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RESOLUCION CPyGE ATLANTICA N° 005/2020
Viedma, 10 de septiembre de 2020.

VISTO: el PROYECTO INTEGRAL DE CANNABIS MEDICINAL presentado
por la Secretaria de Investigacion de la Sede Atlantica de la Universidad Nacional de
Rio Negro, Disposicion ATL N° 2620/19 y la Resolucion CICADyTT N° 002/20; v,

CONSIDERANDO:

Que el Estatuto Universitario en su articulo 32° inc. v) que faculta al CPyGE a
"Aprobar los requerimientos de infraestructura y equipamiento para el desarrolio de
las actividades de docencia, investigacion y extension universitaria”.

Que el objetivo del mismo es generar nuevos conocimientos desde un
abordaje interdisciplinario e integral del cannabis medicinal para establecer politicas
pldblicas, marco juridico e informacidon para la produccidon y uso farmacologico
sequro y eficaz del cannabis.

Que es sumamente necesario relevar los principales escenarios normativos a
nivel internacional, contrastar legislacién nacional e internacional sobre el uso

medicinal de cannabis.

Que los planteos sobre la necesidad de regulacion del mercado de cannabis
se vienen produciendo desde hace afios. El crecimiento del movimiento de usuarios
y cultivadores ha logrado instalar el tema a nivel social, politico y mediatico, y en
algunos casos han producido reformas. Asi ocurrié en Uruguay, donde se decidio
regular el mercado de cannabis con cualguier finalidad. Sin embargo, en varios de
los paises las reformas se han limitado a regular sistemas de acceso al cannabis
con fines medicinales o terapéuticos.

Que en el afio 2017 se sanciono la Ley 27.350 que establece un marco
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regulatorio para la investigacion medica y cientifica del uso medicinal de la planta de

cannabis vy sus derivados.

Que la regulacién de cannabis medicinal en Argentina se presenta en un
escenario normativo complejo. En principio, solo se permite el ingreso del aceite de
cannabis a través de la Ley 27.350 y disposicion de Anmat 10874-E/2017, bajo
importacién de Uso Compasivo. Con autorizacién de Anmat junto a prescripcion
médica. (Especialidad medicinal / Sustancia controlada).

Que la Ley 27.350 crea el Programa Nacional para el Estudio y la
Investigacion del Uso Medicinal de la Planta de Cannabis, sus derivados y
tratamientos no convencionales, en la 6rbita del Ministerio de Salud e invita a las
provincias a adherir a la ley.

Que la misma se encuentra Reglamentada Decreto (PEN) 738/2017
(2L/09/17).

Que en el ambito de la provincia de Rio Negro la Ley N° 5.309 sancionada el
22 de agosto de 2018 adhiere a la Ley Nacional N° 27.350

Que diferentes municipios rionegrinos han dictando legislacion que tiende a
dar un marco legal al cultivo del cannabis para uso medicinal a través de, la
creacion de registros, etc, tal es el caso de los Municipios de San Antonio Oeste y
Viedma, entre otros.

Que la Corte Suprema, maximo organo jurisdiccional en nuestro pais, ha
declarado la inconstitucionalidad de la penalizacidon de la tenencia para consumo
personal en su renombrado fallo “Arriola™ de 2009, el cual reitera otro antecedente
de mediados de la década del 80'. Pero el fallo no modifica la norma legislativa.
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Que en la Provincia de Rio Negro, a través de una presentacion en la Justicia
Federal se ha dado curso a la solicitud de una familia de la localidad de San Antonio
QOeste para el auto cultivo de cannabis para uso medicinal.

Que en una de las presentaciones judiciales, se acompafio un un acuerdo con
la UNRN, para poder desarrollar un protocolo de elaboracion y el analisis de los

componentes de activos del aceite de cannabis generado por la familia.

Que en este sentido es necesario producir quimiotipos de Cannabis sativa vy
C. indica utilizando cultivos in vitro y bajo cubierta con diferentes proporciones de
THC / CBD ¥y evaluar diferentes condiciones de cultivo.

Que corresponde elaborar protocolos estandarizados de cultivo para cannabis
medicinal, para obtener extractos de Cannabis para el desarrollo de diferentes
formas farmaceéuticas (solidas, semisolidas y liquidas) y evaluar su estabilidad.

Que se debe Establecer un protocolo para elaboracion y el control de calidad

los productos desarrollados.

Que en una primera etapa se debe determinar los efectos farmacolégicos y

posibles mecanismos de accion del Cannabis en modelos animales.

Que el Cannabis es un género perieneciente a la familia Cannabaceae con
fres especies, diferenciadas sobre la base de analisis genético-taxonémicos. Se
propone que habria una separacion geografica que existio entre C. sativa
("europeo"), C. indica ("sur-asiatico-africano”) y C. ruderalis ("centroasiatico”). La
planta de cannabis se utilizd por miles de afios en diferentes culturas alrededor del
mundo para distintos fines, entre ellos, la medicina. Las plantas de C. sativa y C.
indica poseen distintos principios activos (cannabinoides, terpenos y polifenoles,
entre los mas importantes). Los cannabinoides o fitocannabinoides presentan
diferentes propiedades medicinales y esto permite gue algunas dolencias y
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patologias puedan ser tratadas con cannabis, tales como epilepsia, sindrome de
Tourette, glaucoma, esclerosis mdltiple, fibromialgia, espasticidad, dolor cronico,
trastornos del suefio y apetito, entre ofros. Las diferentes quimiotipos (asi se
denominan por expresar diferentes proporciones de cannabinoides) son el producto
de cruzamientos entre sativa e indica. Por lo que se obtienen extractos que
presentan diferentes proporciones de TCH, CBD y CBN (cannabinodes mas
representativos y con efectos comprobados). Las diferentes patologias requieren de
distintas proporciones de cannabinoides por lo que es necesario utilizar el

fitopreparado mas adecuado para cada una.

Que el proyecto abordard diferentes aspecios relacionados con lo legal,
politicas publicas, cultivo, produccion de fitopreparados, control de calidad y estudios
en animales.

Que se trata de un proyecto interdisciplinario y se propende a la participacion
de todos los interesados de la Universidad Nacional de Rio Negro y a la comunidad
en aportar al mismo.

Que en la sesidn realizada el dia 10 de septiembre de 2020, por el Consejo
de Programacioén y Gestién Estratégica de la Sede Atlantica se ha tratado el tema en
el punto 8 del Orden del Dia, habiéndose aprobado por unanimidad de lasfos
consejera/os presentes.

Que la presente se dicta en uso de las atribuciones conferidas por el Articulo
29° y 32° inc. V) del Estatuto de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO NEGRO;

Por ello,
EL CONSEJO DE PROGRAMACION Y GESTION ESTRATEGICA

DE LA SEDE ATLANTICA
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO NEGRO



v.c

Rita MEGRO

UNIYERSIDAL
NACIONAL

RESUELVE:

ARTICULO 1°.- Aprobar el PROYECTO DE CANNARIS MEDICINAL, presentado por
la Secretaria de Investigacion de la Sede Atldntica, que como Anexo | forma parte

de la presente.

ARTICULO 2°.- Aprobar la composicién del equipo interdisciplinario que desarrollara
el PROYECTO DE CANNABIS MEDICINAL que compone el Anexo Il de esta norma.

ARTICULO 3°.- Registrar, comunicar y archivar.
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ANEXO | RESOLUCION CPYGE DE LA SEDE ATLANTICAN® 005/2020

PROYECTO INTEGRAL DE CANNABIS MEDICINAL

Objetivo general
Generar nuevos conocimientos desde un abordaje interdisciplinario e integral del
cannabis medicinal para establecer politicas pablicas, marco juridico e informacion

para la produccién y uso farmacologico seguro y eficaz del cannabis.

Objetivos especificos

Relevar los principales escenarios normativos a  nivel internacional,
fundamentalmente en aquellos paises mas avanzados en la industria del cannabis
medicinal.

Contrastar la legislacién nacional e internacional sobre el uso medicinal del cannabis
y generar propuestas/ejes superadores a la legislacion actual.

Relevar los principales antecedentes jurisprudenciales respecto del uso de cannabis
en el &mbito de la provincia de Rio Negro y analizar las distintas estrategias juridicas
utilizadas en ellos.

Establecer lineamientos generales para politicas piblicas en Cannabis medicinal
Producir quimiotipos de Cannabis sativa y C. indica utilizando cultivos in vitro y bajo
cubierta con diferentes proporciones de THC y CBD y evaluar diferentes condiciones
de cultivo.

