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Resumen

El objetivo de este trabajo de investigacién fue determinar la actividad antiviral de extractos
de hojas de Cannabis sativa L y Cannabis indica, contra los herpesvirus humanos de tipo 1

y 2.

Se obtuvieron 3 extractos etandlicos de hojas de distintas variedades de cannabis: Medikit
(M), Strawberry Lemonade (SL) y Critical Cure (CC2) que poseen distintas concentraciones
de los fitocannabinoides CBD y THC.

Se determind la citotoxicidad de los tres extractos obtenidos en células Vero después de 48

horas de incubacién. Se obtuvieron valores de CC;, mayores a 198 pg/ml.

La evaluacion de la actividad antiviral de los extractos se realizé6 mediante el ensayo de
inhibicion del rendimiento viral. Los tres extractos inhibieron a las tres cepas del virus HSV-1
utilizadas (KOS, B2006 e YK608) y a la cepa G del virus HSV-2, las que fueron inoculadas a
distintas multiplicidades de infeccion. Las CEs, obtenidas fueron de 35, 35,3 y 35 ug/ml para
M, SL y CC2 respectivamente, alcanzando porcentajes de inhibicion del 99,9%. Asimismo,
los extractos inhibieron la multiplicacion de la cepa YK608, lo que se pudo observar por

microscopia de fluorescencia.

Es importante aclarar que los extractos fueron capaces de inhibir también a la cepa B2006

de HSV-1 que es resistente al aciclovir, la droga de uso en clinica.

El andlisis quimico por HPLC y cromatografia de capa delgada de los extractos etandlicos
confirmé que los tres tienen distintas proporciones de los cannabinoides CBD y THC, asi
como también de otros fitocannabinoides. A pesar de esto, los tres presentaron muy buena
actividad antiviral lo que sugiere que ésta no se deberia especificamente a la presencia de
los cannabinoides analizados sino a una mezcla de compuestos que podrian estar

participando del efecto séquito.

Los resultados de este trabajo de tesis muestran que los extractos de hojas de cannabis,
una parte de la planta que generalmente se desecha, presentan actividad antiviral lo que los

postula como potenciales fitomedicamentos.



Abstract

The main goal of this Thesis was to determine the antiviral activity of Cannabis sativa L and

Cannabis indica leaf extracts against human herpes virus type 1 and 2.

Three ethanolic leaf extracts were obtained from three different varieties of Cannabis: Medikit
(M), Strawberry Lemonade (SL) and Critical Cure (CC2), which contain different

phytocannabinoids CBD and THC concentrations each.

The cytotoxicity of each of the three extracts was determined in Vero cells after a 48 hour

incubation. CCs, values higher than 198 ug/ml were obtained.

The antiviral activity of the extracts was studied through the virus yield reduction assay. The
three extracts did inhibit the three HSV-1 strains (KOS, B2006 and YK608) and the HSV-2 G
strain. The viruses were inoculated using different multiplicity of infection, reaching inhibition
percentages of 99,9%. The obtained ECs, were of 35, 35,3 and 35 pg/ml for M, SL and CC2
respectively. Likewise, the extracts inhibited the multiplication of strain YK608, which could be

observed by fluorescence microscopy.

It is very important to notice that the extracts were able to inhibit the B2006 strain which is

resistant to acyclovir, the drug that is used to treat herpes nowadays.

The HPLC and thin layer chromatography analysis of the ethanolic extracts confirmed that the
three have different CBD and THC cannabinoid proportions as well as different
phytocannabinoids quantities. Despite these differences all of them have a very good antiviral
activity. This suggests that this activity is not due to the presence of the individual cannabinoids

but to the sum of the properties of each compound. Which is known as the entourage effect.

The results of this Thesis show that the cannabis leaf extracts, obtained from a part of the plant

that is normally thrown away, have antiviral activity thus making them potential phytomedicines.
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Introduccion

La emergencia de virus nuevos y la reemergencia de viejos conocidos han puesto en evidencia

la falta de terapias antimicrobianas.

La demanda de antivirales ha aumentado en los ultimos afios debido a distintos factores, como
el aumento de enfermedades virales cronicas entre las que se encuentran el HIV (virus de la
inmunodeficiencia humana) y la hepatitis B y C y la reaparicién de virus que se creian
erradicados. El calentamiento global también contribuye a que haya mas zonas propicias para
los vectores virales como los mosquitos, y el avance del humano sobre territorios naturales
obliga a los animales a vivir en contacto estrecho con estos aumentando la probabilidad de
aparicion de virus zoondéticos. Ademas, con la alta posibilidad que existe de viajar a distintos
lugares y la cantidad de gente que se moviliza a nivel mundial, los virus pueden trasladarse
rapidamente de un lugar a otro y si son altamente transmisibles, transformar un pequefio brote
en una pandemia (Ka-Wai Hui E. 2006).

Virus Herpes Simplex

Los virus del herpes simplex de tipo 1 y 2 (HSV-1 y HSV-2) pertenecen a la familia
a-herpesviridae, son virus envueltos con genoma de ADN. La transmision del virus se produce
cuando mucosas, heridas o fluidos corporales de una persona infectada entran en contacto con
mucosas o piel lastimada de una persona sana. Luego de la primoinfeccion, el virus permanece
en un estado de latencia hasta la reactivacién. HSV-1, que produce lesiones orofaciales
establece su latencia en el ganglio del trigémino, mientras que HSV-2 que produce lesiones
genitales, establece su latencia en los ganglios del sacro. Durante el periodo de reactivacion,
gue puede ser con o sin lesiones, se producen gran cantidad de particulas virales, por lo que el
riesgo de contagio es muy alto. En especial si la reactivacién se da sin lesiones y la persona no
sabe que esta infectada (Whitley RJ, 1996).
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Figura 1: Esquema de la estructura de los virus del Herpes Simplex tipo 1y 2 (Elbadawy, Hossein 2012).

Luego de la infeccién con el virus o durante los periodos de reactivacion con sintomas, se
producen lesiones en la piel y mucosas. Estas lesiones son vesiculas, similares a ampollas que
se llenan de liquido con restos celulares, células inflamatorias y gran cantidad de virus. La
aparicion de estas ampollas puede estar acompafiada de otros sintomas como fiebre,
irritabilidad, inflamacion de los ganglios y dolor y picazén en las areas afectadas (Mathew Jr J
et al, 2023).

Segun las ultimas estimaciones disponibles de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el
67% de la poblacion mundial menor a 50 afios, esta infectada con HSV-1. Mientras que el 13%
de la poblacién mundial de entre 15 y 49 afos esta infectada con el HSV-2. La infeccion con
este virus afecta dos veces mas a mujeres que a hombres y ademas aumenta la probabilidad

de contraer HIV (www.who.int, 2020).
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Figura 2: Proporcion de mujeres y hombres de entre 15 y 49 afos infectados con HSV-2 en los distintos

paises del mundo. Datos del afio 2016 (James, Charlotte et al, 2020).

Algunos de los antivirales mas utilizados para tratar estos virus son Aciclovir, Farmaciclovir y

Valciclovir, sin embargo, ya se conocen cepas resistentes a algunos de ellos.

