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1. Resumen
El incremento de bacterias multirresistentes a los antibidticos y a la escasez de nuevos antibidticos
en desarrollo subraya la necesidad de explorar alternativas para hacer frente a patogenos
resistentes. Los principales metabolitos de Cannabis sativa, los cannabinoides, han sido
investigados por su potencial actividad antimicrobiana. El objetivo de esta investigacion es evaluar
la actividad antibacteriana de los extractos de Cannabis Sativa, quimiotipos II, IIl y IV y de los
cannabinoides, cannabidiol, cannabigerol y cannabidivarina, frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realiz6 mediante el
método de difusion en pocillos y dilucioén en agar. Los resultados mostraron que los extractos y
cannabinoides presentaron actividad antimicrobiana contra S. aureus, pero no contra E. coli. El
CBG exhibié mayor actividad antibacteriana que el CBD, y este a su vez mayor que el CBDV,
segun los valores de concentracion minima inhibitoria. Ademds, los cannabinoides puros
presentaron mayor actividad que los extractos. No se encontr6 una correlacion significativa entre
el quimiotipo y la CMI. Este estudio respalda el potencial de los cannabinoides como una
alternativa  terapéutica  prometedora  contra  infecciones por  bacterias  Gram

positivas como S. aureus.
Palabras clave: Cannabis sativa, cannabinoides, resistencia antimicrobiana.
2. Introduccion

Los productos naturales (PN) abarcan un amplio grupo de compuestos producidos por organismos
vivos, generalmente como metabolitos secundarios que ayudan a los organismos a defenderse de
depredadores o adaptarse a su entorno’. Durante mucho tiempo, estos compuestos se han utilizado
ampliamente en forma de remedios a base de plantas para el tratamiento de diferentes

enfermedades, incluidas las enfermedades infecciosas®.

El principal interés en torno a estas moléculas se encuentra en su diversidad y complejidad
quimica, ya que se pueden encontrar una amplia gama de masas moleculares, centros quirales,
entre otros®. Adicionalmente, el creciente incremento de bacterias resistentes a los antibidticos
(BRA), causantes de infecciones comunes, ha generado una crisis en los tratamientos actuales,
motivando a los investigadores a desarrollar nuevas y seguras moléculas antimicrobianas derivadas

de productos naturales®>. Los compuestos antimicrobianos derivados de PN, con propiedades



antimicrobianas y mecanismos de accion diferentes a los de los antimicrobianos comunes, resultan

ser una alternativa para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos resistentes.

En este sentido, los extractos y metabolitos secundarios de Cannabis sativa (C. sativa) se han
estudiado debido al efecto bactericida que han demostrado contra patdgenos de interés clinico®. C.
sativa es una planta medicinal perteneciente a la familia Cannabaceae’. La alta variabilidad
fitoquimica de la planta ha llevado a una clasificacion basada en las concentraciones de sus
cannabinoides principales: tetrahidrocannabinol (A’-THC), cannabidiol (CBD) y cannabigerol
(CBG)®. Estos compuestos son marcadores quimiotaxonémicos porque son metabolitos
secundarios exclusivos del Cannabis que permiten categorizar a esta planta en cinco quimiotipos
principales®. Estos quimiotipos se dividen en: 1) planta tipo droga predominante en THC (Tipo I);
2) planta medicinal con un contenido balanceado de THC: CBD (Tipo II); 3) planta tipo fibra con
una alta concentracion de CBD (Tipo III); 4) planta tipo fibra con CBG como cannabinoide
principal (Tipo IV); 5) cafiamo de fibra industrial sin niveles significativos de cannabinoides (Tipo

VY.

Investigaciones previas indican que Cannabis presenta propiedades medicinales como el alivio del
dolor, las nduseas, la ansiedad y la epilepsia®. Adicionalmente, se ha reportado que esta planta tiene
propiedades antibacterianas y antifingicas’. Fitocannabinoides como el CBG, CBD,
cannabinocromeno (CBC), A>THC y cannabinol (CBN) presentan actividad antibidtica contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli'®!!, Sumado a esto, metabolitos primarios como aminoacidos, acidos grasos y esteroides, y
metabolitos secundarios, como terpenoides, flavonoides, estilbenoides, lignanos y alcaloides'**?
también se destacan por presentar efectos antimicrobianos significativos corroborado por
investigaciones previas'*!®>. Cabe destacar que la actividad de otros cannabinoides, como la
cannabidivarina (CBDV), atin no es completamente comprendida; sin embargo, se ha reportado
que presenta mayor actividad antimicrobiana contra Neisseria gonorrhoeae y menor actividad

contra SARM, en comparacion el CBD'S,

Adicionalmente, la actividad antimicrobiana del Cannabis también se ha estudiado en funcion de
su perfil fitoquimico, es decir, segin el quimiotipo de la planta. Se ha reportado que los extractos
de C. sativa del quimiotipo II son efectivos principalmente contra bacterias Gram positivas,

presentando una inhibicion del 90-95% en microorganismos Gram positivos como Micrococcus



luteus y Bacillus thurigiensis’