Proponer protocolos estandarizados de cultivo para cannabis medicinal

Obtener extractos de Cannabis para el desarrollo de diferentes formas farmaceuticas
(sélidas, semisdlidas y liquidas) y evaluar su estabilidad

Establecer un protocolo para elaboracién y el control de calidad los producios
desarrollados

Determinar los efectos farmacoldgicos y posibles mecanismos de accion del

Cannabis en modelos animales.
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Cannabis es un género perteneciente a la familia Cannabaceae con tres especies,
diferenciadas sobre la base de andlisis genético-taxonomicos. Se propone gue
habria una separacion geografica que existio entre C. sativa ("europeo”), C. indica
("sur-asiatico-africano™) y C. ruderalis ("centroasiatico”) (Gilmore et al., 2003). La
planta de cannabis se utilizé por miles de afios en distintas culturas alrededor del
mundo para distintos fines, entre ellos, la medicina. Las plantas de C. sativa y C.
indica poseen distintos principios activos (cannabinoides, terpenos y polifenoles,
entre los mas importantes). Los cannabinoides o fitocannabinoides presentan
diferentes propiedades medicinales y esto permite que algunas dolencias y
patologias puedan ser tratadas con cannabis, tales como epilepsia, sindrome de
Tourette, glaucoma, esclerosis mdltiple, fibromialgia, espasticidad, dolor cronico,
trastornos del suefio y apetito, entre otros.

Aspectos histéricos, politicos y legales

Histéricamente, Asia se propuso como la regién original natural y la domesticacion
primaria de C. sativa, y se considera que desempefié un papel importante en su
evolucién (Stevens et al., 2016; Jiang et al., 2006). Ademas, evidencias neoliticas
encontragas en Taiwan sugieren que C. sativa se uso hace 12,000 afios para varios
propésitos diferentes (Li, 1974) y jug6 un papel importante en los primeros cordajes
y la fabricacién de textiles. El uso médico de C. safiva registrado se remonta a unos
5000 afios atras, cuando se confecciond la primer farmacopea china (Abel, 1980).
Segln este antiguo texto, C. sativa se prescribio para la fatiga, el reumatismo y la
malaria (Abel, 1980).

El cannabis entro por primera vez en el sistema internacional de control de drogas
en 1925 y termino incluido en las listas mas estrictas de la Convencién Unica de
1961, fa Lista | y Ia IV. En la década de 1950, el organismo predecesor del Comite de
Expertos adopto una postura firme en contra del cannabis, al sostener que el abuso
de la cannabis puede constituir una etapa previa de la opiomania y que debia
abolirse el empleo de la Cannabis para usos terapéuticos. En 2012 el Comité de
Expertos del cannabis retomo las discusiones para que se incluyera el cannabis en
la agenda de su proxima reunion. Mientras tanto, el panorama de las politicas en
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materia de cannabis experimentaba cambios significativos a escala mundial. Se
produjo una rapida expansion del mercado del cannabis medicinal en muchos paises
de Europa y América Latina (Argentina, Chile, Colombia, México, Peru y Uruguay).
Ademas, en el continente americano, las reformas en las politicas de cannabis
habian empezado a trascender los usos medicinales y a superar los limites del
regimen de tratados de control de drogas de la ONU. Desde 2012, diez estados de
los Estados Unidos y el Distrito de Columbia aprobaron iniciativas de voto o
adoptado leyes para regular el uso adulto de cannabis; Uruguay (2013) y Canada
(2018) han establecido mercados regulados de cannabis a escala nacional.

Segin el Informe Mundial sobre las Drogas de Naciones Unidas, 183 millones de
personas utilizaron cannabis en 2014, lo que representa el 3,8% de la poblacion
mundial. Ademas, su cultivo fue comunicado por 129 paises (Oficina de Naciones
Unidas contra la Drogas y el Delito, 2016). Esta sustancia se encuentra sujeta al
Sistema de Fiscalizacion Internacional de Estupefacientes y Psicotropicos de
Naciones Unidas; siendo dentro de ellas, la mas consumida. Segun dicho sistema de
fiscalizacién, el cannabis es una de las sustancias que tiene el estatus juridico mas
riguroso, al ser de las mas prohibidas supuestamente por los dafios que produce y
su escasa utilidad médica (Corda y Fusero, 2016). En ese sentido, Argentina no es
la excepcién y presenta en un escenario normativo complejo, que en la actualidad se
encuentra dentro del &mbito de la punicidn con una tendencia hacia su regulacion.
Sin embargo, su uso medicinal, espiritual y social se registra en distintos lugares y
tiempos de la humanidad sin graves consecuencias asociadas. Incluso su
prohibicion recién se empieza a desarrollar entrado el siglo XX (Bewley-Taylor et al.,
2014) pese a que no existian -ni aln existen- registros de muertes por sobredosis de
su consumo vy los riesgos para la salud piblica son relativamente bajos, incluso
comparadas con otras sustancias psicoactivas con un tratamiento juridico menos
riguroso, como el alcohol y el tabaco.

Los planteos sobre la necesidad de regulacién del mercado de cannabis se vienen
produciendo desde hace afios. El crecimiento del movimiento de usuarios y
cultivadores ha logrado instalar el tema a nivel social, politico y mediatico, y en
algunos casos han producido reformas. Asi ocurrié en Uruguay, donde se decidio
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regular el mercado de cannabis con cualquier finalidad. Sin embargo, en varios de
los paises las reformas se han limitado a reguiar sistemas de acceso al cannabis
con fines medicinales o terapéuticos.

Como mencionamos la regulacién de cannabis medicinal en Argentina se presenta
en un escenario normativo complejo. En principio, solo se permite el ingreso del
aceite de cannabis a través de la ley 27.350 y disposicion de Anmat 10874-E/2017,
bajo importacion de Uso Compasivo. Con autorizacion de Anmat junto a prescripcion
médica. (Especialidad medicinal / Sustancia controlada).

Por otro lado, la posesién por fuera de dicha contemplacién se encuentra tipificada
por la ley penal Argentina aunque a nivel comparado seestablecen umbrales por
debajo de los cuales la posesion de cannabis no deberia considerarse delito.
Solamente en el caso de Uruguay la ley contempla una regulacion de la cadena
entera. Pese a que organizaciones cannabicas y sociales han logrado agendar el
tema, en la mayoria de los paises las reformas a(n se encuentran pendientes 0 han
resultado insuficientes. La inclusion de familiares de usuarios de cannabis con usos
medicinales y terapéuticos ha contribuido a dar un empuje al movimento y a
sensibilizar tanto a los actores politicos como a la sociedad en su conjunto.

Entre los aspecios legislativos mas relevantes podemos mencionar que, a nivel
nacional, tenemos la Ley N° 23.737 ("89) gue no penaliza el consumo de drogas sino
a través conductas accesorias: el cultivo / tenencia. Establece asi conductas tipicas
como el delito de trafico de droga que tiene entre 4 a 15 afios de prision, la simple
tenencia que va de 1 a 6 afios de prisién, el consumo personal que vade 1 mes a2
afios de prisi6n, pudiéndose desviar el proceso hacia una medida de seguridad
curativa. 0 educativa segin se trate de un dependiente o un experimentador. El
cultivo para consumo personal tiene la misma pena que el anterior, pero depende la
interpretacion judicial puede considerarse como un delito de trafico. En ese sentido,
la ley no estable un régimen de cantidades umbrales por lo que la definicidn entre
conductas relacionadas al tréfico y al consumo personal, queda a la discrecion y
arbitrariedad de los operadores judiciales.

En el afio 2017 se sanciono la Ley 27. 350 que establece un marco regulatorio para
la investigacién médica y cientifica del uso medicinal de la planta de cannabis y sus
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derivados. Crea el Programa Nacional para el Estudio y la Investigacion del Uso
Medicinal de la Planta de Cannabis, sus derivados y tratamientos no
convencionales, en la 6rbita del Ministerioc de Salud. Por otro lado, invita a las
provincias a adherir a la ley, a los efectos de incorporarse al programa, en el marco
de los convenios que se celebren con la autoridad de aplicacion. La misma se
encuentra Reglamentada Decreto (PEN) 738/2017 (21/09/17) y normativa de la
6rbita ministerial, que se encuentra actualmente en proceso de modificacion.

En el &mbito de la provincia de Rio Negro encontramos la Ley N° 5.309 sancionada
el 22 de agosto de 2018 mediante la cual se adhiere a la Ley Nacional Nro. 27.350
-Investigacion Médica y Cientifica del Uso Medicinal de la Planta de Cannabis y sus
derivados. Por otro lado, en las diferentes drbitas municipales rionegrinas se han ido
dictando legislacién que tiende a dar un marco legal al cultivo del cannabis para uso
medicinal a través de, por ejemplo, la creacion de registros, etc, tal es el caso del
Municipio de San Antonio Oeste, Viedma, entre otros.

En lo que respecto a los antecedentes jurisprudenciales; los mismos han ido
variando con la sancién de la ley N® 27.350. No obstante, la Corte Suprema, maximo
érgano jurisdiccional en nuestro pais, ha declarado la inconstitucionalidad de la
penalizacién de la tenencia para consumo personal en su renombrado fallo “Arriola”
de 2009, el cual reitera otro antecedente de mediados de la década del 80°. Pero el
fallo no modifica la norma legislativa, cuyo texto alin se encuentra vigente como
mencionamos anteriormente. Si bien el fallo produjo cambios en la actuacion de los
jueces, quienes han aplicado sucesivamente dicho antecedente tanto para declarar
la inconstitucionalidad de la penalizacion de tenencia para consumo como para el
autocultivo, ello no impacté de forma tan contundente sobre las practicas policiales
que se escudan en la plena vigencia de la ley.