El desarrollo de nuevos agentes antivirales especificos es un desafio. Por un lado, las drogas
deben ser muy selectivas y por ende llevan a una alta tasa de mutacion y al surgimiento
constante de nuevas poblaciones virales. Por otro lado, es dificil encontrar antivirales
especificos de amplio espectro dado que aun dentro de una misma familia de virus las
proteinas virales pueden ser muy distintas. Ademas, a la hora de encontrar un antiviral
eficiente, se debe tener en cuenta su toxicidad en las células del organismo infectado. Por lo
tanto, los antivirales selectivos deben actuar contra las proteinas virales y al mismo tiempo,

provocar el menor dafio posible a la célula hospedadora (Berang K, 2023).



En relacién con la falta de antivirales disponibles y la dificultad de encontrar uno especifico para
el virus que se desea tratar, se encuentra la resistencia de los virus a las drogas. Para las
personas con infecciones virales crénicas como son por ejemplo la del HIV o la del virus del
herpes, la posibilidad de desarrollar una resistencia a los antivirales que utiliza diariamente es
aun mayor. Cuando esto ocurre, la medicacién deja de actuar y hay que buscar una nueva
droga para combatir la infeccién. Ademas, estos virus que adquirieron la resistencia a la droga
pueden contagiarse al resto de la poblacion aumentando el niumero de personas infectadas con

un virus resistente.

Plantas medicinales

El uso de plantas para el tratamiento de enfermedades surge con la necesidad de curar los
males que afectan a las distintas poblaciones desde la antigliedad. La evidencia escrita mas
antigua sobre el uso de plantas medicinales data de hace cinco mil afios y fué encontrada en

una losa de arcilla en Nagpur (India) (Petrovska BB, 2012).

Con el avance de la ciencia muchas de las drogas presentes en las plantas se aislaron e
incluso comenzaron a sintetizarse de forma artificial para ser usadas en distintos
medicamentos. Por ejemplo, el acido acetil salicilico, principal componente de la aspirina fue

aislado por primera vez de la corteza del sauce (Miner Jonathan y Hoffhines Adam, 2007).

Segun la OMS el 80% de la poblacion mundial depende del uso de plantas para el cuidado de
su salud (Farnsworth NR, et al, 1985). Es interesante tener en cuenta que la mayoria de estas

plantas crece de forma natural en un ecosistema adecuado.

Muchos estudios demuestran el potencial que tienen las plantas para tratar los virus del herpes
(Garber A, et al, 2021). Por ejemplo, la utilizacion de extractos etandlicos de la corteza del tallo
de la guanabana (Annona muricata) y el extracto a base de agua de las partes aéreas de la
petunia (Petunia nyctaginiflora) demostraron inhibir el efecto citopatico viral del HSV-1 (Padma
P et al, 1998).

En otro estudio se utilizaron extractos etandlicos de hojas de Ficus (Ficus benjamina) y de lirio
o0 azucena (Lilium candidum). Ambos extractos demostraron tener actividad antiviral contra
HSV-1 y HSV-2 (Yarmolinsky L et al 2009).

Por otro lado, durante varios afios las investigaciones en nuestro laboratorio se focalizaron en
la obtencién y el estudio de moléculas de origen natural presentes en hojas de la planta Melia

azedarach L., que podrian  ser utilizadas como drogas antivirales vy
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antiinflamatorias/inmunomoduladoras a la vez. Asi demostramos que el principio antiviral
presente en los extractos semipurificados denominado meliacina (MA) inhibe la sintesis de
determinadas proteinas tardias que participan en la replicacion del genoma y en el ensamblado
del HSV-1 (Villamil S.M. et al, 1995) impidiendo su propagacion (Alché L.E.,et al, 2002). MA
potencia la accion antiherpética del aciclovir (ACV) y del foscarnet, e inhibe a una cepa mutante
de HSV-1 TK-, sugiriendo que presenta un blanco de accion diferente al ACV (Barquero A.A. et
al, 1997). En condiciones in vivo, MA impide el desarrollo de la queratitis estromal herpética
(QH) en ratén disminuyendo significativamente la aparicion de los signos de enfermedad, la
carga viral y la severidad de las lesiones oculares causadas por la respuesta inmunopatoldgica
inducida por el HSV-1. Los resultados obtenidos indican que MA ejerce tanto una accién
antiviral como antiinflamatoria en dicho modelo de infeccion experimental (Alché L.E. et al,
2000; Pifarré M.P. et al, 2002). Por otra parte, MA inhibe la replicacion del HSV-2 in vitro
(Petrera E. y Coto C.E., 2014). y al evaluar su efecto terapéutico en un modelo de infeccion
genital de ratones hembra con el HSV-2 y la posterior administracion tépica de MA por via
intravaginal, se encontré que la sobrevida aumenta mientras que la severidad de la enfermedad
disminuye, asi como también la diseminacion viral en los fluidos vaginales que presentan
niveles de IFN-y y TNF-a mas elevados que los de los ratones infectados sin tratar ( Petrera E.
y Coto C.E, 2009).

Cannabis

La planta del cannabis ha sido utilizada de forma medicinal desde hace muchos afos. En
relacién al tratamiento de distintas afecciones, ya hay evidencias de su uso en la medicina
china del afio 2737 aC (Warf, Barney, 2014).

Se cree que la planta de cannabis surgié en Asia Central, especificamente en Mongolia y sur
de Siberia, aunque también hay quiénes dicen que surgi6 en el valle del rio Huang He (centro
de China), en las montafias del Hindu Kush o en Afganistan. Posiblemente su distribucion
geografica haya ido variando con el crecimiento y deshielo de los glaciares y a partir del
periodo paleolitico, su distribucién estuvo estrechamente relacionada a los pueblos némades
que la utilizaban. Desde China, el cannabis llegd a Japén y Corea alrededor del afo 2000 aC.
Entre los afios 2000 aC y 1000 aC las invasiones indoarias llevaron el cannabis a India, desde
donde llego6 al Tibet y Nepal alrededor del siglo VII dC.

Las tribus nébmades de Asia Central llevaron el cannabis a través de la ruta de la seda a Oriente
Medio y Europa Oriental y a partir del surgimiento de distintas rutas de comercio y la migracion

de los pueblos, junto con las invasiones, el cannabis fué distribuyendose por distintas partes del
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mundo. Por ejemplo, la planta llegé a Espafia en el siglo VIII dC de la mano de las invasiones

Moras y se distribuyd en Africa via Egipto y Etiopia alrededor del siglo XIll dC (Warf, Barney,

2014).

200 -|- 200&
192040

Iz R
M0an
0 '>-<~

70045 \" 2000

000

‘IB'J.’JH

)

Figura 3: Migracion y distribucion histérica de la planta de Cannabis sativa. (Warf, Barney, 2014).

El Cannabis es un género de la familia Cannabaceae, la misma familia dentro de la que se

encuentra el lupulo. Dentro del género Cannabis, se encuentran tres especies: Cannabis indica,

Cannabis ruderalis y Cannabis sativa. Sin embargo,

las tres especies pueden cruzarse

facilmente entre si, por lo tanto a veces se sugiere que hay una sola especie Cannabis sativa y

que las distintas variedades se distinguen segun sus componentes quimicos (Schilling Susanne

et al, 2020).
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Figura 4. Planta de cannabis: Inflorescencia de cannabis (A); Planta de Cannabis sativa (B); Planta de
Cannabis indica (C) (Monti et al 2021).