. El quimiotipo IV ha demostrado tener actividad contra cepas de
SARM, asi como también ha exhibido actividad contra Streptococcus mutans, patogeno asociado

con la caries dental'’.

Hasta la fecha, en Colombia no se ha reportado el efecto antibacteriano de las variedades de
Cannabis cultivadas en el pais. Esto incrementa el interés de investigar el potencial antibacteriano
de extractos de C. sativa cultivados en Colombia, y de tres de sus metabolitos secundarios, la
cannabidivarina (CBDV), el cannabidiol (CBD) y el cannabigerol (CBG).Considerando la
importancia de explorar alternativas antimicrobianas y aportar informacion critica acerca de
compuestos fitoquimicos con potencial antimicrobiano util en el tratamiento de infecciones
bacterianas resistentes a antibidticos, el presente proyecto evaluo la actividad antibacteriana de
extractos de C. sativa del quimiotipo II, III y IV, asi como del cannabidiol, cannabigerol y
cannabidivarina en cepas de Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus, mediante las técnicas de

difusion en pocillos y dilucion en agar.

3. Metodologia

3.1. Material vegetal y obtencion de los extractos.
En el marco de la investigacion sobre la actividad antimicrobiana de los compuestos presentes en
el material vegetal de Cannabis, se establecid una colaboracion con empresas licenciadas
respaldadas por el Ministerio de Justicia de Colombia, especializadas en el cultivo de Cannabis

medicinal para adquirir dicho material.

La muestra vegetal se sometio a molienda y homogeneizacion. Se realizé una molienda de la flor
y se pasaron 100.0 mg en un tubo Falcon de 15.0 mL y se llevaron a 5.0 mL de metanol:agua 80:20
para obtener una concentracion de 20000 mg/L. Luego, se agité mediante vortex y se sometio a

ultrasonido durante 20 minutos, agitando cada 5 minutos en vortex.

3.2.Caracterizacion de los extractos
Los extractos metandlicos obtenidos fueron caracterizados mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), para identificar y cuantificar fitocannabinoides (Tabla 1). Los pardmetros del
método analitico se presentan en la tabla 2. Un total de 18 flores de Cannabis cultivadas en

Colombia fueron -caracterizadas cuantificando los siguientes cannabinoides: CBD, dacido



cannabididlico (CBDA), CBG, A’-THC, 4cido tetrahidrocannabidlico (THCA),
tetrahidrocannabivarina (THCV), CBC y CBDV.

Tabla 1. Cannabinoides evaluados

Analito Cannabinoide Nomenclatura

1 Cannabicromeno CBC

2 A9-Tetrahidrocannabinol A°-THC

3 Cannabidiol CBD

4 Cannabinol CBN

5 Cannabidivarina CBDV

6 Acido tetrahidrocanabinélico THCA

7 Acido canabididlico CBDA

8 Cannabigerol CBG

9 Tetrahidrocanabivarina THCV

Tabla 2. Configuracion cromatografica del método de anélisis por HPLC

Parametros Especificacion
Columna Kinetex 2.6 um C18 100 A de 100 x 4.60 mm
Temperatura del horno 25 °C (ambiente)
Volumen de inyeccion 5uL
Longitud de onda de deteccion 222 nm
Fase movil A Agua tipo I + acido formico 0.1%
Fase movil B Metanol + acido formico al 0.05%
Flujo 1.0 mL/min
Modo de elucion Isocratico
Tiempo de corrida 15 minutos

3.3.Evaluacion de la actividad antimicrobiana

3.3.1. Preparacion del in6culo
La actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de Cannabis y de los cannabinoides
individuales (CBD, CBDV y A’-THC) se evalud frente a bacterias Gram positivas: S. aureus
(ATCC 12600) y Gram negativas: E. coli (ATCC 25922). Para estandarizar el in6culo, se tomaron
de 4 a 5 colonias de un cultivo puro del dia anterior y se agregaron en 5 mL de solucion salina al

0.9% hasta alcanzar una turbidez igual al estindar de McFarland de 0.5, equivalente a 10® unidades



formadoras de colonias (UFC)/mL. El indculo se utilizoé dentro de los 30 minutos posteriores a su

estandarizacion, para evitar cambios en la concentracion bacteriana.