Es menester destacar gue, en el ambito de la Provincia de Rio Negro, a través de
una presentacion en la Justicia Federal se ha dado curso a la solicitud de una familia
de la localidad de San Antonio Oeste para el auto cultivo de cannabis para uso
medicinal. En una de las presentaciones judiciales, se acompafio un un acuerdo con
la. UNRN, para poder desarrollar un protocolo de elaboracion y el analisis de los
componentes de activos del aceite de cannabis generado por la familia.
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En terminos generales al dia de hoy, encontramos que su regulacion activa el poder
punitivo del Estado y solo tenemos un marco regulatorio para la investigacion
médica y cientifica del uso medicinal de la planta de cannabis y sus derivados. Mas
alld de los avances, se corren riesgos de seguir reproduciendo las mismas
consecuencias actuales, perpetuando las afectaciones a la salud, la seguridad vy la
institucionalidad. Es necesario un cambio estructural en el abordaje de esta
problematica compleja.

Las reformas “limitadas” que no reconocen la necesidad de regular otros usos del
cannabis, como el los recreativos o culturales, corren en riesgo de seguir
reproduciendo las mismas consecuencias actuales. En consecuencia, perduran las
afectaciones a la salud, seguridad, institucionalidad y derechos humanos que la
prohibicién del cannabis y la ausencia de una regulacion estatal, permiten e

incentivan.

Legislacion Comparada

En el ambito regional Brasil esta modificando la normativa e importa igual que
Argentina bajo uso compasivo como especialidad medicinal. Presentaron un
proyecto donde el cannabis medicinal se enmarque dentro de una normativa de
“PRODUCTO FITOTERAPEUTICQ". Presentan dos opciones de comercializacion y
regulacién: a) Aceites con alto contenido de CBD: Su provision sera a través de un
médico por “Receta simple”. b) Los aceites con mayor contenido de 1% THC: Su
provision sera a través de un medico por “Receta especializada” (recetas reguladas
por la autoridad sanitaria). Las modalidades de obtencién seran a traves de aceites
de cannabis importados como producto terminado y/o importacion de materia prima
para manufactura local. Para esta opcion se importa el CBD puro en bulk bag. A
diferencia de Argentina en Brasil la provision de aceite de cannabis para uso
medicinal esta abierta a todas las patologias. Y el estado se hace cargo de costear
el costo del producto. No estd contemplada la regulacion del autocultivo.

En EEUU varia su regulacion segin el estado, aungue poco a poco EEUU esta
federalizando su regulacion. EEUU al igual que Mexico, Brasil, Colombia y Uruguay
estan llevando el % THC permitido de menos de 0,3 % a menos de 1 %. Argentina
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también se podria ajustar a menos 1 % de THC. Para productos con menos
contenido de 1 % de THC para EEUU es un “SUPLEMENTO DIETARIO". Es de
venta libre y no tiene regulacidn de la FDA. Algunas empresas de EEUU sostienen
una estrategia de venta y de produccién del aceite cannabis y subproductos de
cannabis con alta concentracion de CBD y bajo THC. Asimismo producen varios
productos libres de THC. De esta forma consideran a los productos de puro CED
hacia un concepto de estilo de vida, (“Style Life*) como lo llaman. Son productos
para uso cotidiano con menor cantidad de miligramos de CBD que un aceite de
cannabis para uso medicinal. Es el caso de los sprays, gomitas, bebidas, y otros
alimentos con 100 % CBD. Si hay otra categoria de vaporizadores e inclusive
aceites de cannabis con alto % de THC. Ejemplo para patologias de enfermedades
oncolégicas y dolor, para estos casos lleva una regulacion de la FDA el cual se
agrupan en la categoria de “Medical Cannabis”, Seria como un medicamento de
cannabis. No es un farmaco pero se debe presentar receta para adquirirlo. Se puede
encontrar en los dispensarios. A nivel cultivo y consumo recreativo por ejemplo en
California. otorgan licencias libres para cafiamo. Y para marihuana solo permiten
hasta (6) plantas en floracion por persona. Asimismo se tienen que inscribir en un
registro de cultivadores. Este caso de California es similar a la regulacién de
Uruguay.

En México el aceite de cannabis es un “Suplemento Dietario®, especificamente es un
aceite vegetal, por ende un alimento. No requiere regulacién de la Cofepris y es de
venta libre. Su uso estd permitido para todas las patologias. Hoy México se
encuentra en tratativas también en la modificacidn de la normativa vigente, en
especial de la creacion de una entidad de control exclusiva para el cannabis. Seria
como un Instituto Nacional del Cannabis, el cual tendria competencia de control y
regulacion. Este organc seria muy interesante replicar en Argentina tal vez a través
de la Direccién Nacional del RECAN.

Podriamos continuar con un andlisis de Inglaterra, Canada, Europa, Colombia.

En ese sentido, en Argentina seria clave que tenga una normativa y regulacion para
el cannabis medicinal y, la propuesta gue se encuentra en agenda es que sea un: “
PRODUCTO FITOTERAPEUTICO". No seria ni un farmaco, ni un suplemento
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dietario, ni un productc o remedio herbolario. De esta forma al ser un Producto
Fitoterapeutico se pueden establecer propios estandares regulatorios. Se considera
importante conformar un organismo de control especifico para el Cannabis. Que no
tenga competencia de Anmat, considerando que no seria un medicamento, sino con
competencia de control y regulacion. La importancia de la creacion de un instituto,
entidad o direccidn nacional especifica para el cannabis permitiria establecer del
producto y/o del cultivo los siguientes estandares: Regulacion., Control de calidad;
Control de composicion de la molécula (THC, CBD, CBEN, Terpenos) para cada
producto, Diversificacion y clasificacion de los productos., Trazabilidad, Precio,
Logistica, Licencias, autorizaciones y/o permisos.

Asimismo, esta normativa es importante que este acompafiada de una posible
resolucion que permita a los pacientes el acceso gratuito al tratamiento. Es decir que
las obras sociales puedan bajo seguimiento clinico y auditoria cubrir el costo del
producto. Como asi también se permita ampliar el uso del cannabis hacia otras
patologias. Como conclusion y como complemento al diagnéstico y propuesta
establecida es interesante pensar en la normativa que tiene prevista establecer
Brasil para el cannabis como un Producto Fitoterapeutico. De Mexico; tomar el
modelo de creacién de una Agencia o Instituto de Control y Regulacion del Cannabis
y de EEUU adaptar la idea de clasificar los productos con diversas concentraciones
de CBED y THC. Tener en cuenta que el caiamo posee menos del 0,3 % de THC por
lo tal no se lo puedo considerar un estupefaciente o sustancia peligrosa. Seria
importante solicitar a través del Ministerio de Agroindustria cartera a cargo del
INASE (Instituto Nacional de Semillas), poder discriminar al cafiamo de la marihuana
en la lista 1 y 4 de la ley de estupefacientes. Con una resolucién se podria resolver.
De esta forma el cafiamo se desprenderia como sustancia peligrosa de las listas de
la ley de estupefacientes considerando que no hace discriminacion. Solo establece
la lista CANNABIS SATIVA.

Cabe destacar que del cafamo se pueden obtener los siguientes subproductos: a)
De la flor se obtiene el CBD, THC, y terpenos para uso medicinal y cosmética. B) De
la flor también se obtienen las semillas para consumo alimenticio. Las semillas no
contienen THC ni CBD. Si contienen vitaminas y Omega. C) Tallos y hojas:
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Materiales para la construccion: (Hemp creates) Ladrillos de cafamo biodegradables
y sustentables. Fibra de cafiamo para la industria textil. Energia, Plastico, Papel.

Aspectos quimicos y farmacologicos

Se identificaron 538 compuestos naturales de C. sativa y mas de 100 se identifican
como fitocannabinoides (Hanus et al, 2016). Los fitocannabinoides estan
principalmente presentes en la resina secretada por los tricomas de plantas
femeninas, mientras que las hojas masculinas de C. safiva tiene pocos tricomas
glandulares que producen pequedias cantidades. Los fitocannabinoides se clasifican
como cannabinoides neutros (sin grupo carboxilo) v cannabinoides acidos (con
grupo carboxilo) (Hanus et al, 2016). En C. safiva, los cannabinoides son
biosintetizados y acumulados como acidos cannabinoides y posteriormente
descarboxilado en sus formas neutras. En particular, alquilacién de &cido olivadlico
con geranil-pirofosfato por una preniltransferasa produce Acido cannabigerolico
(CBGa). Por accidn de enzimas el acido CBGa se transforma en acido cannabidiol
(CBDa), acido cannabicromene (CBCa) y A-9-tetrahidrocannabinol acido (A9-THCa)
(Sirikantaramas y Taura, 2017). Entre los fitocannabinodes mas prevalentes e
importantes desde el punto de vista farmacologico son el A9-THC, AS-THCa, AS-
THCv, CBN, CBD, CEDa, CBDv, CBG, CBGa, CBC y CBCa.