La parte mas usada y codiciada de la planta son las flores, que se usan para la fabricacién de
aceites o para el consumo recreacional. Esta parte es la que contiene la mayor concentracion
de cannabinoides. Los tallos pueden ser utilizados para la extraccion de fibras en el caso de las
variedades de cafnamo y las hojas, muchas veces obtenidas luego de la defoliacion, se usan

con fines culinarios o para la preparacion de tinturas.

El cannabis contiene una clase uUnica de compuestos terpenofendlicos, los cannabinoides o
fitocannabinoides, con un total de 565 constituyentes de los cuales 120 son fitocannabinoides.
Los cannabinoides con mayor actividad son el tetrahidrocannabinol (9-THC) y el cannabidiol
(CBD). Ademas la planta produce gran cantidad de metabolitos secundarios, muchos de los

cuales son terpenos y flavonoides (Chandra S et al, 2017).
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Figura 5: Esquema de los distintos cannabinoides que posee el cannabis (Sampson, Peter B. 2021).

Los cannabinoides son compuestos bioldgicos que se encuentran en el cannabis que se unen
a los receptores cannabinoides del sistema endocannabinoide presente en mamiferos, reptiles,
aves y peces. Los cannabinoides han demostrado ser Utiles para tratar dolor crénico, epilepsia

y para el tratamiento de la esclerosis multiple entre otros (Sheikh NK et al, 2023).

El acido cannabigerdlico (CBGA) es el precursor de cuatro vias de biosintesis de
cannabinoides. Por un lado, mediante la enzima acido cannabicromeno sintasa que cataliza la
oxidacion estero selectiva del CBGA se transforma en acido cannabicromeno (CBCA) que
luego a causa de la luz y el calor y a medida que va madurando la planta, se transforma en
cannabicromeno (CBC). Por otro lado, mediante la enzima acido tetrahidrocannabindlico
sintasa el CBGA pasa a acido tetrahidrocanabindlico (THCA), que también mediante la luz y el
calor sufre una descarboxilacion y pasa a tetrahidrocanabinol (THC). La tercera via de sintesis
es la del acido cannabidiolico (CBDA) que ocurre mediante la enzima acido canabidiolico
sintasa y que por el mismo proceso de descarboxilacidon que los anteriores se transforma en
cannabidiol (CBD). La ultima via de sintesis es la del CBGA a cannabigerol (CBG) mediante

una descarboxilacion (Formato M et al, 2020).

14



CBD

Figura 6: Esquema de las vias de biosintesis de los distintos cannabinoides que se sintetizan a partir del
CBGA.

Por otro lado, los terpenos son producidos en los tricomas presentes en las inflorescencias y en
las hojas de la planta. En la mayoria de las variedades de cannabis se pueden encontrar
monoterpenos como mirceno, a-pineno, limoneno y linalool y sesquiterpenos como

B-cariofileno, a-humuleno, bisabolol y (E)-p-farneseno (Booth Judith K. et al, 2019).

La planta de cannabis posee numerosos metabolitos secundarios que son importantes
compuestos bioactivos. Los principales compuestos que se extraen de distintas partes de la
planta, hojas, semillas, flores, raices y resina son terpenos, polifenoles y cannabinoides. Las

semillas poseen gran cantidad de fibra, proteinas y aceites que son ricos en triglicéridos y
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contienen una proporcion alta de acidos grasos poliinsaturados. Las hojas de la planta
contienen terpenos, polifenoles, cannabinoides, aceites esenciales y alcaloides, los mismos
compuestos que se encuentran en las flores.

Todos estos compuestos le confieren a la planta gran cantidad de usos, por ejemplo como
pesticida, por la capacidad que tienen los extractos de inhibir a la colinesterasa. Experimentos
in silico han demostrado el potencial que tienen los cannabinoides para combatir la malaria y la
leishmaniasis asi como la COVID. También se han hecho experimentos que indicarian que el
CBD posee propiedades antiinflamatorias y que otras moléculas biolodgicas del cannabis
servirian para tratar el cancer, la epilepsia y ademas tendrian actividades neuroprotectoras. En
resumen, la planta de cannabis presenta compuestos biolégicos que le confieren a sus
extractos propiedades antioxidantes, antibacteriales, anticoagulantes, insecticidas, anti

cancerigenas, antifingicas, antiinflamatorias, anti epilépticas (Hourfane S et al, 2023).

La interaccién entre los distintos compuestos que estan presentes en los extractos se
denomina efecto séquito. La actividad de un compuesto afecta a la actividad de otro compuesto
mediante la farmacodinamia o mediante la farmacocinética. Las interacciones
farmacodinamicas modifican la respuesta de los receptores y como consecuencia afecta la
eficacia de la dosis del compuesto utilizada. La farmacocinética esta relacionada con la
biodisponibilidad del compuesto, por lo que la interaccion de los distintos compuestos puede
modificar la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de los mismos. Por otro lado,
puede darse una amplia combinacién de efectos, como efectos aditivos, sinergisticos y
antagonistas. Los primeros son simplemente la suma de los efectos de los compuestos por
separado, los efectos sinergisticos tienen que ver con que dos 0 mas compuestos interactiuen
entre si potenciando sus efectos y logrando un efecto mayor que la suma de los individuales.
Por ultimo, los efectos antagonistas en general se los considera negativos sin embargo, podria

ser beneficioso si lo que disminuye son los efectos adversos (Christensen C et al, 2023).

Debido al efecto séquito, es mas beneficioso utilizar el extracto crudo de una planta o de las
hojas por sobre aislar alguno de los compuestos presentes en dicho extracto. Ademas, al no

tener que aislar compuestos, la fabricacion es mas econémica (Rasoanaivo P et al, 2011).

En el 2017 en Argentina se sanciond la Ley 27.350 (www.argentina.gob.ar, ley-27350-273801),
finalmente reglamentada en el afo 2020 que establece el marco regulatorio para la
investigacion médica y cientifica del uso del cannabis asi como su uso medicinal. En el 2022 se
sancion6 la Ley 27.669 (www.argentina.gob.ar, ley-27669-365303) que regula el desarrollo de

la industria del cannabis medicinal y el cafiamo industrial, finalmente reglamentada en agosto
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del 2023. Esto llevod a la creacion de la ARICCAME (Agencia Regulatoria de la Industria del

Canamo y del Cannabis Medicinal).

Debido a la gran cantidad de personas que padecen infecciones causadas por los virus HSV-1
y HSV-2, las recientes reglamentaciones en cuanto al consumo y al estudio del cannabis
medicinal y los potenciales beneficios que tiene, resulta interesante estudiar las propiedades

antivirales de extractos etandlicos de las hojas de esta planta contra el virus del herpes.
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Hipoétesis y Objetivos
Hipotesis

La hipotesis planteada es que los extractos de hojas de cannabis presentan actividad antiviral
debido a la gran variedad de compuestos quimicos que poseen, como terpenos, flavonoides y

cannabinoides.
Objetivos
1- Obtener los extractos etandlicos de hojas de Cannabis sativa L 'y Cannabis indica.