3.3.2. Difusion en pocillos
El inoculo bacteriano se sembré masivamente en Agar Mueller-Hinton. Posteriormente, se
realizaron pocillos con la ayuda de un horadador estéril de 5 mm de didmetro. Los extractos de
Cannabis y los estdndares se prepararon a una concentracion de 5000 mg/L. Se adicion6 20 pL de
cada extracto y de los estandares a los pocillos correspondientes. Luego, las placas se incubaron a
37 °C toda la noche. Se utilizd6 metanol:agua 80:20 como control negativo y azitromicina (5000
mg/L) como control positivo. Los ensayos se realizaron por duplicado y la actividad
antimicrobiana de cada muestra y de los cannabinoides individuales se indicé como el diametro
promedio (mm) de inhibicidn (con su respectiva desviacion estdndar) generado por los extractos y

los cannabinoides individuales después de 24 horas de incubacion.

Los extractos y los cannabinoides que generaron un diametro de inhibicidon se evaluaron en un
ensayo posterior (dilucion en agar) para determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de

cada muestra.
3.3.3. Dilucion en agar

La CMI se determin6 utilizando el método de dilucion en agar'®. Los extractos y cannabinoides
se disolvieron en una mezcla de metanol:agua 80:20 para alcanzar concentraciones finales de 100,
50,25, 12.5y 6.25 mg/L (extractos) y 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.3125 mg/L (cannabinoides). En tubos
Falcon estériles, se adiciond 1 mL de las diluciones preparadas previamente de las muestras y 19
mL de agar Mueller Hinton fundido. La mezcla se homogenizé en vortex 10 segundos y se vertio
el agar en cajas Petri estériles. Posteriormente, a partir del inéculo de 10® ufc/mL, se prepard un
indculo de 10* ufc/mL. Se afiadieron100 uL del inoéculo de 10* ufc/mL al agar y se realizd una
siembra masiva. Las placas se incubaron durante 18-24 horas a 37 °C. La CMI se establecié como

es la concentracion mas baja que inhibe completamente el crecimiento de las bacterias.

3.4. Analisis estadistico
La comparacion de medias se realizd mediante la prueba de medias Tukey. El andlisis estadistico

se realizd utilizando el software RStudio. Se realiz6 una prueba de Chi cuadrado de Pearson, para



verificar la significancia de la correlacion entre el quimiotipo y la CMI. Un valor de p < 0.05 se

considero estadisticamente significativo.

4. Resultados y discusion

4.1.Caracterizacion de los extractos

Se realiz6 la caracterizacion de 18 flores de Cannabis cultivadas en Colombia, cuantificando los
cannabinoides: CBD, 4cido cannabidiélico (CBDA), CBG, A%-THC, 4cido tetrahidrocannabidlico
(THCA), tetrahidrocannabivarina (THCV), CBC y CBDV. De acuerdo con los resultados
obtenidos de las 18 muestras (Ver anexos, Tabla 8), se seleccionaron nueve con las mayores
concentraciones de cannabinoides. Las muestras 1-3 se identificaron como quimiotipo II (A%-THC:
CBD balanceado), destacando CBD y A%>-THC como cannabinoides predominantes. Las muestras
4-6 se clasificaron como quimiotipo III, con CBD y CBDA en mayor proporcion y las muestras 7-
9 corresponden a quimiotipo IV, caracterizada por ser CBG dominante. Los resultados obtenidos
de la caracterizacion de las nueve muestras y la clasificacion en quimiotipos se presentan en la
Tabla 2 y 3, respectivamente.

Tabla 3. Composicion cannabinoides en las muestras

Muestra Cannabinoide Concentracion (%op/p)
No. Ml | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9
1 CBD 468 | 3.86 | 3.19 | 8.13 | 7.63 | 7.07 | 0.13 | 0.04 | 0.02
2 CBDA 3.68 | 7.23 | 2.66 | 4.13 | 9.08 | 3.79 | 0.15 | 0.07 | 0.03
3 CBG 0.09 | 0.08 | 0.01 | 0.02 | 0.05 | 0.08 | 0.23 | 0.13 | 0.06
4 A°-THC 278 | 277 | 143 | ND | ND | ND | ND | ND | ND
5 THCA ND | 038 1023033 ND | ND | ND | ND | ND
6 THCV 0.01 | 0.02 | ND | 0.04 | ND | 0.02 | ND | ND | ND
7 CBC 0.36 | 0.28 | 0.06 | 0.07 | 0.10 | 0.28 | 0.04 | 0.02 | 0.01
8 CBDV 0.14 ] 0.09 | 0.04 | 0.06 | 0.05 | 0.09 | ND | ND | 0.05

ND: No detectado; M1-M9: Muestra 1-9.