Andlisis de cannabinoides

Determinacion de cannabinoides por HPLC-DAD

La determinacion de cannabinoides se llevara a cabo utilizando un HPLC-DAD

Thermo UltiMate 3.000. Los métodos a evaluar son los revisados por Citti y col

(2018). Se realizara un ensayo de verificacion de métodos validados de acuerdo a lo

descripto en la Guia Eurolab Esparia (2016).

Preparacion de la muestra a partir de flores de cannabis

Extraiganse 500 mg de la flor de cannabis seca y homogenea con 5 mi de metanol:

cloroformo (9:1 viv) mediante el siguiente procedimiento: remuévase el material 10

segundos en vortice, luego pongase 15 min en bafio ultrasénico, después agitese de
nuevo en vortice durante 5, 10 y 15 minutos, y por Uliimo centrifGguese. Se extraeran
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3 pL del sobrenadante y se inyectaran en el equipo HPLC para la determinacién de
cannabinoides

Preparacion de aceite y muestra para determinacién de cannabinoides por HPLC.
Para preparar aceite de cannabis y las muestras para HPLC se seguiran las
indicaciones reportadas por Romano y Hazekamp (2013) y Picifici y col (2017).
Brevemente, 500 mg de flores de cannabis se colocaron en 5 mi de aceite de oliva y
se calentaran en un bafo de agua (98 °C) durante 120 min. Luego, las muestras de
aceite seran llevadas a temperatura ambiente. El filtrado y extraido se realizara de la
siguiente manera: 100 plL de la muestra de aceite se colocara en un tubo de vidrio
con 10 pL de estandar interno (1 mg / mL) y 890 yL de metanol: cloroformo (9: 1, v/
v). Luego, el tubo se sonicard durante 15 min y se centrifugard a 3500 g durante 5
min. Una cantidad de 3 pL del sobrenadante se inyectaran en el equipo HPLC para
la determinacion de cannabinoides.

Por otro lado, se realizaran exiracciones de flores de cannabis con etanol y sonicado
por 15 minutos de acuerdo a lo descripto por Giese y col (2015). El etanol se
extraera en rotavapor y la resina sera solubilizada en el vehiculo (aceite vegetal).
Condiciones de corrida del HPLC

Se evaluaran diferentes condiciones de corrida. Inicialmente se evaluaran diferentes

métodos.

Método propuesto por Patel y colaboradores (2017).

Columna: Agilent Poroshell 120 SB-C18(3.0 x 75 mm ID x 2.7 pm particle size) core
shell technologybase column. Fase mévil: A: Solucion de acetato de amonio 25 mM
pH: 4,75 %+ 0,01 (ajustado con acido acetico) B: Metanol. En el programa de corrida
se usan diferentes gradientes entre ambas. Gradiente: 0-8.25 min:68.0-85.0% Fase
movil B, 100% metanol, 8.2-9.0 min: 85.0-95.0% Fase movil B, 9.0-10.0 min: 95.0-
68.0%6 Fase mavil B. Flujo 0,70 mL/min. Temperatura de columna 30 °C. Volumen de
inyeccion; 10 ML

Método propuesto por las Naciones Unidas (2010).
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Tipo de columna: 250x4mm RP 8 (5 pm); columna previa 4x4mm RP-8 (5 pm).
Temperatura de la columna: 30°C. Fase mavil: Acetonitrilo: agua (8:2 v/v), isocratica,
tiempo de parada 8 min. Flujo: 1 mifmin. Deteccion: Matriz de fotodiodos (PDA), 220
nm y 240 nm. El volumen de inyeccidn podra variar entre 3 y 10 pL. El orden de
elucién esperado: CBD, CBN, THC, THCA,

Método propuesto por De Backer y col (2009).

Brevemente, la fase maovil consistira en una mezcla de metanol / agua que contiene
50 mM de formiato de amonio (ajustado a pH 5,19). El ajuste inicial sera metanol al
68% (v / v), que se incrementara linealmente a metanol al 90,5% durante 25 min y
luego se incrementard al 95% en 1 min. Después de mantener esta condicidon
durante 3 min, la columna se llevara a la condicién inicial en 1 min y se reequilibrara
en esta condicion durante 6 min. El tiempo de ejecucion total sera de 36 min
aproximadamente. El caudal se fijara en 0,3 ml / min y un volumen de inyeccion de
30 pL. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 30 °C.

Métodos recomendados por proveedores de las columnas

Columna: Ascentis Express C18 10 cm x 2.1 mm, 2.0 ym particle size (50813-U).
Fase mdbil: [A] 0.1% formic acid; [B] 0.1 % formic acid in acetonitrile. Flujo: 0.4
ml/min. Presion: 6300 psi. Temperatura de columna: 35 °C. Detector: UV 280 nm.
Volumen de inyeccion: 1 uL

Columna: Ascentis Express RP-Amide, 15 cm x 4.6 mm 1.D., 5 ym particles (50774-
U). Fase mobil: 5 mM ammonium acetate (pH 4.5 with acetic acid) in 20:80,
acetonitrile: water. Fujo: 1.0 mL/min. Presion de columna: 1450 psi (100 bar).
Temperatura de columna.: 35 °C. Detector: UV, 214 nm. Volumen de inyeccién: 5 pL.

Farmacologia y Cannabinoides activos

Cannabidiol (CBD). el &acido cannabididlico (CBDa) y el CBD son los
fitocannabinoides mas abundantes en la especie de Cannabis sativa (Hanus et al.,
2016). A pesar de la similitud estructural entre CBD y A9-THC, CBD tiene un bajo
agonismo por receptores cannhabincides, se considera como un modulador alosterico
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negativo de los receptores CB1 y CB2 (Pertwee, 2008; Casajuana Kdéguel et al.,
2018). Los reportes sugieren que el CBD ejerce efectos farmacoldgicos a fravés de
los receptores de adenosina, glicina, opioides, serotonina y acetilcolina entre los mas
importantes (lbeas Bih et al., 2015). Ademas, el CBD muestra efectos
anticonvulsivantes, antiespasmaodicos, ansioliticos, antieméticos, antiartrosicos vy
propiedades neuroprotectoras (Pertwee, 2008). Recientemente, se ha demostrado
que el CBD es un agonista inverso para receptores huérfanos acoplados a proteinas
G tales como GPR3, GPR6 y GPR12, que sugieren nuevos usos terapéuticos de

CBD para el Alzheimer, Parkinson, cancer e infertilidad (Laun et al., 2018)

Tetrahidrocannabinol: Trans-A-9-tetrahidrocannabinol (AS-THC) es el compuesto de
C. sativa con mayor actividad psicoactiva (Pertwee, 2008). Los principales
precursores del AS-THC no presentan actividad psicotrépica (acidos AS-THC Ay B).
La degradacion de AS-THC es mayormente oxidativa transformandose en CBN y
otros componentes (Hanus et al, 2016; Andre et al.,, 2016). El AS-THC es un
agonista parcial en ambos receptores cannabinoides: CB1 (modulador de los efectos
psicoactivos) y CB2 (modulador de los efectos inmunolégicos y antiinflamatorios)
(Pertwee, 2008). Los efectos psicoactivos del A9-THC incluyen ansiedad, paranoia,
alteraciones perceptivas y déficits cognitivos. Todos estos efectos mediados por CB1
son causados por la perturbacion de neurotransmision glutaminérgica (GABA) y
liberacion de dopamina (Pertwee, 2008). Ademas, también se ha observado una
baja toxicidad aguda de A9-THC en modelos murinos. Por dltimo, después de la
administracion de A9-THC, se ha informado hipolocomocién, hipotermia, catalepsia,
analgesia y una mayor ingesta de alimentos (Pertwee, 2008).
A9-tetrahidrocannabivarina (A9-THCv): se considera un antagonista del receptor
CB1 (Dennis et al., 2008) ya que a dosis bajas (<3 mg / kg) antagoniza los efectos
A9-THC al actuar sobre la ingesta de alimentos en ratones. Por el contrario, a dosis
més altas (10 mg / kg) AS-THCv muestra un perfil agonista (Pertwee, 2008).
Ademas, A9-THCv puede activar los receptores CB2 e inhibir la produccién de oxido
nitrico estimulada por LPS en los macrofagos (Bolognini et al., 2010; Romano et al.,
2016)
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Cannabinol (CBN): la concentracién de CBN en los productos de C. sativa depende
de la madurez de la flor y las condiciones de almacenamiento. EI CBN es altamente
estable frente a la degradacién oxidativa. Es ligeramente psicoactivo que proviene
de la degradacion del THC y se le atribuyen efectos relajantes y se usa para el
tratamiento de trastornos del suefio. Finalmente, se ha observado una baja afinidad
de CBN por los receptores CB1 y CB2 (Hanus et al., 2016).

