla 4. Para la actividad antioxidante de los extractos de INBIO-1 e
INBIO-2 se demuestra que la relacion MV/S fue significativa para ambas
cepas, observandose mayor actividad antioxidante en la relacion 1:10 en
ambas temperaturas para INBIO-1 (p=0,0005), mientras que para INBIO-2
los factores de MV/S y la temperatura que permite obtener mayor actividad
antioxidante es la relacién 1:40 a 5°C. Los valores de CDs¢, indican que
la actividad antioxidante de los extractos alcohélicos de inflorescencias de
cepas INBIO-1 y 2 frente a ABTS (4,8 a 8,1 ug/mL) es mayor que la de
extractos de otras cepas de Cannabis informadas por Spano er al. (2021)
que estan en el orden de 160 a 250 ug/mL (Cepas Carmagnola; Fibranova;
Kompolti; Tisza; Antal; Tiborszallasi). Resultados similares a los obteni-
dos para las cepas argentinas se informaron para 7 extractos de Cannabis
obtenidos con fluido supercritico con valores de CDsg entre 5 y 7,1 ug/mL
(Hacke ez al., 2019).
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Tabla 4. Actividad depuradora del radical catién ABTS, cepa INBIO 1.
Table 4. Scavenging activity of the ABTS radical cation, strain INBIO 1.

40 140

INBIO 1 1 6,4 = 0,58.CD
1:20 7,0 £ 0,9¢P
1:10 5,5 = 0,4AB
5 1:40 5,8 £ 0,6AB.C
1:20 7,5« 0,30
1:10 4,8 £ 0,1A
INBIO 2 40 1:40 6,8 £ 0,78
1:20 7,3 £0,28¢
1:10 7,7 £ 0,58¢
5 1:40 53 +0,2A
1:20 8,1 £ 0,1¢
1:10 7,2 £ 0,18C

CDs0: Concentracion depuradora 50. Los valores son medias + desviacidon estandar de triplicados. Diferentes letras
en la misma columna indican diferencias significativas para cada extracto de acuerdo con el test de Tukey (p < 0,05).

CDso: Scavenging concentration 50. The values are reported as mean =+ standard deviation of triplicates. Different letters
in the same column indicate significant differences for each extract according to the Tukey test (p < 0.05).

CONCLUSIONES

El anilisis realizado a inflorescencias de dos cepas (INBIO-1 e INBIO- 2)
de Cannabis para uso medicinal cultivadas en Tucuman, permitié carac-
terizarlas morfo-anatémicamente y optimizar la técnica de extracciéon de
metabolitos de interés para obtener extractos estandarizados en compuestos
fenodlicos y terpeno-fendlicos. Ademas, se evaluo su capacidad antioxidante
y el efecto de los distintos factores ensayados sobre esta actividad. Los re-
sultados demostraron que la relacion MV/S, la temperatura de extraccién y
la cepa utilizada influyen significativamente en el perfil cuali-cuantitativo
de los metabolitos extraidos y en su actividad antioxidante.

En resumen, la seleccion de las condiciones de extraccion debe ajus-
tarse a los compuestos bioactivos que se pretende extraer y las propiedades
terapéuticas deseadas en los productos. LLa estandarizacién de los extractos
de Cannabis mejoraria la calidad de estos.
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