Tabla 4. Clasificacion por quimiotipos de las muestras analizadas

Muestra No. | Quimiotipo identificado
1
2 I
3
4
5 M1
6
7
8 v
9




4.2.Actividad antimicrobiana
En la Tabla 5 se presenta el diametro de inhibicién y la CMI de cada extracto y cannabinoide

evaluado en ambas bacterias.

En el caso de E. coli, ninguna de las muestras evaluadas inhibi6 el crecimiento bacteriano, por
ello, no se realizo la prueba de dilucion en agar para esta bacteria. En contraste, S. aureus mostrd
sensibilidad frente a los compuestos estudiados. El halo de inhibiciéon mas grande correspondid a
la muestra 8 (15.5 = 0.7 mm), clasificada como una variedad del quimiotipo IV. El halo de
inhibicién mas pequeio se observo en la muestra 5 (5.0 £ 0.0 mm), perteneciente al quimiotipo
II1. En general, las muestras 7, 8 y 9 (quimiotipo I'V) mostraron la mayor inhibicion del crecimiento
de S. aureus, mientras que las muestras 4, 5 y 6 (quimiotipo III) fueron las de menor inhibicion.
Entre las variedades de Cannabis estudiadas, la actividad antibacteriana mas potente frente a S.
aureus, en funcion de la CIM, fue la de las muestras 1 y 2 (quimiotipo II). Después, se encuentran
las muestras 6 (quimiotipo III), 7 y 8 (quimiotipo IV) con una CMI de 50 mg/L. En tercer lugar,
se encuentra la muestra 3 (quimiotipo II) con una CMI de 100 mg/L. Finalmente, las muestras 4 y
5 (quimiotipo III) y 9 (quimiotipo IV) presentaron el menor efecto antimicrobiano, ya que no fue

posible determinar su CIM, dentro del rango de concentraciones evaluadas en este estudio.

En cuanto a la actividad antibacteriana de los cannabinoides frente a S. aureus, el mayor halo de
inhibicion fue para el CBG (11.5 = 0.7 mm), seguido del CBD (11.0 £ 0.0 mm) y el CBDV (10.0
+ 0.0 mm). Respecto a la CMI obtenida para los cannabinoides, se tiene que el CBG presento la

mayor actividad antibacteriana, seguida del CBD y el CBDV.

Tabla 5. Diametro de inhibicion promedio y concentracion minima inhibitoria obtenidas de los

extractos y cannabinoides

S. aureus E. Coli
Muestra Diametro de Diametro de
inhibicién (mm) | CMU ML) 1 ibicion (mm) | CMT (mg/L)
1 11+£0,0 25 5,0+£0,0 -
2 12+£2,8 25 50+0,0 -
3 8,5+0,7 100 50+0,0 -
4 6,5+0,7 >100 50+0,0 -
5 5,0+0,0 >100 5,0£0,0 -
6 10+£0,0 50 5,0£0,0 -
7 14,5+0,7 50 50+0,0 -
8 15,5 +£0,7 50 5,0+£0,0 -
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9 12+ 0,0 >100 50+0.,0 -
CBD 11+0,0 2.5 50+0,0 -
CBG 11,5+0,7 1.25 50+0,0 -

CBDV 10,0 £ 0,0 5 50+0.,0 -

El diametro de la zona de inhibicion incluye el diametro del pozo (5 mm). Los resultados estan expresados como el promedio de
los valores + desviacion estandar de los dos datos.

Adicionalmente, se determiné la concentracion de los cannabinoides presente en los extractos
para cada CMI obtenida como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Cuantificacién de cannabinoides de los extractos en mg/L a las CMI determinadas