Cannabigerol (CBG): estos fitocannabinoides tienen una estructura gquimica
heterogénea y no producen accion psicoactiva mediado por el receptor CB1 (lzzo et
al., 2009). Es un agonista del receptor adrenérgico a-2 capaz de inhibir la liberacion
de catecolaminas causando sedacién, relajacion muscular y analgesia efectos
(Cascio et al., 2010).

Cannabicromeno {CBC): desde un punto de vista estructural, CEC es uno de los
fitocannabinoides mas estables; detectandose en muestras centenarias de C. sativa
(Russo et al., 2008). Los compuestos de tipo CBC no muestran efectos psicoactivos
mediados por CB1. En particular, CBC parece reducir niveles de dxido nitrico, IL-10
e interferdn-y en macréfagos peritoneales activado por LPS pudiendo tener un efecto
curativo sobre la enfermedad inflamatoria intestinal (Romano et al., 2013).

Otros componentes activos presentes en los extractos de cannabis

Mas de 200 terpenocides, responsables de la fragancia de C. sativa, se han
identificado en la flor, las hojas de la planta y pueden representar el 10% del
contenido de los tricomas (Booth et al., 2017). Limoneno, mirceno, y pineno son los
mas comunes y altamente volatiles. Los terpenoides son moleculas lipofilicas que
interactian con las membranas celulares de los animales a nivel central y periferico
(Russo, 2011). El mirceno con otros fitocannabinoides contribuyen a los efectos
sedativos y antiinflamatorios de C. sativa. Diferentes estudios sugieren que los
terpenos contribuyen y modulas los efectos de los cannabinoides (Bonini et al.,
2018).

Aspectos farmacologicos
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La planta de Cannabis ha sido ampliamente utilizada durante muchos siglos como
fuente de fibra, con fines medicinales, para ceremonias religiosas y como droga
recreativa. Desde el descubrimiento del A9-tetrahidrocannabinol (THC), se ha
logrado un progreso significativo hacia la comprension de la farmacologia tanto del
THC como de otros componentes del cannabis y de los usos potenciales de los
fitocannabinoides como medicamentos. Actualmente, existe una amplia evidencia de
que los efectos farmacoldgicos de los fitocannabinoides se deben a su capacidad de
interactuar con los receptores de endocannabinoides y con otros sitios activos,
incluidos los receptores no cannabinoides, y esto hace que la farmacologia de los
fitocannabinoides sea compleja y amplia.

Originaimente, debido a su naturaleza hidrofobica, se sugirié que los efectos del
THC se debian a una perturbacién no especifica de las membranas celulares, sin
embargo luego del hallazgo de los receptores CB1 y CB2 se comprendio que el
efecto era mediado por un sistema enddgenc preexistente (Devane et al. 1988;
Matsuda et al. 1990; Munro et al. 1993). Por lo que los efectos psicotrdpicos del THC
se deben principalmente a su capacidad para interactuar con los receptores CB1
ubicados en el cerebro (Howlett et al. 2002; Pertwee 1997, 2005). También hay
evidencia de que los receptores CB1l también estan presentes en Organos
periféricos, tejidos y células como los testiculos, el corazon, el tejido vascular y las
células inmunes. Los receptores CB2, inicialmente encontrados en las celulas
inmunes, también se han detectado en algunas neuronas del tronco encefélico. Es
importante destacar que, aungue muchos de los efectos del THC son a causa de la
activacion de receptores de cannabinoides hay otros receptores con afinidad por
estas moléculas. Estos incluyen los receptores TRPVL, PPAR y receptores activados
por proteinas G como el GPR55 vy receptores 5-HT1A (Cascio et al., 2017)

Los receptores CB1 y CB2 son receptores acoplados a proteinas Gy, que inhiben la
adenilato ciclasa y activan las MAP guinasas (Howlett 2002, 2005). Los receptores
cannabinoides CB1 también pueden mediar la inhibicion de las corrientes de calcio
de tipo N y P/ Q, y activar las corrientes de potasio de tipo A. Estos receptores se
encuentran principalmente en las terminales de las neuronas centrales y periféricas,
donde median la inhibicion de la liberacion de varios neurotransmisores como [a
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acetilcolina, el acido c-aminobutirico, la 5-hidroxitriptamina, el D-aspartato y la
colecistoguinina (Howlett 2002; Pertwee y Ross 2002).

En humanos existe un tono subyacente de endocannabinoides (eCB) que refleja los
niveles de Anandamida (AEA, N-araguidonoiletanolamina) y de 2-araquidonaoilglicerol
(2-AG), su produccion, metabolismo, abundancia y estado del receptor (Russo,
2016). Bajo ciertas condiciones el tono de eCB se vuelve deficiente, produciendo
sindromes fisiopatolégicos. La deficiencia comparable en los niveles de eCB puede
manifestarse de manera similar en ciertos trastormos que muestran caracteristicas
clinicas predecibles como secuelas de esta deficiencia. La deficiencia de eCB puede
traducirse en migraia (niveles de AEA en el liquido cefalorraquideo), fibromialgia
(hipofuncién central de eCB en la médula espinal) y sindrome del intestino irritable.
Otras afecciones relacionadas con la deficiencia de eCB incluyen trastorno de estrés
postraumatico, enfermedad de Parkinson, diabetes, esclerosis muitiple y enfermedad
de Huntington. Russo ha sugerido que eCB puede desempenar un papel en las
deficiencias de neurotransmisores, incluida la deficiencia de acetfilcolina que se
encuentra en la enfermedad de Alzheimer, y las deficiencias de serotonina y
norepinefrina que se encuentran en la depresion (Russo, 2016).

En los Gltimos afios se han sintetizado un gran ndmero de nuevos compuestos que
son capaces de activar el sistema cannabinoide endogeno, entre ellos: nabilona
(andlogo sintético del THC); dronabinol (preparacion oral sintética a base de deltad-
THC (Marinol®); acido ajulémico (compuesto sintético derivado del metabolito 11-
carboxi-THC); Nabiximols (combinacion de THC y CBD (Sativex®)); Levonantradol
(cannabinoide sintético analogo del dronabinol).

Marinol y Syndros (principio activo: dronabinol): capsulas orales o solucion oral 2,5
mg., 5 mg o 10 mg de dronabinol (THC sintético) disuelto en aceite de sésamo. El
dronabinol estad indicado para la anorexia asociada a la pérdida de peso en
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y las nauseas y los
vomitos asociados a la quimioterapia contra el cancer, generalmente despues del
fracaso de los tratamientos previos.

Cesamet y Canemes (principio activo: nabilona): capsulas orales que contienen un
cannabinoide sintético similar al THC (Capsulas de 1 mg de Nabilona). La indicacion
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principal son las nauseas y los vomitos asociados a la quimioterapia, habituaimente
después del fracaso de los tratamientos previos (Abuhasira et al., 2018). Este
producto esta aprobado para su comercializacion en Argentina.

Sativex (principio activo: Nabiximol): medicamento que contiene cantidades
aproximadamente iguales de THC y CBD a partir de dos extractos de cannabis. Este
producto esta autorizado para el tratamiento de la espasticidad muscular secundaria
a la esclerosis maltiple (Iversen, 2007; Russo y Guy, 2006). Spray oromucosal o
sublingual de un extracto estandarizado de Cannabis. Cada pulverizacion libera una
dosis fija de 2,7 mg de THC y 2,5 mg de CBD.

Epidiolex (principio activo: CBD): solucion oral de CBD de origen vegetal indicada
para el tratamiento de las crisis asociadas al sindrome de Lennox-Gastaut o al
sindrome de Dravet en pacientes de 2 afios 0 mas.

En Argentina Unicamente esta autorizado el uso de Cannabis y sus derivados para el
tratamiento de pacientes que padezcan epilepsia refractaria. Especificamente, esta
autorizada la importacion del aceite de Cannabis y derivados para pacientes con
esta patologia, siendo condicidn necesaria que posean prescripcién médica de
aceite de Cannabis o sus derivados, debido a gue en el pais no se producen
medicamentos a base de esta planta.

