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Resumen

Dos productos naturales, aceites esenciales de Cannabis sativa (cannabis) y Baccharis latifolia (chilca), fueron empleados
como ingredientes antinflamatorios en un ungtiento de aplicacién tépica. Para medir la eficacia, las diversas férmu-
las disefiadas a base de estos dos aceites esenciales fueron evaluadas in vivo, mediante el método de induccién del
edema subplantar en ratas, como control positivo se emple6 una formulacién de venta libre con ingrediente activo
diclofenaco al 1%. La evaluacién quimica de los dos aceites presenté para el aceite de chilca los siguientes componen-
tes principales: liguléxido 14.02%, andro encecalinol 9.84 %, kesano 7.53 %, limoneno 5.6 % y Z-cadin-4-en-7-ol con
el 5.03 %; mientras que en el aceite esencial de cannabis las moléculas mds abundantes fueron: E-cariofileno 27.91%,
mirceno 21,19 %, o-pineno 8.05 %, a-humuleno 8.03 %, limoneno 7.18 %, terpinoleno 7.12% y B-pineno 4.68 %. Los re-
sultados de la investigacion sefialan que aquellas férmulas con mezclas de los dos aceites esenciales en la formulacién
al 1%, son las que poseen la mayor actividad antiinflamatoria, desde el punto de vista estadistico la significancia es
alta en relacién al control positivo en aquellas cuya composicién de aceites es la siguiente: aceite esencial de cannabis
75% y aceite de chilca 25%, y aceite esencial de cannabis 50 % y aceite de chilca 50%. El resto de las formulaciones
presentan actividad, pero esta es similar a la de la férmula comercial usada como control. De los resultados encontra-
dos se puede proponer a ambos productos naturales como antinflamatorios, y prever el disefio y comercializacién de
medicamentos farmacéuticos tépicos usando a estos dos aceites esenciales.
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Abstract

Essential oils of Cannabis sativa (cannabis) and Baccharis latifolia (chilca), were used as anti-inflammatory ingredients in
an ointment for topical application. Different formulations designed based on these two essential oils were evaluated
in-vivo to measure efficacy, using the feet swelling induction method in rats, and an over-the-counter formulation
with 1% diclofenac active ingredient was used as a positive control. The chemical evaluation of the two oils yielded
the following main components, for chilca oil: liguloxide 14.02%, andro encecalinol 9.84 %, kesane 7.53 %, limonene
5.6 % and Z-cadin-4-en-7-ol with 5.03 %; while for cannabis essential oil: E-caryophillene 27.91 %, myrcene 21.19 %, o-
pinene 8.05 %, o-humulene 8.03 %, limonene 7.18 %, terpinolene 7.12 % and B-pinene 4.68 %. The results of the research
indicate that those formulas that combined two essential oils in the formulation at 1%, are the ones with the highest
anti-inflammatory activity. Statistically, the significance is high in relation to the positive control in those whose oil
composition is essential oil of cannabis 75% and chilca oil 25%; and essential oil of cannabis 50 % and chilca oil 50 %.
The other formulas have activity, but this is similar to the commercial formula used as control. Based on the results, it
is possible to propose both natural products as anti-inflammatories, and to foresee the design and commercialization
of topical pharmaceutical drugs using these two essential oils.

Keywords: Cannabis sativa, Baccharis latifolia, essential oils, anti-inflammatory activity, anti-inflammatory synergy.
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Actividad antiinflamatoria in-vivo de una formulacion tépica con principios activos de aceites esenciales de
Cannabis sativa L. (cdiiamo) y Baccharis latifolia (Ruiz & Pav) per. (chilca)