Cannabinoides en CMI determinadas (mg/L)
Muestras M1 M2 M3 | M4 M5 M6 M7 M8 M9
CMI (mg/L) 25 25 100 | >100 | >100 50 50 50 >100
CBD 1,17 0,965 | 3,19 | >8,13 | >7,63 | 3,535 | 0,065 | 0,01 | >0,04
" CBDA 0,92 | 1,8075 | 2,66 | >4,13 | >9,08 | 1,895 | 0,075 | 0,015 | >0,07
S CBG 0,0225 | 0,02 |0,01]|>0,02|>005| 0,04 | 0,115 | 0,03 | >0,13
g A®-THC 0,695 | 0,6925 | 143| >0 | >0 | o0 0 0 | >0
§ THCA 0 0,095 | 0,23 |>0,33| >0 0 0 0 >0
§ THCV 0,0025 | 0,005 0 |>0,04| >0 0,01 0 0 >0
CBC 0,09 0,07 | 0,06 | >0,07 | >0,1 | 0,14 | 0,02 | 0,005 | >0,02
CBDV 0,035 | 0,0225 | 0,04 | >0,06 | >0,05 | 0,045 0 0 >0

4.3. Analisis estadistico

La relacion entre el quimiotipo y la CMI se evalué mediante la prueba de Chi cuadrado de Person.
Se encontré que no existe una correlacion significativa entre el quimiotipo y la CMI, dando esta
prueba un valor p de 0.1714, es decir, el quimiotipo no es un factor determinante en la actividad

antimicrobiana.

Tabla 7. Prueba de Chi cuadrado de Pearson

NuUmero de muestras por quimiotipo segiin su CMI
Quimiotipo CMI
>100 100 50 25 12.5 6.25
I 0 1 0 2 0 0
" 2 0 1 0 0 0
v 1 0 2 0 0 0

Valor p obtenido = 0.1714

4.4.Discusion

La alta variabilidad en las concentraciones de cannabinoides observada entre las 18 muestras de

flores de C. sativa evaluadas evidencia la influencia de diversos factores, como el clima, el tipo de
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suelo, el método de cultivo y el tipo de luz'®. Las variedades de Cannabis cultivadas en Colombia
han generado interés a nivel mundial, debido a las distintas condiciones climaticas del pais, los
bajos costos de produccion, y la existencia de variedades que son consideradas nativas en la region,
ibl fil imi inicos?’, 1 dria relaci disti
presentando posiblemente perfiles quimicos tnicos™, lo que podria relacionarse con distintas

actividades antibacterianas.

La caracterizacion quimica de variedades del Cannabis, teniendo en cuenta los principales
cannabinoides (A%>-THC, CBD y CBG), se justifica porque estos son metabolitos exclusivos de la
planta. Sin embargo, es importante destacar que la composicion fitoquimica de C. sativa es
compleja, con alrededor de 480 metabolitos secundarios que incluyen los cannabinoides, terpenos
y compuestos fenolicos!®. Por consiguiente, seria relevante analizar y especificar los aspectos
cualitativos y cuantitativos de los quimiotipos ademds de los cannabinoides. Por ello, se ha
propuesto una clasificacion que incluya todos otros componentes, garantizando una distincion

quimiotaxonomica mas precisa’.

En el presente estudio, se establecid que solo la cepa de S. aureus presentd sensibilidad frente a
los compuestos evaluados. Estos resultados son coherentes con lo reportado en la literatura, debido
a que se ha encontrado que tanto los extractos de Cannabis como los cannabinoides poseen mayor
actividad antibacteriana en bacterias Gram positivas comparado con bacterias Gram negativas?.
Generalmente, se ha encontrado que las bacterias Gram positivas son mas sensibles a las
propiedades de extractos naturales en comparacion con las Gram negativas, debido a que la
membrana externa (compuesta principalmente de lipopolisacaridos) que rodea la pared celular,

actla como una barrera que restringe la difusion de compuestos?,

Los extractos y cannabinoides que produjeron inhibicion se examinaron para determinar las CMI
y evaluar la eficacia antimicrobiana de cada muestra mediante el método de dilucién en agar'®.
Considerando que ni los extractos ni los cannabinoides presentaron actividad antibacteriana en E.
Coli, no se realizaron las pruebas de dilucion en agar para esta bacteria. Por otro lado, S. aureus si
present6 sensibilidad frente los compuestos estudiados. Para los estandares, se encontrd que la
CMlesde 1.25,2.5y 5 mg/L para CBG, CBD y CBDYV, respectivamente. Estos resultados indican
que, entre los cannabinoides evaluados, el CBG es el metabolito secundario con mayor actividad