La epilepsia es una enfermedad cronica caracterizada por una hiperexcitabilidad
neuronal que conduce al desarrollo de convulsiones recurrentes. Los farmacos
antiepilépticos son fundamentales para el control sintomatico de las crisis
convulsivas. Sin embargo, un 30% de los pacientes con epilepsia son resistentes a
los tratamientos anticonvulsivantes actuales y presentan cuadros graves con mal
pronostico; especialmente nifos vy jovenes con epilepsias refractarias como los
sindromes de Dravet y Lennox-Gastaut. Los cannabinoides exdgenos se consideran
una opcién terapeutica en este tipo de pacientes, donde no se consigue un control
adecuado de las crisis epilépticas con la farmacoterapia estandar y luego de la
instauracion de otras medidas, como la intervencion quirdrgica, la neuroestimulacion

0 la dieta cetogénica.
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Resumen de diferentes trastornos y la utilizacion de fitocannabinoides (Bonnini et al.,

2018).
Trastorno Cannabinoide Mecanismo de accién (Receptores) |

Dolar AB-THC, CBD Peariférico-CB1, CB2, TRPVL, GPRSS v PPARS

| Estlerosis misliple AS-THC, CBD | CcBlycB2 . - ]
Anorexia | AS-THC, CBG jeBiyeez _
Vomites ¥ nauseas AY-THC CBly CB2

| Colitis CBD, CBC, CBG, AS-THCA | CB2
Desordenes del suefio | AG-THC, CED T CB1y CBZ
Sindrome de Touret AGTHC, CBD i CBl1yCB2

| Anorexia ~ Jeep __ lcB2 _
Epilepsia ~ | AB-THC, CBD, AS-THCV? cBlycBz |
Esquizofrenia CED CB2. Dopamina y Serotonina? ]
Alzheimer | AS-THC, CBD CBL CEZ, GPR3, GPRE y GPR12

[ Parkinson T a9 THC?, CBD, AS-THCY, | CB1 and CB2

Desarrollo de medicamentos a base de cannabis y ensayos asociados

Se desarrollaran diferentes formas farmacéuticas a base de cannabis. Entre otros se
incluyen liquidos, solidos y semisélidos. Las etapas del proceso incluyen los
siguientes pasos.

Preformulacion.

- Caracterizacién fisico-quimica del principio activo.

- Métodos analiticos.

- Estudios de estabilidad y compatibilidad con excipientes.

Formulacion.

- Creacion del espacio-diseno.

- Seleccion de excipientes y definicion de métodos tecnoldgicos.

- Estrategias de estabilizacion.

- Especificaciones del medicamento.

Cambio de escala.

- Elaboracioén de lotes piloto y para uso clinico.

- Estudios decambio de escala.

Aspectos a tener en cuenta en el proyecto: Nombre del producto, forma
farmacéutica, composicion cuali y cuantitativa. Se analizara le fundamento del uso o
de las indicaciones terapéuticas incluyendo posologia basado en el uso tradicional
y/o popular del producto y/o su comercializacién prolongada yfo por referencias
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publicadas en literatura reconocida a nivel cientifico. También se realizaran los
ensayos farmacolégicos que avalen el uso propuesto, para lo que se llevaran a cabo
alianzas con laboratorios medicinales. Métodos in vivo o modelos alternativos
adecuados para demostrar la actividad terapéutica propuesta o informacion cientifica
que lo demuestre.

El desarrollo del producto considerara la descripcion del método de preparacion y
control de las materias primas. Para el caso de las drogas vegetales se debe
presentar una monografia completa de la misma e informacion toxicologica que
garantice la seguridad de su uso.

Sabre el producto terminado se realizardn controles de calidad y se especificaran los
controles a realizar, técnicas de muestreo, ensayos farmacotécnicos con sus
respectivas especificaciones. Los métodos de caracterizacion incluiran la valoracién
de los ingredientes activos con su limite de aceptabilidad, control higiénico vy
estabilidad.

Los estudios microbiologicos cumpliran con los requisitos para medicamentos
fitoterapicos (forma farmacéutica sea de uso oral): Recuento de bacterias aerobicas
totales: No mayor de 104 ufc/g. Recuento de Enterobacteriaceae: no mayor de
102 /g. Investigacion de Escherichia coli: ausencia en 1 g. Investigacion de
Salmonella sp: ausencia en 1 g. Investigacion de Staphylococcus aureus: ausencia
en 1 g. Investigacion de sulfito reductores: ausencia en 1 g. Recuento de hongos y
levaduras: no mayor de 102 ufc/g. Determinacion de aflatoxinas (debera dar

negativo).

Uso en animales

Existen numerosas publicaciones cientificas sobre el sistema endocannabinoide
(ECS) en diversas especies de animales de laboratorio. Estas publicaciones
respaldan la seguridad y el potencial terapéutico, que en realidad podria traducirse a
cualquier especie de vertebrado. El ECS se ha descrito en vertebrados, incluyendo
peces cebra (Lam et al., 2006; Oltrabella et al., 2017) y perros (Salzet et al., 2000),
entre otros. La dosis minima letal de THC por via oral para perros es mas de 3 g/ kg
(Fitzgerald et al., 2013), mientras que la dosis letal media no se ha establecido
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(Donaldson, 2019). La vida media de los CB es de 30 horas y la excrecion esde S5 a
15 dias (85% en heces y 15% en orina); La recuperacion después de la ingestion es
de 24 horas en la mayoria de los casos, pero puede ser de hasta 72 horas
(Donaldson, 2019).

Los andlisis filogenéticos han revelado que el sistema eCB esta altamente
conservado entre el pez cebra, una caracteristica que No Se encuenira en
organismos comunes de invertebrados de alto rendimiento como Saccharomyces
cerevisiae, Drosophila melanogaster o Caenorhabditis elegans (Klee et al,, 2012;
Mcpartland et al., 2007). Dado su sistema eCB altamente conservado y su conjunto
Gnico de caracteristicas que pueden aprovecharse para aplicaciones de
investigacion, el pez cebra representa un modelo preclinico eficaz para estudiar la
sefializacion CB in vivo. Sin embargo, establecer cuando y donde se expresan los
genes eCB es esencial para permitir estudios posteriores de sefializacion de CB en
cualquier momento del desarrollo de la vida del pez cebra.

Los protocolos de los ensayos en animales seran evaluados y deberan estar
aprobados por el CICUAL de la UNRN. Se prevén realizar ensayos en perros
(epilepsia y dolor) y pez cebra (estudios de toxicidad).

Aspectos agrondmicos y de cultivo

Los niveles de fitocannabinoides de C. sativa estan influenciados por condiciones
ambientales extremas de humedad, temperatura, radiacion, nutrientes del suelo y
plagas (Russo, 2011). El estrés hidrico y el clima soleado generan cambios en los
componentes activos. Ademas, la temperatura en asociacion con la humedad
ambiental tiene un rol determinante en el contenido de cannabinoides. La exposicién
de C. sativa a la radiacion ultravioleta (UV-B 280-315 nm) produce
significativamente mayores cantidades de A3-THC (Pate, 1994).

Los nutrientes del suelo producen cambios en la produccién de cannabinoides. En
particular, hay es una correlacién negativa entre el contenido de K del suelo y la
concentracion de A9-THC en C. sativa. Ademdas, Mg v Fe son importantes para el
producciéon de fitocannabinoides, porque pueden servir como cofactores para las
reacciones enzimaticas (Pate, 1994). Finalmente, los terpenos y los
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fitocannabinoides pueden bloquear otras fuentes de estrés como ataques de
hacterias, hongos e insectos, o competencia con vegetacion circundante. La hembra
de C. sativa son conocidas por su calidad aromatica y muchos de los terpenos
producidos (pineno, limoneno, terpineol y borneol) son conocidos por presentar
propiedades repelentes de insectos y puede ayudar a suprimir el crecimiento de la
vegetacion circundante (McPartland, 1997). En el mismo sentido la resina de los
tricomas glandulares funciona como un sistema defensivo para atrapar insectos y
posee propiedades antibidticas y antifingicas (Appendino et al., 2008).

El progreso genético de cualquier programa de mejoramiento de cannabis esta
limitado debido a la dificultad de mantener genotipos en campo o invernadero con
altos rendimientos en compuestos de interés farmacologico debido a que las plantas
de cannabis son alégamas, hecho que dificulta la mantencion de cultivares/clones a
traves de semilla. La produccion de plantas a través de semillas hace que la
productividad de las mismas sea variable (Meijer et al., 1992). Por esta razdn la
conservacion de determinados cultivares/clones especificos permite la obtencién de
varios individuos con produccién estable de los compuestos de interés. En este
sentido, la biotecnologia aporta herramientas para su logro a traves de la
micropropagacion. Esta técnica es el conjunto de métodos utilizados para multiplicar
las plantas asexualmente, La misma permite obtener plantas geneéticamente
idénticas (clones) de la planta madre. A partir de un fragmento de una planta
(explanto) cultivado in wvitro en una camara de crecimiento en condiciones
medioambientales controladas, se pueden obtener nuevas plantas, la cuales pueden
trasladarse a un sustrato o volver a fragmentarse para producir nuevas plantas por
esta via.

La micropropagacion in vitro podria revolucionar las técnicas tradicionales det cultivo
de cannabis, ya que permite una produccién masiva de plantas en forma rapida. Las
plantas producidas in vitro se mantienen en un medio de cultivo nutritivo, bajo
condiciones que les permiten ser almacenadas durante largos periodos de tiempo,
de este modo, es posible mantener especies de interés con ciertas propiedades
(contenido de fitocanabinoides y terpenos, entre otros) en espacios reducidos por el
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tiempo que sea necesario. Por otra parte, esta técnica al realizarse en condiciones
de asepsia asegura la obtencién de plantas con excelente condiciones sanitarias.