2- Evaluar la actividad antiviral de los extractos obtenidos contra los virus HSV-1 y HSV-2.
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Materiales y Métodos
Materia prima

Se utilizaron hojas de tres variedades distintas de cannabis, donadas por una cultivadora
inscripta en el Registro del Programa Cannabis (REPROCANN).

Las variedades utilizadas fueron Medikit: 50% Cannabis sativa y 50% Cannabis indica,

Strawberry Lemonade: Cannabis sativa dominante y Critical Cure: Cannabis indica dominante.
Obtencién de los extractos

Los extractos se obtuvieron utilizando etanol absoluto como solvente segun (Fischedick et al,
2010). Brevemente, se pesaron 15 g de hojas que se trituraron dentro de un tubo falcon al que
se le agregaron 45 ml de etanol absoluto. El tubo falcon se colocéd en agitador a 400 rpm
durante 15 minutos y posteriormente se centrifugd a 2000 rpm durante 30 segundos. Al finalizar
la centrifugacion, se colecté el sobrenadante y se realizaron dos extracciones mas. Finalizadas
las extracciones se procedié a evaporar el etanol en rotavapor. El etanol no pudo ser

evaporado por completo por la formacién de resinas, por lo que se trabajé con tinturas.

Para determinar las concentraciones utilizadas, se evaporé el solvente de 1 ml de extracto

hasta la sequedad en la Savant y se peso obteniendo una concentracién de 82 mg/ml.

Este procedimiento se hizo con cada una de las variedades de hojas y finalmente se obtuvieron

los tres extractos llamados M, SL y CC2 segun la variedad de la que provienen.
Anélisis de los extractos

El analisis de los extractos fue llevado a cabo por la Catedra de Farmacognosia de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

El analisis cuantitativo se realizé por HPLC segun metodologia propia modificada respecto de
Mandrioli et al. (2019) y validada para 7 cannabinoides (CBDA, CBG, CBD, CBN, A9-THC,
CBC, THCA) en el laboratorio.

Para el analisis cualitativo de las muestras de tintura de cannabis se utilizé la metodologia de
Cromatografia en capa delgada (TLC, de sus siglas en inglés) segun metodologia descripta en
Wagner & Bladt, 1996.

- Fase movil: Hexano y éter dietilico (80:20)

- Fase estacionaria: Placas de Silicagel HF 254
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- Revelador: Sal B de Fast Blue al 0,5% en agua

Cultivos celulares

Se utilizo la linea celular Vero (células provenientes de riidn de mono verde africano). Las
células fueron cultivadas en botellas T25 con Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM)
suplementado con 5% de suero fetal bovino inactivado (MEM 5%) y 50 pyg/ml de gentamicina.
Las células fueron cultivadas a 37°C en atmosfera con 5% de CO, y mantenidas en MEM

suplementado con 1,5 % de suero fetal bovino (MEM 1,5 %) luego de alcanzar la monocapa.
Virus

Se utilizaron tres cepas del virus HSV-1, la cepa KOS, la cepa B2006 (TK"), y el virus
recombinante HSV-1 YK608.

La cepa B2006 es resitente al aciclovir y la cepa YK608 esta modificada genéticamente y
expresa la proteina de la capside VP26 de expresion nuclear y la proteina del tegumento VP22
de localizacién citoplasmatica, conjugadas con proteinas de color verde y rojo respectivamente.

Ademas se utilizo la cepa G del virus HSV-2.

Los stocks virales se obtuvieron infectando monocapas de células Vero crecidas en botellas
T25. Las células fueron inoculadas con 1 ml del virus con una multiplicidad de infeccién (m.i) de
0,01 y se dejaron adsorber en estufa gaseada durante 1h, agitando cada 30 minutos.
Finalizada la adsorcién, se removid el indculo, se agregaron 5 ml de MEM 1,5% y se incubd en
estufa a 37°C en atmosfera con 5% de CO, hasta alcanzar un efecto citopatico del 80-90%.
Luego, se procedié a hacer dos ciclos de congelamiento y descongelamiento para lisar las
células. Para finalizar, se cosech¢ el virus total y se lo fraccioné para su conservacion a -75°C.

El stock se titulo por el método de unidades formadoras de placas de lisis (UFP).
Citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad fue realizado en células Vero. Las células crecidas por 24 hs en
monocapas se incubaron en microplacas de 96 pocillos durante 48hs con diluciones seriadas al
medio de cada uno de los extractos de hojas de cannabis. Como control, se dejaron pocillos sin
tratar, conteniendo solo MEM 1,5%. Pasado el periodo de incubacién, se realizé el ensayo de
MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) el cual es un compuesto de color
amarillo que es reducido por enzimas mitocondriales a un compuesto de color azul violaceo y

su densidad o6ptica se puede medir a 590 nm. Se asume que la reduccion del compuesto es
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debido a la actividad metabdlica, es decir a la cantidad de células viables. Se agregaron 10 uL
de MTT (5 mg/mL) a cada pocillo y luego se incubd por 2 horas. Se removié el medio de cada
pocillo y se resuspendio el precipitado de la sal de tetrazolio con 100 L etanol 96%. Luego se
midié la absorbancia a 500 nm en el lector de microplacas. Para cada una de las diluciones se
calculd el porcentaje de viabilidad celular comparando la DO media con la DO del control de

células que se tomd como el 100% de viabilidad.

A partir de estos resultados, se graficé la viabilidad celular en funcién de la dilucion del extracto
y se calculé la Concentracién Citotdxica 50 (concentracion del extracto que reduce la viabilidad
celular en un 50%) para cada uno de los extractos. Para aquellos extractos en los que el valor

obtenido fué mayor a 100, se considerdé como una viabilidad del 100%.

Actividad antiviral
Ensayo de rendimiento viral

Se evalud la actividad antiviral de los extractos frente a las cepas KOS y B2006 del virus HSV-1
y la cepa G del virus HSV-2 en células Vero, por medio de ensayos de inhibicion del

rendimiento viral.

Las células Vero fueron crecidas en microplacas de 96 pocillos con MEM 5% durante 24 hs.
Luego, se infectaron con una m.i de 0,1 y 0,01 de cada una de las cepas de virus y se
incubaron durante 1 h en estufa a 37°C con 5% de CO, para permitir la adsorcién viral. Las
células fueron tratadas luego de la adsorcion con dos concentraciones de cada uno de los
extractos, 70 yg/ml y 140 ug/ml y se dejaron pocillos sin tratar para usar como control de virus.
Pasadas las 24 hs de incubacion, se procedid a congelar la microplaca a -75°C hasta su

posterior titulacion por el método de UFP.
Titulacion por el método de formacion de placas de lisis

Los titulos virales se determinaron usando la técnica de formacion de placas de lisis (UFP).
Brevemente, células Vero cultivadas a confluencia en microplacas de 24 pocillos, fueron
infectadas con diluciones seriadas al décimo de los sobrenadantes obtenidos en el ensayo de
rendimiento viral. Luego de 1 h de adsorcidn, se retird el indculo, se agregé medio semisodlido y
se incubo a 37°C con atmdsfera de 5% de CO, durante 48 hs. Luego, las células se fijaron con
formol al 10% vy se tifieron con cristal violeta al 1%. Se contaron las UFP, se calcularon los

titulos virales y se determinaron los porcentajes de inhibicion.
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A partir de los graficos del porcentaje de inhibicion en funcién de la concentracion se calculd la
CEsp, concentracion del extracto que reduce el rendimiento viral en un 50% con respecto a las

células infectadas sin tratar.