antibacteriana frente a S. aureus.
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Si bien el mecanismo de accidon de los cannabinoides no se ha establecido con claridad, el CBD es
el compuesto que mas ampliamente ha sido estudiado. Se ha encontrado que el CBD puede
disminuir el potencial de membrana, alterando su estabilidad. Por ello, Wassmann y colaboradores
consideran que el mecanismo de accion de este cannabinoide podria estar relacionado con el
proceso de division y la envoltura celular®*. En el caso del CBDV, la informacion acerca de su
actividad antimicrobiana es limitada; probablemente porque no es un cannabinoide mayoritario.
En el presente estudio, se encontrd una disminucion en el efecto antibacteriano del CBDV (CMI=5
mg/L) comparado al del CBD (CMI=2.5 mg/L). Los resultados encontrados en esta investigacion
son consistentes con lo reportado en otros estudios; Russo e investigadores encontraron que S.
aureus presentd mayor sensibilidad al CBD que al CBDV después de 72 horas de exposicién®®. La
pérdida de actividad se ha asociado con el cambio del sustituyente n-pentil (CBD) por n-propil
(CBDV)?. Estos resultados sugieren que la lipofilicidad de los cannabinoides podria ser un factor

importante para determinar la potencia de su actividad antibacteriana®’.

En el caso del CBG, se ha reportado que este cannabinoide ademds de inhibir el crecimiento de
bacterias Gram positivas, es capaz de reprimir la formacion de biopeliculas y erradicar biopeliculas
pre-formadas®®, posicionandolo como un agente antimicrobiano prometedor?®. En nuestra
investigacion, el CBG demostro ser el cannabinoide mas efectivo contra S. aureus. Estos resultados
concuerdan con estudios previos que reportan al CBG como el cannabinoide mas potente contra
cepas resistentes de S. aureus®®. Ademas, un estudio comparativo del potencial antimicrobiano del
CBD y el CBG determind que el CBG era mas efectivo frente a bacterias Gram positivas en
comparacion con el CBD. Estos hallazgos podrian explicarse por las diferencias estructurales entre
ambos compuestos, lo que los lleva a interactuar de manera distinta con los receptores de la
membrana bacteriana®®. Respecto a su mecanismo de accidn, se considera que el CBG altera la

membrana citoplasmatica de las bacterias, causando dafios en el ADN y proteinas y generando

especies reactivas de oxigeno’”.

Multiples estudios han evaluado la CMI de los cannabinoides frente a bacterias Gram positivas.
Martinenghi et al. determinaron que la CMI del CBD oscila entre ~1.00 y ~2.00 mg/L, mientras
que Blaskovich et al. evaluaron la actividad del CBD frente a 20 bacterias Gram positivas y
encontraron una CMI de 1 a 4 mg/L*'. Luz-Veiga et al. reportaron concentraciones minimas

inhibitorias entre ~3.14 y ~24 mg/L. Por otro lado, en una investigacion realizada por Farha et al.
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evaluaron la actividad antibacteriana de 18 cannabinoides; en ese estudio, se encontrd que tanto el
CBG como el CBD son potenciales compuestos antimicrobianos con una CMI de 2 pg/mL,
mientras que el CBDV presenté una CMI de 8 pg/mL2®. En el presente estudio, la CMI obtenida
fue de 1.25, 2.5 y 5 mg/L para CBG, CBD y CBDV, respectivamente. Esta variabilidad en los
resultados podria atribuirse a la metodologia utilizada por cada investigador, a las diferencias en
las cepas de estudio o a las propiedades mismas del cannabinoide, ya que se ha demostrado que

los métodos de purificacion y/o extraccion pueden afectar su actividad antibacteriana?’.

Respecto a las muestras identificadas como quimiotipo II, la mayor actividad antibacteriana se
observo en las muestras 1 y 2, las cuales tienen concentraciones mas altas de CBD y THC, asi
como mayor contenido de CBG y CBDV en comparacion con la muestra 3 (Tabla 3). Estos
cannabinoides también podrian aportar de forma sinérgica a la actividad antibacteriana total, lo
que explica que la CMI de estas variedades sea la mas baja en comparacion con las demas

muestras.

En el caso de las variedades del quimiotipo III, las muestras 4 y 5 tienen un contenido de CBD
mayor que la muestra 6. Sin embargo, segiin la CMI obtenida (tabla 3), el efecto antibacteriano
fue menor. Estos resultados sugieren que un aumento en las concentraciones de CBD no implica
necesariamente una mayor actividad antimicrobiana y que esta puede depender de otros factores,
como el contenido total de cannabinoides y otros metabolitos secundarios, incluidos los terpenos,

los cuales también presentan actividad antimicrobiana®?.