1 Introduccion

Los procesos inflamatorios estdn vinculados a una
gran cantidad de patologias como enfermedades
autoinmunes (Urakov y Urakova, 2021; Lochhead
y col.,, 2021; Murata, 2018), infecciones diversas
(Shah, 2019; Cervilla, Purrifios y Moya, 2002); en-
fermedades cardiovasculares (Golia y col., 2014;
Van Eeden y col.,, 2012) y traumatismos de toda
indole (Brown, Worrell y Pariante, 2021; Mortaz
y col., 2018). De acuerdo al boletin técnico (INEC,
2020), los politraumatismos son la segunda cau-
sa de morbilidad hospitalaria, solo por debajo de
las infecciones gastrointestinales, trayendo como
consecuencia un alto consumo de medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES). La res-
puesta inflamatoria saludable es benéfica temporal-
mente, pero tiene un equilibrio precario que puede
alterarse, causando dafio involuntario al tejido y
generar una inflamacién anormal o crénica. Este
desequilibrio genera un estado “pro inflamatorio”
descontrolado y capaz de provocar enfermedades a
consecuencia del estrés oxidativo, que a su vez no
es mds que el resultado del dafio originado por las
especies reactivas de oxigeno (EROs), lo cual tiene
como base de generacién a la inflamacién (Schewe,
1995).

Muchas plantas medicinales son usadas por sus
propiedades antiinflamatorias como parte del cono-
cimiento ancestral de pueblos alrededor del mundo;
adicionalmente, existen en varias de estas especies
ensayos in vitro e in vivo que comprueban el poten-
cial antiinflamatorio de los principios activos que
contienen (Oguntibeju, 2018; Nunes y col., 2020;
Tasneem y col., 2019; Yatoo y col., 2018). Dentro de
los extractos empleados por su actividad antinfla-
matoria estdn los aceites esenciales, y muchas de
estas matrices biolégicas han demostrado poseer
metabolitos secundarios con alta actividad (Miguel,
2010; Pérez y col., 2011; Grassmann y col., 2000).
Dentro de las especies promisorias, ya sea por su
uso tradicional o por su evidencia cientifica, estdn
los aceites esenciales de C. sativa (cafiamo) (Orlando
y col., 2021; Di Sotto y col., 2022) y el de B. latifolia
(chilca) (Abad y Bermejo, 2007; Sequeda-Castafieda,
Célis y Luengas-Caicedo, 2015).

En este estudio se analizaron los aceites esen-
ciales provenientes de las dos plantas medicinales
como principios activos en una formulacién tépica,
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cuya efectividad fue estudiada in vivo en modelo
con animales y comparado con un fdrmaco comer-
cial de venta libre muy empleado en nuestro medio.
De esta manera se propone una alternativa de for-
mulacién que use activos naturales con una eficacia
alta, con la capacidad de mitigar inflamaciones re-
sultantes de traumatismos o de patologias reuma-
toideas.

2 Materiales y Métodos

2.1 Extraccion de los aceites esenciales

El aceite esencial de cannabis fue adquirido a la em-
presa Eden Garden Essentials, con sede en San Cle-
mente, EEUU, el producto viene acompafiado de su
ficha técnica de calidad. Las hojas de chilca (B. la-
tifolia (HUPS-as-011 voucher herbario de los labo-
ratorios de Ciencias de la Vida-UPS). Fueron reco-
lectadas en la ciudad de Riobamba, en la provincia
de Chimborazo en las siguientes coordenadas, lati-
tud: 1°40'26” S, longitud: 78°38'37" O, altitud: 2752
m.s.n.m. El material fresco se procesé en un destila-
dor de acero inoxidable con 64 litros de capacidad
que opera con el sistema conocido como agua y va-
por de agua en los laboratorios de Ciencias de la
Vida, de la Universidad Politécnica Salesiana, Sede
Quito.

2.2 Composicion quimica de los aceites
esenciales

La ficha técnica del aceite esencial de cannabis de-
talla la composicién quimica del mismo. La identi-
ficacién de compuestos del aceite esencial de chilca
se realiz6 a través de cromatografia de gases aco-
plada a espectrometria de masas. Para esto se us6
un cromatoégrafo de gases Trace 1310 acoplado a un
espectrémetro de masas ISQ 7000 marca Thermo
Fisher Scientific con una columna cromatografica
Termo Scientific TR-5MS, de longitud de 30 m, un
espesor de 0,25 mm y un espesor de pelicula de 0,25
um. La muestra se preparé diluyendo 10 uL de acei-
te esencial de chilca en 990 uL. de diclorometano; el
volumen de inyeccién fue de 1 uL. El gas de acarreo
fue helio de 99,9999 % de pureza, a un flujo de 1 mL
min~!, y un split-ratio de 1:40. La temperatura del
inyector fue de 250°C.