Existen diversos protocolos de regeneracion de plantas de cannabis para diferentes
genotipos, explantos y medios de cultivo (Lata et al., 2017). En este sentido este
autor menciona la utilizacion de partes de semilla para la obtencion de callos en
suspension (Itokawa et al., 1977) incluso a través de la utilizacion del medio de
Gamborg “s moedificado (Veliky and Genest, 1972). Las hojas utilizadas como
explantos para la obtencion de células en suspension en un medio BS + 0.5 mg/l KIN
+ 1 mg/l 2,4 D (Braemer et al., 1985) 0 para la obtencidon de callos en un medio MS +
0.5 yM NAA + 1.0 yM de TDZ (Lata et al., 2010). Otros trabajos citados utilizan
entrenudos y cotiledones para la obtencion de callos en MS + 1 mg/l BAP + 0.5 mg/|
NAA y MS + 2 mg/l TDZ + 0.5 mg/L IBA, respectivamente (Jiang et al., 2015;
Movahedi et al., 2015). Otras investigacion lograron obtener el desarrollo de tallos y
raices a partir de yemas laterales de la semilla, epicdtilo y de cotiledones mediante
la utilizacion de distintos medios (Bing et al., 2007; Movahedi et al., 2015; Chaohua
et al., 2016). La organogénesis directa fue lograda a partir de segmentos nodales
con yemas axilares en medios MS + 0.5 uyM TDZ y MS + 2 uM m-topolin,
respectivamente (Lata et al., 2009; Lata et al., 2016).

La propagacion del cannabis se ha logrado por dos vias diferentes de
organogénesis, es decir organogénesis directa e indirecta y el medio de cultivo mas
utiizado es el de Murashige y Skoog (MS) en combinacion de auxinas y cifoquininas
como reguladores del crecimiento.

La diversidad de protocolos existentes brinda informacidn suficiente para la
seleccion adecuada del mismo en funcion del objetivo de estudio, en este sentido la
reciente informacién publicada por Boonsnongcheep y Pongkitwitoon (2020) aporta
un resumen de técnicas y procedimientos actualizada.

Una vez obtenidas las plantulas por micropropagacion se llevara a cabo la
rusticacion y cultivo de las mismas en sustratos organicos, artificiales o hidroponia.
El cannabis prefiere suelos ricos, ligeramente acidos y de alta calidad que drenen
bien. Se utiliza tierra con perlita para un mayor drenaje. Los substratos organicos
para macetas a menudo funcionan bien para cultivar cannabis cuando se mezclan
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con perlita. Las plantas absorben los nutrientes del suelo, especiaimente en la etapa
de floracién, por eso es importante proporcionar al substrato la cantidad justa (no
demasiada) del tipo correcto de fertilizante para maximizar su rendimiento y prevenir
deficiencias de nutrientes. Actualmente existen diferentes combinaciones de
fertilizantes en el mercado que funcionan muy bien para los diferentes estadios
fenolégicos de la planta.

La hidroponia se refiere a las plantas en crecimiento en sustratos sin suelo, incluidos
los medios de cultivo como el coco, la arena, la grava, el agua pura o incluso el aire
empanado. Al cultivar marihuana hidropénicamente, como cultivador depende de
proporcionar todos los nutrientes que las plantas necesitan a lo largo de los
diferentes estadios fenoldgicos. Esto se hace agregando nutrientes al suministro de
agua. El beneficio de esto es que se puede proporcionar con precision la cantidad
correcta de los nutrientes adecuados que las plantas de cannabis necesitan, para
maximizar sus rendimientos (aproximadamente 687 g por planta en base seca)
(Knight et al., 2010).

Micropropagacion

El progreso genético de cualquier programa de mejoramiento de cannahbis esta
limitado debido a la dificultad de mantener genotipos en campo 0 invernadero con
altos rendimientos en compuestos de interés farmacoldgico debido a que las plantas
de cannabis son aldgamas, hecho que dificulta la mantencion de cultivares/clones a
través de semilla. La produccion de plantas a través de semillas hace que la
productividad de las mismas sea variable (Meijer et al., 1992). Por esta razon la
conservacion de determinados cultivares/clones especificos permite la obtencién de
varios individuos con produccion estable de los compuestos de interés. En este
sentido, la biotecnologia aporta herramientas para su logro por ejemplo, a traves de
la micropropagacion.

La micropropagacién es el conjunto de técnicas y métodos utilizados para multiplicar
las plantas asexualmente. La misma permite obtener plantas geneticamente
idénticas (clones) de la planta madre. A partir de un fragmento de una planta
(explanto) cultivado in vitto en una camara de crecimiento en condiciones
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medioambientales controladas, se pueden obtener nuevas plantas, la cuales puede
trasladarse a un sustrato o pueden volver a fragmentarse para producir nuevas
plantas por esta via.

La micropropagacion in vitro podria revolucionar las técnicas tradicionales del cultivo
de cannabis, ya que permite una produccion masiva de plantas en forma rapida. Las
plantas producidas in vitro se mantienen en un medio de cultivo nufritivo, bajo
condiciones que les permiten ser almacenadas durante largos periodos de tiempo,
de este modo, es posible mantener especies de interés por ciertas
cualidadesffitocanahinoides en espacios reducidos por el tiempo necesario. Por otra
parte, esta técnica al realizarse en condiciones de asepsia asegura la obtencion de

plantas con excelente condiciones sanitarias

Existen diversos protocolos de regeneracion de plantas de cannabis para diferentes
genotipos, explantos y medios de cultivo tal como cita Lata et al., 2017. En este
sentido este autor menciona la utilizacion de partes de semilla para la obtencion de
callos en suspension (ltokawa et al., 1977) incluso a través de la utilizacion del
medio de Gamborg “s modificado (Veliky and Genest, 1972). Las hojas utilizadas
como explantos para la obtencién de células en suspension en un medio BS + 0.5
mg/l KIN + 1 mg/l 2,4 D (Braemer et al., 1985) 6 para la obtencion de callos en un
medio MS + 0.5 pM NAA + 1.0 yMTDZ (Lata et al., 2010). Otros trabajos citados
utilizan entrenudos y cotiledones para la obtencion de callos en MS + 1 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA Yy MS + 2 mg/l TDZ + 0.5 mg/L IBA respectivamente (Jiang et al., 2015;
Movahedi et al., 2015). Otras investigacion lograron obtener el desarrollo de tallos y
raices a partir de yemas laterales de la semilla, epicotilo y de cotiledones mediante
la utilizacion de distintos medios (Bing et al., 2007; Movahedi et al., 2015; Chaohua
et al., 2016). La organogénesis directa fue lograda a partir de segmentos nodales
con yemas axilares en medios MS + 0.5 pM TDZ y MS + 2 pyM m-topolin
respectivamente (Lata et al., 2009 y Lata et al., 2016}.

En lineas generales la propagacion del cannabis se ha logrado por dos vias
diferentes de organogénesis, es decir organogénesis directa e indirecta y el medio
de cultivo mas utilizado es el de Murashige y Skoog (MS) en combinacion de
auxinas y citoquininas como reguladores del crecimiento.
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La diversidad de protocolos existentes brinda informacién suficiente para la
seleccion de adecuada del mismo en funcidn del objetivo de estudio, en este sentido
la reciente informacién publicada por Boonsnongcheep & Pongkitwitoon (2020)
aporta un resumen de técnicas y procedimientos actualizada

Cultivo en hidroponia

Para realizar un cultivo hidropénico de cannabis el primer paso es la eleccién del
medio de cultivo, es decir, una sustancia que sostenga el esqueje que deseamos
producir. Para ello se utilizan diferentes materiales inertes que permitirdn que las
raices crezcan hacia abajo dentro del agua en busca de nutrientes asi como un buen
acceso aéreo de la parte superior. Cada medio tiene sus propias ventajas, y algunos
funcionan mejor dependiendo del sistema productivo utilizado y de los materiales
comercializables en el mercado. En nuestro caso se considera que el medio
adecuado sera la perlita, vidrio volcanico que se expande cuando se expone a altas
temperaturas. Por ofra parte, existen numerosos sistemas de produccion
hidroponica: flujo y reflujo, aeroponia, raiz flotante, goteo, mecha, técnica de pelicula
nutritiva (Beltrano y Gimenez 2015). Todo elios tienen como punto en comdn que
utilizan una solucidn acuosa enriquecida con nutrientes, pero varian en funcion de
distintos factores como la exposicion a/o la circulacion del agua.

Para este proyecto se prevé implementar el sistema de flujo y reflujo (también
conocido como inundacion y drenaje) que consiste en hacer que el agua fluya y se
drene. Se utilizan varios recipientes {macetas) suspendidos sobre una bandeja de
cultivo con entrada y salida para el agua. Ambos canales estan conectados a un
depdsito externo que contiene la solucidn nutritiva, una piedra de aire para airear el
suministro de agua, y una bomba sumergida para empujar el agua en la bandeja de
cultivo con un temporizador. De esta forma, las raices no estan continuamente
sumergidas en agua, sino que se inundan periddicamente con agua fresca con
oxigeno y enriquecida con nutrientes. Cuando termina el ciclo, el agua vuelve al
deposito externo.