Las muestras del quimiotipo IV (7, 8 y 9) mostraron diferentes actividades antibacterianas. Segun
la CMI obtenida, las variedades 7 y 8 demostraron un mayor efecto frente a S. aureus. Esto podria
estar relacionado con las concentraciones de CBG, ya que este cannabinoide se encontrd en mayor
proporcidn en las muestras 7 y 8 que en la muestra 9. Ademas, al comparar la concentracion total
de cannabinoides, las muestras 7 y 8 presentaron una mayor composicion de cannabinoides

respecto a la muestra 9.

Al observar la CMI obtenida por los cannabinoides estandares y los extractos se tiene en cuenta
que los primeros obtuvieron una CMI mucho menor, en comparacion con los extractos, esto

sugiere que los cannabinoides puros presentan mayor actividad que los extractos.
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A pesar de lo anterior se observa que estos extractos también tienen una actividad comparable
puesto que parten desde una concentracion de material vegetal y no a partir de estandares puros,
es decir, al establecer la concentracion de cannabinoides en las CMI obtenidas de los extractos
(Tabla 6) se observa que estas concentraciones de cannabinoides son mucho menores en
comparacion con los cannabinoides puros. Lo anterior tiene sentido desde el punto de una sinergia
de actividad biologica. Se tiene en cuenta que los extractos de C.sativa no solo presentan
cannabinoides sino otros metabolitos secundarios en diversas proporciones®’. Segun Pollastro et.
al., la combinacion de cannabinoides y componentes no cannabinoides podria mejorar
sinérgicamente la actividad antimicrobiana®***. Segun Issepi et al., cannabinoides como el CBD
presentan una buena actividad antibacteriana, sin embargo, esta puede tener un efecto sinérgico
junto a terpenos volatiles, que también se encuentran en el C. sativa, contra cepas de S. aureus™*.

De esta manera la mezcla de cannabinoides y no cannabinoides en muy bajas proporciones es una

buena alternativa para aumentar la actividad antimicrobiana.

Dado que los extractos presentan otros metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos,
liganos, etc*®, es muy probable que la actividad antimicrobiana del cannabis no esté determinada
por el cannabinoide principal, sino por el conjunto metabélico de esta®>, incluso si determinados
metabolitos se encuentran a muy bajas concentraciones®®. Es por lo anterior que es necesario
abarcar un perfil metabdlico mas amplio de la planta en el que se evaltien el perfil de terpenos,

lignanos, estilbenos, flavonoides, etc.

Si bien el analisis estadistico realizado demostré que el quimiotipo no es un factor determinante
en la actividad antimicrobiana, es necesario contar con mas datos y muestras para obtener una
muestra representativa que permita realizar analisis mas complejos y robustos, como modelos de
regresion, entre otros. Ademas, se hace necesario reducir el error de muestreo y evitar el sesgo de

seleccion.

5. Conclusiones

A partir de la investigacion realizada, se determin6 que las muestras 1, 2 y 3 corresponden al
quimiotipo II; las muestras 4, 5 y 6 al quimiotipo III; y las muestras 7, 8 y 9 al quimiotipo IV.
Ademas, se establecid que los extractos de Cannabis y los cannabinoides presentan actividad
antimicrobiana frente a S. aureus, mientras que ninguna de las muestras analizadas mostré

actividad antibacteriana frente a E. coli. Por otro lado, se encontré que la actividad antibacteriana
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del CBG es mayor en comparacion con el CBD, y este, a su vez, tiene mayor actividad que la

CBDY, segun los valores obtenidos de CMI. En general, los cannabinoides individuales (CBD,

CBG y CBDV) presentaron mayor actividad antibacteriana frente a los extractos. Los resultados

presentados en esta investigacion corroboran la evidencia de los efectos antimicrobianos

potenciales de Cannabis. Finalmente, se establecid que no existe una correlacion significativa

entre el quimiotipo y la CMI, considerando que las variedades que pertenecen a un mismo

quimiotipo presentan actividad antibacteriana diferentes.
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7. Anexos

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion de las 18 muestras de Cannabis