La temperatura inicial en la columna fue de 60°C
por 5 minutos, hasta alcanzar los 100°C a una ve-
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locidad de 2°C/min, posteriormente se sube a los
150°C, a una velocidad de 3°C/min, se alcanzan los
200°C a 5°C/min, y finalmente a los 230°C mante-
niéndose a esta temperatura por 5 minutos, siendo
el tiempo total de andlisis de 60 minutos.

Las condiciones del espectrémetro de masas fue-
ron: energia de ionizacién: 70 eV; corriente de emi-
si6n: 10 uAmp; rango de escaneo: 1 scan/s; rango de
masas: 40-350 Da; temperatura de la trampa: 230°C;
temperatura de la linea de transferencia: 200°C.

La identificaciéon de las moléculas se realiz6 a
través de la base de datos de espectros de masas
NIST 2001. Ademas, se calcul6 el indice de reten-
cién aritmética (IR), de cada compuesto a través de
la comparacién con una serie de alcanos C8-C30 y
finalmente se contrast6 con los indices de retencién
tedricos de la base de datos de Adams (2012).

2.3 Elaboracion de los ungiientos antiinfla-
matorios

El tipo de formulacién fue O/W (aceite en agua),
y la formula se describe en la Tabla 1. Se prepara-
ron 5 formulaciones con distintas proporciones de
los aceites esenciales y una formula testigo sin acei-
tes, en donde el porcentaje de agua fue del 64 %. Los
porcentajes de cada formulacién se describen en la
Tabla 2.

Tabla 1. Férmula de los ungiientos antiinflamatorios.

Cantidad en

Fases Compuesto .
porcentaje

Aceite mineral 12
Acido esteérico 10
Fase Manteca de cacao 5
oleosa Alcohol cetilico 5
Cera de abeja 3
Aceite/s esenciales 1
Fase Agua 63
acuosa Té 1

2.4 Actividad antiinflamatoria in vivo

Se empled el método del edema subplantar indu-
cido por inyeccién de carragenina propuesto por
Winter, Risley y Nuss (1962). Se usaron ratas de un
peso entre 180 y 220 gramos, de edades entre 4 a 8
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semanas, bajo condiciones de alimentacién contro-
lados. Los animales de laboratorio fueron ambien-
tados por 2 semanas en grupos de 5 para cada trata-
miento: 5 concentraciones, una férmula testigo y un
control positivo. Como control positivo se us6 una
formulacién comercial con 1% de diclofenaco. A ca-
da animal se le inyect6 una solucién de carragenina
al 0,3% en propilenglicol, con un tiempo de espera
de 30 minutos para generar el edema. En total se to-
maron 5 valores por cada individuo: T antes de la
aplicacién de la carragenina, To a los 30 minutos, T1
a1 hora, T2 a las 3 horas y T3 a las 5 horas de apli-
cacion. Los valores se determinaron en unidades de
volumen con la ayuda de un pletismémetro. La fi-
gura 1 muestra graficamente el experimento.

Tabla 2. Proporciones de los aceites esenciales en cada formu-
lacioén.

Formulacién con
crema base

Proporcién de
aceites esenciales
Aceite de cannabis 25 %

Formulacién A

Aceite de chilca 75 %
Formulacién B Aceite de cannabis 50 %

Aceite de chilca 50 %
Formulacién C Aceite de cannabis 75 %

Aceite de chilca 25%

Aceite de cannabis 100 %
Aceite de chilca 100 %
Aceites esenciales 0%

Formulacién D
Formulaciéon E
Férmula testigo

2.5 Estadistica

Al tener siete grupos de datos en diferentes tiem-
pos, incluidos los grupos controles tanto positivo
como testigo, el estudio estadistico se realiz6 en 4
etapas. Mediante el programa R versiéon 2021 se
analizaron los datos, tomando en cuenta como prin-
cipal pardmetro la proporciéon de inflamacién cau-
sada al inicio y el nivel de desinflamacién en los tres
tiempos en que se realizaron las mediciones. Estos
pardmetros se expresaron en valor neto de inflama-
cién, teniendo de valor el volumen de la pata in-
flamada menos el volumen de la pata normal. Pri-
mero se determiné si los valores presentan norma-
lidad mediante el test de Kolmogorov-Smisnov con
el ajuste de Lilliefors, contrastando por tratamiento
aplicado y por tiempo de transcurrido después de
la aplicacién del tratamiento. Seguido se realizé el
andlisis de Homosedasticidad usando el test de Le-
vene en todos los tiempos de medicién de inflama-
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cién para determinar que las varianzas sean homo-
géneas, es decir que no exista una variabilidad muy

grande entre los grupos de estudio y poder aplicar
un test de Tukey posteriormente.