Infeccion con HSV-1 YK608

Las células Vero fueron crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 pocillos con MEM
5% y cultivadas a 37°C en estufa gaseada con 5% de CO, durante 24hs. Al finalizar la
incubacién, las células fueron infectadas con HSV-1 YK608 con una m.i de 0,1 y luego de la
adsorcion fueron tratadas o no con 70 ug/ml de cada uno de los extractos. Se incubaron en
estufa a 37°C con 5% de CO, durante 24 hs y luego se fijaron con metanol a -20 °C durante 10
minutos. Se realizaron 2 lavados con PBS y se tifieron los nucleos con DAPI. Los cubreobjetos
se montaron con glicerina tamponada para ser observados en el microscopio de fluorescencia

utilizando distintos filtros sobre el mismo campo y un aumento de 40X.
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Resultados

Extractos

Obtencioén de los extractos

Para la obtencion de los distintos extractos, se utilizaron hojas de cannabis de distintas plantas
donadas por una cultivadora inscripta en el REPROCAN. Se utilizé etanol absoluto en frio como
solvente porque se sabe que los cannabinoides se extraen bien con este solvente. Como se
menciond en materiales y métodos, el etanol no se pudo evaporar por completo debido a la

formacion de resinas.

Una vez finalizada la evaporacion en rotavapor, se obtuvieron los tres extractos a partir de las
tres variedades de hojas de Cannabis: Medikit (M), Strawberry Lemonade (SL) y Critical Cure
(CC2).

Analisis de los extractos

Los extractos fueron analizados por HPLC y cromatografia de capa delgada en la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, por la catedra de Farmacognosia

segun lo especificado en Materiales y Métodos.
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A continuacién se muestra el cuadro 1 con los resultados obtenidos.

Cuadro 1: composicién de los distintos extractos utilizados.

Extractos
COMPUESTO M (mg/ml) SL (mg/ml) CC2 (mg/ml)
CBDA 61,35 36,21 22,2
CBG 2,92 2,39 nd
CBD 20,12 2,39 1.1
A9-THC (THC) 26,94 0,28 1,69
CBC 1,63 nd 0,43
THCA 59,39 1,52 8,23
;I:}?rlf_h:,:cal: 74,05 34,15 20,58
;Z‘::'-LIIE_HT?-:: 79,02 0,74 8,91

* La potencia CBD o THC se refiere a la cantidad potencial en mg/ml de esa sustancia que puede
presentarse si la fraccion acida se decarboxila para dar las respectivas formas neutras.

La potencia se calcula de la siguiente manera:
e Potencia CBD: mg CBD + mg CBDA*0,877
e Potencia THC: mg THC + mg THCA* 0,877

e nd: no detectado (LOD CBD: 1,76 ug/ml; LOD CBG: 1,00 pg/ml)

Como se ve en el cuadro 1, cada uno de los extractos tiene distintas concentraciones de
cannabinoides. La tintura M es la que tiene la mayor concentracion de los distintos
cannabinoides. Empezando por CBDA, el extracto M tiene 61,35 mg/ml mientras que SL y CC2
tienen 36,21 mg/ml y 22,2 mg/ml respectivamente. Los valores de CBG son similares entre M y
SL teniendo el primero una concentracion de 2,92 mg/ml, algo superior a los 2,39 mg/ml de SL

y en la tintura CC2 no fué detectada la presencia de este compuesto. Para el caso del CBD,
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Viabilidad celular (%)

uno de los compuestos mas conocidos, la diferencia entre la concentracion de M y los otros dos
extractos es muy marcada. M tiene una concentracion de 20,12 mg/ml mientras que SL tiene
2,39 mg/ml y CC2 1,11 mg/ml. Al observar el contenido de THC de los extractos, otro de los
cannabinoides mas conocidos, la diferencia entre M y los otros dos extractos también es muy
grande. M tiene una concentracion de 26,94 mg/ml seguido por CC2 con 1,69 mg/mly SL con
0,28 mg/ml. El extracto SL no tiene cantidades detectables de CBC, M tiene 1,63 mg/mly CC2
tiene 0,43 mg/ml. En cuanto a la concentracion de THCA, también hay una gran diferencia
entre M y los otros dos extractos. SL que es el de menor concentracion tiene 1,52 mg/ml,
seguido por CC2 con 8,23 mg/ml y finalmente M con 59,39 mg/ml. Con respecto a las potencias
totales de CBD y THC, M tiene concentraciones de 74,05 mg/ml para la primera y 79,02 mg/ml
para la segunda. Entre SL y CC2 también hay bastante diferencia, SL tiene una potencia total
de CBD de 34,15 mg/ml mientras que la de CC2 es de 20,58 mg/ml. CC2 tiene una mayor
potencia de THC con 8,91 mg/ml mientras que SL tiene 0,74 mg/ml.

Citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad de los extractos se realizd la técnica de MTT, para ello se
utilizaron células Vero crecidas en monocapas en microplacas de 96 pocillos e incubadas con
diluciones seriadas al medio de cada uno de los extractos, durante 48 hs. Como control se
dejaron células sin tratar, con MEM 1,5%. Finalizadas las 48 hs de incubacién se realiz6 el
ensayo de MTT. Para cada una de las concentraciones de extracto utilizadas y para cada uno
de los extractos se compard la DO obtenida con la DO del control cuya viabilidad celular se

considerd del 100%.
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Figura 7: Citotoxicidad de los distintos extractos. La citotoxicidad fue realizada sobre células Vero
tratadas durante 48 hs con diluciones seriadas al medio de los extractos y determinada por el método del
MTT. Extracto M (A), extracto SL (B) y extracto CC2 (C).
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Como se ve en la figura 7, en los tres graficos se puede observar que hasta una concentraciéon
de 175 pg/ml la viabilidad celular es mayor al 70%. Sin embargo, al utilizar una concentracion
de 350 ug/ml la viabilidad celular disminuye drasticamente. La citotoxicidad observada puede

deberse a la presencia de etanol en los extractos que no pudo ser evaporado por completo.

Cuadro 2: Concentraciéon Citotoxica 50

Extractos CCs; (ng/ml)
M 198,1
SL 298,9
CC2 202,4

A partir de los graficos de viabilidad celular de la figura 7, se calculd la concentracion citotéxica
50, que es la concentracién del extracto que reduce la viabilidad celular en un 50% (Cuadro 2).

El extracto con mayor CCs, por lo tanto el menos citotoxico resultd ser SL.

Actividad antiviral

Una vez determinado el rango de concentraciones de los extractos que no son téxicas para las
células Vero, se evalud la actividad antiviral de los mismos. Para ello se realizé el ensayo de
inhibicion del rendimiento viral con los distintos virus. La maxima concentracién utilizada de los
extractos en los ensayos fue de 140 pg/ml. Como se puede ver en el cuadro 2, en todos los
casos la CCs, es mayor que la concentracion maxima utilizada pero ademas, para minimizar el

efecto citotoxico, los ensayos de inhibicidon del rendimiento viral se realizaron durante 24 hs.