Muestra Cannabinoides cuantificados (% p/p)
CBD | CBDA | CBG THC | THCA | THCV | CBC | CBDV
M1 4,68 3,68 0,09 2,78 0 0,01 0,36 0,14
M2 3,86 7,23 0,08 2,77 0,38 0,02 0,28 0,09
M3 3,19 2,66 0,01 1,43 0,23 0 0,06 0,04
M4 8,13 4,13 0,02 ND 0,33 0,04 0,07 0,06
M5 7,63 9,08 0,05 ND ND ND 0,1 0,05
M6 7,07 3,79 0,08 ND ND 0,02 0,28 0,09
M7 0,13 0,15 0,23 ND ND ND 0,04 ND
M8 0,02 0,03 0,06 ND ND ND 0,01 ND
M9 0,04 0,07 0,13 ND ND ND 0,02 ND
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Cannabinoides cuantificados (% p/p)
CBD | CBDA | CBG | THC | THCA | THCV | CBC | CBDV
M10 0,52 0,18 0,02 0,68 ND 0,04 0,07 0,06
M11 1,13 6,87 0,04 1,12 1,34 0,01 0,08 0,04
M12 2,04 4,12 0,05 1,48 ND ND 0,1 0,05
M13 4,62 10,68 0,01 ND ND ND 0,06 0,04
M14 5,52 10,68 0,04 ND ND 0,01 0,08 0,04
M15 0,89 1,39 0,09 ND ND 0,01 0,36 0,14
M16 0,05 0,09 0,18 ND ND ND ND ND
M17 0,12 0,1 0,25 ND ND ND 0,04 ND
M18 0,01 0 0,24 ND ND ND 0,05 ND

Muestra

Fotografias actividad antimicrobiana de extractos y cannabinoides en difusion en pocillos
..

Imagen 1-4. Prueba de difusion de pocillos, E.coli frente a extractos y cannabinoides. Superior izquierda. Evaluacion
Cannabinoides Puros. Pocillos: 1. Metanol: agua 80:20, 2. Azitromicina, 3. CBD, 4. CBG, 5, CBDV. Superior centro. Evaluacion
Extractos Quimiotipo IV. Pocillos: 1. Metanol: agua 80:20, 2. Azitromicina, 3. M7, 4. M8, 5. M9. Superior derecha. Evaluacion
Extractos Quimiotipo III. Pocillos: 1. Metanol: agua 80:20, 2. Azitromicina, 3. M4, 4. M5, 5. M6. Inferior izquierda. Evaluacion
Extractos Quimiotipo II. Pocillos: 1. Metanol: agua 80:20, 2. Azitromicina, 3. M1, 4. M2, 5. M3.
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Imagen 5-8. Prueba de difusion de pocillos, S.aureus frente a extractos y cannabinoides. Superior izquierda. Evaluacion
Cannabinoides Puros. Pocillos: 1. CBD, 2. CBG, 3. CBDV, 4. Metanol:agua 80:20, 5. Azitromicina. Superior centro. Evaluacion
Extractos Quimiotipo IV. Pocillos: 1. M7, 2. M8, 3. M9, 4. Metanol:agua 80:20, 5. Azitromicina. Superior derecha. Evaluacion
Extractos Quimiotipo III. Pocillos: 1. M4, 2. M5, 3. M6, 4. Metanol:agua 80:20, 5. Azitromicina. Inferior izquierda. Evaluacion
Extractos Quimiotipo II. Pocillos: 1. M1, 2. M2, 3. M3, 4. Metanol:agua 80:20, 5. Azitromicina.

Fotografias actividad antimicrobiana de extractos mediante dilucion en agar
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Imagen 9-13. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo IV, Muestra 3. Superior izquierda a Superior
derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.

Imagen 14 - 18. Prueba de dilucién en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo IV, Muestra 2. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.
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Imagen 19 - 23. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo III, Muestra 1. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.

Imagen 20 - 24. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo III, Muestra 1. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.
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Imagen 21 - 26. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo 111, Muestra 2. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.

Imagen 27 - 31. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo III, Muestra 3. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.
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Imagen 32 - 36. Prueba de dilucién en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo II, Muestra 3. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.

Imagen 37 - 41. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo II, Muestra 2. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.
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Imagen 41 - 45. Prueba de dilucidn en agar, S.aureus frente a extractos de Quimiotipo II, Muestra 1. Superior izquierda —
Superior derecha: 6.25 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 50 mg/L, 100 mg/L.

Fotografias actividad antimicrobiana de cannabinoides mediante dilucion en agar

Imagen 46 - 50. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a cannabidiol. Superior izquierda — Superior derecha: 0.3125 mg/L,

0.625 mg/L, 1.25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 2.5 mg/L, 5 mg/L.
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Imagen 51 - 55. Prueba de dilucién en agar, S.aureus frente a cannabigerol. Superior izquierda — Superior derecha: 0.3125 mg/L,
0.625 mg/L, 1.25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 2.5 mg/L, 5 mg/L.

Imagen 56 - 60. Prueba de dilucion en agar, S.aureus frente a cannabidivarinal. Superior izquierda — Superior derecha: 0.3125
mg/L, 0.625 mg/L, 1.25 mg/L. Inferior izquierda — Inferior centro: 2.5 mg/L, 5 mg/L.
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