Figura 1. Esquema grifico del método de edema subplantar inducido por carragenina y medicién en un pletismometro manual.

El anélisis principal fue el test de Anova. Previa-
mente se hizo un andlisis de covarianza para descar-
tar la posibilidad de una interferencia de resultados
con una variable que no se toma en cuenta, en este
caso una posible interaccién con el volumen de la
pata de la rata en estado inicial; el anélisis se hizo
con el test Ancovac. El andlisis de Anova se reali-
z6 en modelo de una via para determinar una dife-
rencia significativa entre las medias. Se observaron
las diferencias entre cada uno de los grupos fren-
te a otros en los tres tiempos de medicién después
de colocado el tratamiento para determinar cual tra-
tamiento es el mas efectivo frente a la inflamacioén,
tomando en cuenta los grupos controles testigo y
positivo (formulacién con diclofenaco al 1%). Pos-
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teriormente se hizo un estudio de Anova en mode-
lo lineal para ver el comportamiento de cada uno
de los tratamientos como un factor dentro de una
ecuacion de regresion lineal, contrastando cada uno
frente al grupo blanco.

3 Resultados y Discusion

3.1 Composicion quimica de los aceites
esenciales

El aceite de cannabis adquirido a la empresa Eden
Garden Essentials viene acompafado de un certifi-
cado de composicién quimica, misma que se detalla
en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicién quimica del aceite esencial de C. sativa proporcionado por la empresa Eden Garden Essentials.

No. Compuesto % RDA IR teébrico”
1 hexanol 0,05 863
2 No identificado 0,08 -

3 o-tujeno 0,07 924
4 o-pineno 8,05 932
5 canfeno 0,08 946

6 sabineno 0,95 969

7 B-pinene 4,68 974

8 No identificado 0,04 -

9 3-p-menteno 0,06 984
10 mirceno 21,19 988
11 mesitileno 0,03 994
12 No identificado 0,24 -
13 a-felandreno 0,63 1002
14 6-3-careno 0,69 1008
15 o-terpineno 0,11 1014
16 p-cimeno 0,22 1020
17 limonene 7,18 1024
18 B-felandreno 0,32 1025
19 1,8-cineol 0,29 1026
20 Z- B -ocimeno 0,24 1032
21 E- B -ocimeno 2,65 1044
22 Y-terpineno 0,10 1054
23 1-octanol 0,04 1063
24 E-sabineno hidrato 0,05 1098
25 terpinoleno 7,12 1086
26 fenchona 0,15 1083
27 linalool 2,25 1095
28 o-fenchol 0,70 1114
29 No identificado 0,06 -
30 borneol 0,13 1165
31 p-cimen-8-ol 0,08 1179
32 o-terpineol 0,33 1186
33 citronelol 0,16 1223
34 o-copaeno 0,05 1374
35 hexanoato de hexilo 0,04 1382
36 -cariofileno 0,14 1408
37 No identificado 0,04 -
38 Z-0-bergamoteno 0,05 1411
39 E-cariofileno 27,91 1417
40 a-elemeno 0,04 1434
41 E-bergamoteno 0,42 1432
42 No identificado 0,72 -
43 a-humuleno 8,03 1452
44 No identificado 0,25 -
45 No identificado 0,10 -
46 B-selinene 0,29 1489
47 Y-amorfeno 0,04 1495
48 a-selinene 0,21 1498
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No. Compuesto % RDA IR teérico”
49 (E,E)-a-farneseno 0,08 1505
50 B-bisaboleno 0,03 1505
51 No identificado 0,05 -
52 No identificado 0,05 -
53 No identificado 0,11 -
54 No identificado 0,14 -
55 selina-3,7(11)-dieno 0,18 1545
56 germacreno B 0,10 1559
57 oxido de cariofileno 0,90 1582
58 epoxido de humuleno I 0,18 1608
59 No identificado 0,62 -
60 No identificado 0,22 -
Total no identificado 2,71
Total identificado 97,29

“4Indices de retencién teérico base de datos de Adams (2012).