Actividad antiviral de los extractos de hojas de cannabis contra HSV-1 KOS

Las células Vero fueron infectadas con HSV-1 cepa KOS utilizando dos multiplicidades de
infeccion distintas: una m.i. de 0,01 y una m.i. de 0,1. Luego de la hora de adsorcién se
agregaron las distintas concentraciones de los extractos y se incubaron durante 24 hs. Al cabo
de dicho tiempo se congelaron las microplacas y se cosecharon los sobrenadantes para

determinar el titulo viral por el método de formacion de placas.
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Figura 8: Inhibicion del rendimiento viral. Células Vero infectadas con HSV-1 KOS fueron tratadas con
diluciones seriadas al medio de los extractos durante 24 hs. El titulo viral fue determinado luego de 24 hs
de tratamiento por la técnica de formacion de placas. HSV-1 KOS m.i 0,01 (A); HSV-1 KOS m.i 0,1 (B).
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En estos graficos se puede ver que, en las concentraciones utilizadas y con ambas
multiplicidades de infeccion, todos los extractos reducen la replicacion del virus HSV-1 KOS.
Los extractos M y CC2 reducen notablemente la replicacion viral al infectar con una m.i de 0,01
aun en la concentracidon mas baja utilizada (70 ug/ml), el primero disminuye el titulo viral en 4,3
logaritmos, mientras que el segundo disminuye el titulo viral en 4,5 logaritmos. No se observan
grandes diferencias entre las dos concentraciones dado que al utilizar la concentracion de 140
HMg/ml ambos extractos disminuyen el titulo viral en 4,3 logaritmos. El extracto SL también
disminuye la replicacion viral a la concentracion mas baja ensayada pero en menor proporcion
que los extractos M y CC2, hay 2 logaritmos de diferencia con respecto al control. Al aumentar
la concentracion de SL (140 pg/ml) la inhibicién obtenida es similar a la ejercida por los otros
dos extractos, también de 4,3 logaritmos.

Cuando se infecta con la m.i de 0,1 nuevamente los extractos M y CC2 son los que presentan
mayor inhibicién y tampoco hay grandes diferencias entre las dos concentraciones utilizadas.
En el caso de M, hay una disminucién de aproximadamente 5 logaritmos con respecto al
control (para ambas concentraciones) y en el caso de CC2 una disminucién de
aproximadamente 6 logaritmos también para ambas concentraciones. SL presenta una
inhibicion notablemente menor a la de M y CC2, de aproximadamente 2 logaritmos para las dos

concentraciones utilizadas.

A partir de estos resultados, se calculé la CE;, y el IS para cada uno de los extractos

obteniéndose los resultados presentados en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Concentracion Efectiva 50 e indice de selectividad de los extractos contra HSV-1
KOS

Extractos CEs, (Mg/ml) CCs; (ug/ml) IS
M 35 198,1 5,66
SL 35,3 298,9 8,47
CC2 35 202,4 5,78

Como se ve en el cuadro 3, los tres extractos presentan valores de CE;, muy similares, 35
Mg/ml para My CC2 y 35,3 pg/ml para SL. Los IS para M y CC2 también son muy parecidos,

mientras que el valor de IS para SL es un poco superior.

A partir del experimento anterior, se determinaron los porcentajes de inhibicion para las dos

concentraciones de cada uno de los extractos y para ambas multiplicidades de infeccion.
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Para determinar los porcentajes de inhibicion de cada uno de los extractos se tom6 como

100% de infectividad o 0 % de inhibicion al control de virus.

Cuadro 4: Porcentaje de inhibicion del rendimiento viral en células Vero infectadas con HSV-1

KOS y tratadas con los extractos en distintas concentraciones.

m.i 0,01
Extracto M SL cC2
Concentracion 70 pg/mi
Porcentale de 99,99 99,18 99,99
inhibicién
Concentracion 140 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,99 99,99
inhibicion
m.i 0,1
Extracto M SL CC2
Concentracion 70 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,51 99,99
inhibicion
Concentracion 140 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,33 99,99
inhibicion

En el cuadro 4 se puede observar que todos los extractos tienen una inhibicion de la replicacion
viral mayor al 99% en ambas concentraciones utilizadas y para ambas multiplicidades de

infeccidon. En algunos casos la inhibicion llega al 99,99 %.
Actividad antiviral de los extractos de hojas de cannabis contra HSV-1 B2006 (TK)

Las células Vero fueron infectadas con la cepa B2006 de HSV-1 que es resistente al aciclovir
utilizando dos multiplicidades de infeccion 0,01 y 0,1. Luego de la infeccion las células se
trataron con dos concentraciones de cada uno de los extractos, se incubaron durante 24 hs y

se determindé el titulo viral de los sobrenadantes por la técnica de formacién de placas.
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Figura 9: Inhibicion del rendimiento viral. Células Vero infectadas con HSV-1 B2006 fueron tratadas con
diluciones seriadas al medio de los extractos durante 24 hs. El titulo viral fue determinado luego de 24 hs
de tratamiento por la técnica de formacién de placas. HSV-1 B2006 m.i 0,01 (A); HSV-1 B2006 m.i 0,1
(B).
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Como podemos observar en la figura 9, al infectar con la m.i de 0,01 se observa una reduccion
del titulo viral de 1 a 2 logaritmos para los tres extractos. Esta reduccion se ve incrementada al
tratar las células con concentraciones mayores de los extractos, llegando a una reduccion de 4
logaritmos.

Cuando se infectaron las células con una m.i de 0,1 se observa que la reduccién de los titulos

virales es similar a la anterior y que es dependiente de la concentracién de los extractos.

Cuadro 5: Concentracion Efectiva 50 e indice de selectividad de los extractos contra HSV-1
B2006.

Extractos CE;5, (ug/ml) CCs, (ug/ml) IS
M 31,28 198,1 6,33
SL 37,84 298,9 7,90
CC2 35,19 202,4 5,75

Como se puede ver en el cuadro 5, el extracto SL tiene la CEsy, mas alta, de 37,84 pg/ml,
seguido por CC2 con un valor de 35,19 pg/ml y por ultimo con la menor CEs, el extracto M con
un valor de 31,28 ug/ml. Hay poca diferencia entre los IS obtenidos, SL es el que tiene el valor

mas alto con un IS de 7,9, seguido por My CC2 con valores de 6,33 y 5,75 respectivamente.
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Cuadro 6: Porcentaje de inhibicion del rendimiento viral en células Vero infectadas con HSV-1

B2006 y tratadas con distintas concentraciones de los extractos.

m.i 0,01
Extracto M SL CcC2
Concentracidn 70 pg/mil
Porcentaje de 98.75 92,50 99,47
inhibicion
Concentracidn 140 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,99 99,99
inhibicion
m.i 0,1
Extracto M SL cCc2
Concentracion 70 pg/ml
Porcentaje de 96,84 98,95 99,90
inhibicién
Concentracion 140 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,99 99,99
inhibicion

Como se puede observar en el cuadro 6, al infectar con la m. i. de 0,01 los porcentajes de
inhibicion varian entre el 92,50 % y el 99,47% a bajas concentraciones pero llega a 99,99% a
concentraciones mayores. Al aumentar la m.i. se observa que los porcentajes de inhibicion se
mantienen.