Antes de poner en funcionamiento el sistema serd necesario la esterilizacion (alcohol
y agua caliente) de todos los materiales para minimizar las posibilidades de
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contaminacion. Por otra parte, considerar que el recipiente gue contenga la solucién
nutritiva debera permanecer en condiciones de oscuridad para evitar gue ocurra la
degradacion/precipitacion de ciertos nutrientes fotosensibles.

Para preparar la solucion nutritiva sera necesario probar alguna de las soluciones
disponibles para otros cultivos que se encuentren en el mercado, dado que, las
soluciones especificas para cannabis no son producidas nacionalmente. Estos
productos normalmente indican la frecuencia de recambio y el grado de dilucion.

Lo esquejes deberdn ser cortados adecuadamente y desinfectados previo a
introducirlos dentro del sistema. Se recomienda la eleccion de una variedad pequeiia
y compacta por el répido crecimiento observado en esta forma de cuiltivo. En este
trabajo se planifica el enraizamiento previo de los esquejes en un aeroclonador. Una
vez enraizados se colocaran en el sistema hidropdnico y se monitorearan los
siguientes parametros: pH del medio, el cual debera ser ligeramente acido (6,2-6,4)
para favorecer la disponibilidad de nutrientes y garantizar un buen entorno de cultivo.
De ser necesario cambiar la solucion semanalmente para mantener este parametro
en los valores adecuados. Durante la floracion, se recomienda un pH de 6. La
temperatura del medio debera ser de 20°C (Huergo, 2008).

Cultivo en sustrato

Para estos ensayos se consideran las dimensiones de recipiente adecuadas segun
el estadio fenolégico del cuitivo. El sustrato a utilizar deberd ser aireado para el
correcto desarrollo de las raices del cannabis. Para ello se utilizara un sustrato
especifico para este cultivo provisto de los nutrientes necesarios, o bien, un sustrato
de uso comin con agregado de perlita para favorecer la aireacion del mismo. Se
debe controlar que el pH del suelo se encuentre cercano a 6,7 (recomendado como
6ptimo) y evitar pH acidos (Huergo, 2008). Ser importante monitorear la fertilizacion
del cultivo adecuadamente segln los requerimientos de la especie en las diferentes
etapas de desarrollo.

El crecimiento de los esquejes (obtenidos a partir de cultivo in vitro) se colocaran en
condiciones controladas (in door) de temperatura, luz y aireacion. En el caso de
_ partir de semillas, las mismas serdn germinadas a 25°C (Cervantes, 2007) en un
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sustrato bien aireado y con buena retencién de humedad. Previo a la siembra las
semillas seran colocadas un tiempo en agua para favorecer la imbibicion de la
misma, luego se colocaran en el sustrato elegido a una profundidad de siembra
entre 5-10 mm. Los recipientes seran colocados en oscuridad para favorecer la
germinacién. Una vez emergidas las plantulas, cuando las mismas presenten un
porte adecuado y un 6ptimo desarrollo radicular, seran transferidas a contenedores
de mayor tamafio preparados como se indicd anteriormente.

Para el control de la luz se utilizaran lamparas de crecimiento-floracion (que sirvan
para ambas etapas del cultivo). Pueden utilizarse diferentes tipos de lamparas
aunque las mejores producciones se logran con lamparas de sodio de 400 a 600
vatios por metro cuadrado. Es importante considerar una altura de las mismas de
30-40 cm por encima de las plantas en las primeras 3 semanas de crecimiento. Por
otra parte estas l[Amparas generan una cantidad razonable de calor, que debera ser
monitoreada para mantener la temperatura éptima para el desarrollo del cultivo. El
cannabis es una planta de "dias cortos” que florece naturalmente a finales de verano
(Clarke 1981), donde necesita noches ininterrumpidas y suficientemente largas para
iniciar la floracion. El fotoperiodo seré regulado en 18 horas de luz y 6 de oscuridad
al dia. Para inducir la floracién con un buen cogollado, el mismo serd modificado a
12 hs de luz y 12 hs de oscuridad, segiin recomienda como optimo Huergo (2008).
Para la aireacion del recinto se prevé la utiizacibn de un equipo de aire
acondicionado, el mismo ademas de favorecer la circulacién de aire y la reposicion
de diéxido de carbono permitira para mantener una temperatura ambiente cercana a
los valores 6ptimos (22-28 °C y durante la noche 18-22°C) para el desarrollo del
cultivo. Si no es posible disponer de un equipo de aire acondicionado se utilizaran
ventiladores. Es importante considerar un extractor de aire con filiro de carbono que
favorecera la eliminacion del olor caracteristico de las plantas de cannabis durante la
floracion (Cervantes, 2007).

Durante el desarrollo del cultivo y fundamentalmente en el estadio de floracidn es
importante considerar una nutricion adecuada. Podrian utilizarse fertilizantes a base
de nitrégeno, fosforo y potasio. Nitrégeno y potasio son los nutrientes mas
necesarios para el crecimiento mientras que una mezcla de fosforo y potasio son
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mas recomendadas durante la floracion. Se planifica la utilizacion de fertilizantes
especificos para cannabis 0 de lo contrano un manejo racional de la fertilizacion en
funcién de los fertilizantes disponibles en el mercado.

Con respecto al riego, es esencial considerar las caracteristicas del agua utilizada
para tal fin. El volumen y frecuencia de riego deberda monitorearse cuidadosamente
para cubrir los requerimientos de cada etapa de crecimiento. En el agua de riego se
debe controlar concentraciones de CaCO3 entre 30 mg / L y 100 mg / L, CE por
debajo de 1.5 mS / cm, vy dureza como iones Cay Mgentre 100 mg /Ly 150 mg /L
(Swistock, 2016). American Herbal Pharmacopoeia recomienda que el pH en el agua
de riego sea entre 6.5- 7.2

En relacion al método de cultivo se optara por darle a las plantas un tiempo de
crecimiento adecuado para desarrollar ramas laterales. Para ello se realizara el corte
del vastago principal en la parte superior de la planta (apice), la planta dejara de
crecer en altura y ocurrird la promocién del desarrollo de las ramas laterales (pérdida
de dominancia apical) la planta deja de crecer en altura, y pasa a concentrar todas
sus energias en las ramas laterales. También se aconseja eliminar las ramas mas
bajas de la planta dado que estas reciben poca o nula luz, por lo que produciran
cogollos pobres. Eliminandolas obtenemos una mejor circulacion de aire bajo las
plantas y toda la energia disponible sera enviada a los cogollos mas altos. La planta
sera de menor porte pero mucho més gruesa, con varios cogollos de tamafio medio
y se reduce ademas la presencia de problemas sanitarios ocasionados por hongos.
Lo adecuado es realizar esta poda una semana antes de Ia floracion.

Con el comienzo de la floracion se identificaran las plantas macho, las mismas
deberan ser eliminadas para dejar a las plantas hembras con mas espacio y
recursos disponibles para su desarrolio.

Otra cuestion a tener en cuenta es la forma de las plantas, suele utilizarse una red
sobre las plantas, lo que ayuda a darles una forma y adecuada distancia entre
ramas, maximizando asi la cantidad de luz que recibe cada rama (Huergo,2008).
Trascurrido el periodo de floracion (entre 8-10 semanas segin la variedad) se
cortaran los cogollos maduros. Para determinar el momento optimo de cosecha se

~optara por el examen visual. Segin Jin et al, (2019), American Herbal
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Pharmacopoeia sugiere cuatro evaluaciones fisicas. La primera evaluacion se basa
en el porcentaje de estigmas envejecidos, que aparecen de color marron. Se sugiere
una cosecha del 75%. La segunda evaluacion se basa en la firmeza de la
inflorescencia: una resistencia relativamente firme cuando se presiona. La tercera
evaluacion se basa en el color de los tricomas glandulares. Cosecha debe ocurrir
cuando hay un cambio de un claro a ambar o un blanco turbio de las primeras
cabezas de resina, lo que indica la degradacion del THC a CBN. El dltimo, el olor,
que alcanzara un aroma picante especifico de la cepa en la madurez. Estos métodos
pueden ser combinados para determinar el momento dptimo de cosecha (Jim et al.,
2019)

Unas vez cosechados los cogollos se dispondran para su correcto secado en
oscuridad y ambiente fresco (15-18°C). La Oficina de Cannabis Medicinal del
Gobierno neerlandes especifica que el contenido de agua del cannabis debe estar
entre el 5% y el 10% para su envasado (Hazekamp et al., 2006). Si las plantas se
cuelgan para que se sequen, los tiempos medios necesarios para alcanzar una
humedad del 15% se consideran de 36, 18 y 11 horas a 30 ° C,40° Cy 50 ° C,
respectivamente (Potter, 2009). El secado a una temperatura superior a 37 ° C
durante 24 horas puede descarboxilar los acidos cannabinoides (Turner and
Mahlberg, 1984).
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