Los compuestos mds importantes son: E-
cariofileno 27,91%, mirceno 21,19%, o-pineno
8,05%, o-humuleno 8,03 %, limoneno 7,18 %, terpi-
noleno 7,12% y B-pineno 4,68%. La composicién
quimica en el aceite esencial de chilca se obser-
va en la Tabla 4. Como compuestos principales es-
tan liguloxido 14,02 %, andro encecalinol 9,84 %, ke-
sano 7,53 %, limoneno 5,6 % y Z-cadin-4-en-7-ol con
5,03 %.

3.2 Evaluacion antinflamatoria in-vivo

Luego de la homogenizacién de los tratamientos al
aplicar los test de normalidad y homogeneidad, el

andlisis estadistico test de Anova fue ejecutado re-
lacionando la eficacia antiinflamatoria en volumen
para cada uno de los tratamientos, incluyendo a la
férmula testigo (T) sin principios activos, control
positivo (CP) con diclofenaco al 1% y las 5 formu-
laciones con diferentes proporciones de los aceites
esenciales al 1%, que son: A (100% A.E. cannabis), B
(75% A.E. chilca y 25% A.E. cannabis), C (50 % A.E.
de chilca y 50% A.E. cannabis), D (25% A.E. chilca
y 75% A.E. de cannabis), E (100% A.E. de chilca).
Las mediciones se ejecutaron en los 3 tiempos des-
critos en el ensayo, es decir a 1, 3 y 5 horas luego de
la aplicacién del producto, la Figura 2 describe los
resultados de los 3 ensayos.

Tabla 4. Composicion quimica del aceite esencial de B. latifolia.

No. Nombre % RDA IR teérico® IR exp.’
1 a-tujeno 4,77 924 925
2 o-pineno 4,27 932 933
3 canfeno 0,68 946 950
4 tuuja-2,4(10)-dieno 2,39 953 974
5 verbeneno 2,49 961 980
6 B-pineno 11 974 992
7 3-careno 3,4 1008 1011
8 limoneno 5,6 1024 1032
9 B-ocimeno 0,85 1032 1048
10 terpinolen 0,66 1086 1088
11 gurjuneno 0,68 1409 1406
12 cariofileno 1,3 1417 1420
13 humuleno 1,27 1454 1457
14 Y-curcumeno 2,91 1475 1479
15 o-curcumeno 1,97 1483 1484
16 himachaleno 0,26 1481 1486
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No. Nombre % RDA IR teérico® IR exp.’
17 E-muurola-4(14),5-dieno 341 1493 1498
18 B-curcumeno 2,19 1514 1512
19 o-7-epi-selinene 1,98 1520 1523
20 zoraneno 1,01 1529 1529
21 kesano 7,53 1530 1535
22 ?-vetiveveno 0,53 1531 1537
23 liguléxido 14,02 1534 1544
24 spatulenol 2,39 1578 1585
25 oxido de cariofileno 0,25 1582 1589
26 0.-10 epi-eudesmol 1,23 1622 1614
27 muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0,99 1630 1633
28 epi-cadinol 1,06 1638 1638
29 Z-cadin-4-en-7-ol 5,03 1635 1647
30 a-cadinol 1,46 1652 1655
31 valerianol 0,78 1658 1668
32 andro encecalinol 9,84 1677 1679
33 a-bisabolol 1,71 1685 1698
34 ciperotundona 2,1 1695 1706
35 No identificado 1,65 1751
36 No identificado 2,82 1764
37 No identificado 1,84 1769
38 No identificado 1,57 1792

Total identificado 92,11
Total no identificado 7,89

afndices de retencién teérico base de datos de Adams (2012).

bIndices de retencién experimental comparada con una serie homéloga de hidrocarburos C8-C30.