Podemos concluir que los extractos M, SL y CC2 presentan actividad antiviral contra la cepa
B2006 de HSV-1 resistente al aciclovir.

Actividad antiviral de los extractos de hojas de cannabis contra HSV-1 YK608

Las células Vero fueron crecidas sobre cubreobjetos durante 24 hs hasta alcanzar un 90-100%
de confluencia, luego se infectaron con el virus HSV-1 YK608 a una m.i. de 0,01. Luego de la
adsorcion se trataron con 70 ug/ml de los distintos extractos durante 24hs. Posteriormente las

células se fijaron con metanol a -20 °C durante 10 minutos, se lavaron con PBS y se tifieron los
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nucleos con DAPI. Los vidrios fueron montados, se observaron al microscopio de fluorescencia

utilizando distintos filtros sobre el mismo campo y se fotografiaron.

DAPI VP26 VP22 Superposicién

ccC

5L

Figura 10: Efecto de los extractos de cannabis sobre la infeccion con la cepa YK608 de HSV-1. Las
células Vero infectadas con HSV-1 YK608 y tratadas con 70 ug/ml de cada uno de los extractos se
tiferon con DAPI y se observaron al microscopio de fluorescencia.CC: control de células; CV: control de
virus; M, SL, CC2: células infectadas y tratadas con el extracto indicado. Superposicion: Corresponde a
la superposicion de las tres imagenes (DAPI+VP26+VP22). Aumento: 40 X.
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La figura 10 muestra las imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia. Se puede
observar en la primera columna que tanto las células sin infectar como las infectadas y tratadas
mantienen la integridad de la monocapa, como lo indican los nucleos tefidos de azul con DAPI.
Ademas, como se esperaba, en el conntrol de células sin infectar (CC) no hay fluorescencia de
color rojo o verde correspondiente a la presencia de las proteinas del virus. En el control de
virus (CV) se observa la fluorescencia de color verde correspondiente a la expresion de la
proteina VP26 de localizacion nuclear y la fluorescencia de color rojo correspondiente a la
expresion de la proteina VP22 de localizacién citoplasmatica. Se pueden observar focos de
gran tamano y gran intensidad de fluorescencia. En la columna de superposicion se pueden ver
en amarillo los focos de infeccidn expresando ambas proteinas virales.En las células infectadas
y tratadas con los distintos extractos se observa que el tamafo de los focos de infeccion
disminuye notablemente con respecto al control de virus, asi como también la intensidad de
fluorescencia de ambas proteinas virales. Los tres extractos inhiben la replicacion del HSV-1
YK608, siendo el extracto M el que presentd mayor inhibicion de la replicacién viral. Ademas,
presentd una mayor inhibicion en la dispersién del virus célula a célula lo que se infiere por la
presencia de células puntuales expresando las proteinas virales a diferencia de los focos de

infeccidon observados tanto en el CV como en los tratamientos con SL y CC2.

Actividad antiviral de los extractos de hojas de cannabis contra HSV-2 G

Las células Vero fueron infectadas con la cepa G del virus HSV-2 usando dos multiplicidades
de infeccién: 0,01 y 0,1. Luego de la hora de adsorcion fueron tratadas con diluciones seriadas
al medio de los distintos extractos durante 24 hs. Se determino el titulo viral mediante la técnica

de formacién de placas.
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Figura 11: Inhibicion del rendimiento viral. Células Vero infectadas con HSV-2 G fueron tratadas con

diluciones seriadas al medio de los extractos durante 24 hs. El titulo viral fue determinado por la técnica

de formacion de placas. HSV-2 G m.i 0,01 (A); HSV-2 G m.i 0,1 (B).
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La figura 11 muestra el efecto antiviral de los extractos de cannabis contra la cepa G de HSV-2.
Como se puede observar, cuando se infectdé con una m.i de 0,01 los tres extractos
disminuyeron la replicacién viral de forma considerable aun en la concentracion mas baja y no
se observan grandes diferencias con respecto a la concentracion mas alta del extracto. Los
extractos M y CC2 disminuyeron el titulo viral en aproximadamente 4 logaritmos con ambas
concentraciones utilizadas. El extracto SL con la concentracion mas baja utilizada disminuyo el
titulo viral en aproximadamente 4 logaritmos, mientras que para la concentracién mas alta la
disminucion fue menor, de 3,5 logaritmos. Al infectar con la m.i de 0,1 el extracto CC2 fue el
que disminuyd la replicacién viral en mayor proporcion, logrando una disminucién de 5
logaritmos con la menor concentracion utilizada. Por su parte, el extracto M disminuye el titulo
viral en 5 logaritmos a la maxima concentracién utilizada. El extracto SL, es el que menor
inhibicion presenta aunque disminuye el titulo viral en 2 logaritmos, lo que representa una

inhibicion mayor al 98%.

Cuadro 7: Concentracién Efectiva 50 e indice de selectividad de los extractos contra HSV-2 G

Extractos CE;, (ug/ml) CCs, (ug/ml) IS
M 35 198,1 5,66
SL 35 298,9 8,54
CC2 35 202,4 5,78

El cuadro 7 muestra los valores de CCs,, CEs, y los IS obtenidos a partir de los gréaficos de la
figura 11. Como se puede observar, los valores obtenidos de CE5, son de 35 pg/ml para los tres
extractos. Para M y CC2 los IS son muy similares, con valores de 5,66 y 5,78 respectivamente.

En cambio para SL el valor es un poco mas alto, de 8,54.
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Cuadro 8: Porcentaje de inhibicion del rendimiento viral. Células Vero infectadas con HSV-2 G

y tratadas con distintas concentraciones de los extractos.

m.i 0,01
Extracto M SL cCc2
Concentracion 70 pg/mil
rorcentaje de 99,99 99,97 99,99
inhibicién
Concentracion 140 pg/mi
Porcentaje de 99,99 99,98 99,99
inhibicion
m.i 0,1
Extracto M SL CC2
Concentracion 70 pg/mi
Porcentaje de 99,99 97,76 99,99
inhibicién
Concentracion 140 pg/ml
Porcentaje de 99,98 98,67 99,99
inhibicién

Como se puede observar en el cuadro 8, al infectar con la m.i de 0,01 todos los porcentajes de
inhibicion son del 99,9 % aun utilizando la concentracion mas baja de los extractos. Al infectar
con una m.i mayor, los porcentajes de inhibicion de M y CC2 se mantienen en 99,9% mientras
que los de SL disminuyen un poco siendo de 97,76% para la menor concentracién utilizada y

98,67% para la mayor concentracion del extracto.

A partir de los resultados presentados podemos concluir que los tres extractos de hojas de

cannabis pueden inhibir la cepa G de HSV-2 de forma similar a la observada para HSV-1.
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Discusion

El uso de plantas medicinales para tratar los distintos males que afectan a las poblaciones,
data de hace mas de cinco mil afos y aun hoy en dia se utilizan para combatir muchas

enfermedades y malestares.