En la Figura 3 se observa un andlisis comparati-
vo entre las formulaciones con los aceites esenciales
y el control positivo con diclofenaco.

4 Conclusiones

La composicién quimica del aceite esencial de can-
nabis proporcionada en el certificado de anilisis
de la empresa Eden Garden Essentials contiene co-
mo moléculas mayoritarias al cariofileno, mirceno,
humuleno, limoneno y pinenos, esto es similar a
lo conseguido en la literatura cientifica (Malingre
y col., 1975; Novak y col., 2001). Tanto para cariofi-
leno (Dahham y col., 2015; Bakir y col., 2008), como
para mirceno (Surendran y col., 2021), existen estu-
dios que confirman su actividad antiinflamatoria en
diversos ensayos.

A diferencia del aceite esencial de cannabis, el
de chilca tiene pocos estudios, lo que no permite
tener suficientes fuentes de comparacién. El estu-
dio realizado por Valarezo y col. (2013), muestra
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semejanzas y diferencias dentro de la composicién
quimica del aceite, lo que podria deberse a las va-
riables ecolégicas de los lugares de recoleccién de la
planta. En referencia a los componentes mds abun-
dantes en nuestra investigacion: liguléxido, andro
encecalinol y kesano, no se tienen estudios de bio-
actividad, lo que deja abierta la posibilidad de aislar
dichas moléculas y verificar sus propiedades medi-
cinales, entre ellas la antiinflamatoria.

Basicamente todas las formulaciones que con-
tienen aceites esenciales individuales o en mezclas
al 1% en la formulacién muestran actividad, y si
consideramos su comparacién con el control posi-
tivo (formulacién comercial con diclofenaco al 1%),
son destacables; sin embargo, aquellas férmulas de
mezclas de aceites esenciales con actividad positiva
desde el punto de vista de la significancia estadis-
tica presentan una mejor bioactividad antiinflama-
toria con respecto al control positivo y a los aceites
esenciales puros. Las dos formulaciones mds efecti-
vas son aquellas con un 25% de aceite de chilca (250
mg en 100 gramos de ungiiento) y 75 % de aceite de
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cannabis (750 mg en 100 gramos de ungtiento) y la
que contiene 50 % de aceite de chilca (500 mg en 100
gramos de ungiiento) y 50% de aceite de cannabis
(500 mg en 100 gramos de ungtiento), practicamen-
te en todos los test (1, 3 y 5 horas). La estadistica

revela su significancia en comparacién con el con-
trol positivo, lo que nos llevaria a proponerlas como
férmulas posibles en el mercado de los productos
naturales.

EFICACIA DEL TRATAMIENTO EN VOLUMEN

T A B

EFICACIA DEL TRATAMIENTO EN VOLUMEN

[ D E C.P.

3 HORAS DE TRATAMIENTO

T A B

EFICACIA DEL TRATAMIENTO EN VOLUMEN

c D F cp.

5 HORAS DE TRATAMIENTO

Figura 2. Tratamientos luego de 1 hora, 3 horas, 5 horas: T (muestra testigo), A (100% A.E. cannabis), B (75% A.E. chilca y
25% A.E. cannabis), C (50% A.E. de chilca'y 50 % A.E. cannabis), D (25% A.E. chilcay 75 % A.E. de cannabis), E (100% A.E.
de chilca), C.P. (control positivo).

Las cantidades de aceites esenciales empleados
son pequenias, lo que darfa como resultado un pro-
ducto competitivo comercialmente. A esto debemos
afnadir que la especie B. latifolia es abundante en los

LA GRANIJA: Revista de Ciencias de la Vida 37(1) 2023:23-33.
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Andes del Ecuador y que en el pais se empieza a
producir cannabis medicinal, en donde los aceites
esenciales podrian ser uno de los metabolitos de in-
terés méds alla de los canabinoles.
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Valor Estimado por tratamiento en los tres tiempos

m V. egimado tiempo 1

@ V.estimado tiempo 2

m V.estmado tiempo 3

Figura 3. Evaluacién comparativa de los tratamientos y del control positivo (formulacién del diclofenaco al 1 %), en los 3 tiempos
de estudio, tiempo 1 (1 hora), tiempo 2 (3 horas) y tiempo 3 (5 horas).
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