Algunos estudios sugieren que los extractos de cannabis son buenos como antivirales, por
ejemplo se ha estudiado su efectividad contra la COVID-19. Cannabinoides como el CBD o el
THC entre otros, modularian la tormenta de citocinas producida por la infeccion viral
disminuyendo la inflamaciéon que en muchos casos termina siendo letal. Ademas intervendrian
en el mecanismo de replicacion del virus llegando a bloquear la replicacién viral. Por otro lado,
la planta de cannabis también posee terpenos que presentan actividad antiviral, dado que
intervienen como moduladores y mediadores en distintas vias de sefalizacién (Sea YL et al
2023).

Debido a la gran cantidad y diversidad de compuestos que posee el cannabis y los distintos
usos medicinales descritos, resulta imperioso el estudio de sus bioactividades. En este trabajo,
se obtuvieron extractos a partir de las hojas, una parte de la planta que no es tan utilizada y
que en algunos casos es descartada. Ademas, se utilizé etanol como solvente dado que se

sabe que los cannabinoides se extraen bien con este compuesto (Addo PW et al, 2022).

En lugar de aislar los componentes, en esta primera instancia, se utilizaron los extractos crudos
para evaluar el efecto conjunto de todos los componentes. Ademas, al usar el extracto crudo,
es mas dificil que los virus adquieran mutaciones que les confieran resistencia a todos los
compuestos en simultaneo, lo que también podria convertirlo en un potencial antiviral de amplio
espectro. Otra ventaja de no aislar los compuestos, es la disminucién de los costos de

fabricacion y que no se pierde producto durante los procesos de extraccién y purificacion.

El objetivo de este trabajo fue obtener los extractos etandlicos de hojas de cannabis y
determinar su actividad antiviral contra tres cepas del virus HSV-1 (KOS, B2006 e YK608) y
contra la cepa G del virus HSV-2. Los extractos se obtuvieron segun los protocolos previamente
publicados aunque no se pudo evaporar completamente el etanol debido a la formacién de
resinas. Ante la posibilidad de perder componentes del extracto se decidié trabajar con las
tinturas obtenidas. Se obtuvieron tres extractos: M, SL y CC2 correspondientes a las
variedades Medikit, Strawberry Lemonade y Critical Cure respectivamente, cada uno con
distinta proporcion de CBD y THC. El analisis de la composicion de cannabinoides de cada
uno de los extractos que se realiz6 mediante HPLC y Cromatografia en Capa Delgada mostro

que efectivamente cada variedad posee distinta composicion de cannabinoides. Se prevé en
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estudios posteriores el analisis de los componentes principales de los extractos como presencia
y abundancia de flavonoides, terpenos y otros compuestos.

Se evalud la citotoxicidad de los extractos mediante la técnica del MTT en células Vero. Al
trabajar con tinturas se usaron diluciones altas de los extractos teniendo en cuenta que el
etanol es toxico para las células en concentraciones superiores a 1/100. Debido a esto
realizamos diluciones 1/500 y 1/1000 de los extractos para evitar la interferencia del solvente.
Se determinaron las CCs, de cada uno de los extractos, resultando ser de 198,1 pg/ml; 298,9
pg/ml y 202,4 ug/ml para M, SL y CC2 respectivamente, aunque estimamos que en ausencia
de alcohol serian mas altas. Se prevé evaporar las tinturas y resuspender en DMSO para
volver a evaluar la citotoxicidad y la actividad antiviral. Para evaluar la actividad antiviral se

utilizaron los extractos en concentraciones a las cuales la viabilidad fue superior al 85%.

La actividad antiviral de los extractos fue testeada mediante el método de inhibicion del
rendimiento viral, también en células Vero. Se observé que los tres extractos presentan
actividad antiviral contra las cepas de HSV-1 estudiadas tanto al infectar con una multiplicidad
de infeccion baja como con una un poco mayor, alcanzando porcentajes de inhibicion del
rendimiento viral mayores al 99,9% para los tres extractos. Es importante destacar, que los tres
extractos son capaces de inhibir la replicacién de las cepas KOS y B2006 del virus HSV-1
llegando también a porcentajes de inhibicion del rendimiento viral del 99,9%. Este resultado es
prometedor teniendo en cuenta que la cepa B2006 es resistente al aciclovir, el antiviral usado
en la clinica para el tratamiento del virus del herpes. Ademas, la observacion al microscopio de
fluorescencia permiti6 comprobar que los extractos son capaces de inhibir la expresion de las
proteinas fluorescentes de la cepa recombinante YK608 del virus HSV-1, no solo disminuyendo
el tamafio de los focos de infeccion sino también reduciendo la intensidad de la fluorescencia.
Debido a que no se realizaron otros ensayos no se puede concluir que los extractos inhiben la
expresion de las proteinas virales directamente sino que se supone que la disminucion
observada se debe a la inhibicidn de la replicacion del virus lo que lleva a una menor expresion

de las proteinas virales.

Por otro lado, se evalué también la actividad antiviral de los extractos contra la cepa G de
HSV-2 y se determind que los extractos de las hojas de cannabis son capaces de inhibir este
virus alcanzando porcentajes de inhibicién del rendimiento viral del 99,9% para los tres

extractos.
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Conclusiones

Teniendo en cuenta la falta de antivirales, el surgimiento constante de nuevos virus y el gran
numero de personas que esta infectada tanto con HSV-1 como con HSV-2, los resultados
obtenidos en este trabajo son muy alentadores. Trabajar con extractos vegetales presenta una
ventaja en relacién a trabajar con compuestos aislados o sintetizados artificialmente ya que no
solo es mas econdmico porque no se necesita aislar o purificar componentes, sino que ademas
la probabilidad de que los virus desarrollen resistencia es mucho menor. En este caso, la
ventaja es mayor teniendo en cuenta que trabajamos con las hojas de la planta de cannabis
gue generalmente es la parte de la planta que se descarta, por lo tanto la obtencion de estos

extractos haria mas sustentable el uso de la planta.

A pesar de trabajar con extractos crudos, pudimos observar que no resultaron citotoxicos en las
células Vero. Los tres extractos etandlicos de hojas de cannabis, M, SL y CC2 presentan una
alta actividad antiviral contra los virus HSV-1 y HSV-2 llegando a inhibir el titulo viral en mas de
4 logaritmos. Asimismo, inhiben la cepa B2006 de HSV-1 resistente al aciclovir lo que aumenta
su potencial uso como fitomedicamentos antivirales.

Es importante aclarar que los extractos provienen de hojas de plantas con distinta genética y
aunque pudimos determinar diferencias entre los extractos con respecto a la presencia y
cantidad de cannabinoides, especialmente de THC y CBD, no pareceria haber grandes
diferencias en la actividad antiviral. De los tres extractos, el extracto M es el que presenta
mayor actividad contra todos los virus evaluados y también es el que tiene mayor potencia de
CBD y THC. Es imperioso el analisis mas pormenorizado de los componentes mayoritarios de
los extractos para poder determinar si este efecto se debe a los cannabinoides o a algun otro
compuesto.

Estos resultados sumados a las nuevas reglamentaciones con respecto a la investigaciéon
médica y cientifica del cannabis y su uso medicinal motivan a seguir investigando la actividad

antiviral de los extractos de hojas contra otros virus de importancia médica.
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