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Resumen: En la actualidad, se están dedicando muchos esfuerzos a la obtención de extractos y/o 

aceites esenciales de Cannabis sativa L. con fines terapéuticos específicos o composiciones 

farmacológicas. Estas potenciales aplicaciones dependen principalmente de la composición 

fitoquímica de los aceites, que a su vez vienen determinadas por el tipo de C. sativa y el método de 

extracción utilizado para la obtención de los aceites. En este trabajo, hemos evaluado el contenido 

de metabolitos secundarios, delta-9-tetrahidrocannabinol (THC), y cannabidiol (CBD), además del 

contenido fenólico total, flavonoides y antraquinonas en aceites obtenidos mediante extracción 

sólido-líquido (SLE) y extracción con fluido supercrítico (SCF). Se eligieron distintas variedades de 

C. sativa en función de la relación entre las concentraciones de THC y CBD. Además, se evaluaron in 

vitro las actividades antioxidantes, antifúngica y anticancerígena en diferentes líneas celulares de 

cáncer.  

Los resultados indican que los aceites extraídos por SLE, con altos contenidos de CBD, flavonoides 

y compuestos fenólicos, presentan una elevada capacidad antioxidante e inducen una alta 

disminución de la viabilidad celular de la línea celular de cáncer de mama ensayada (MCF-7). Las 

actividades biológicas observadas se atribuyen al efecto séquito, en el que el CBD, los fenoles y los 

flavonoides desempeñan un papel clave. Por lo tanto, se concluye que la selección correcta de la 

variedad de C. sativa y el disolvente para el método de extracción SLE podrían utilizarse para 

obtener la composición óptima del aceite para desarrollar un agente anticancerígeno natural.  
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1. Introducción 
Cannabis sativa L. (Cannabaceae), se ha cultivado ampliamente debido a su potencial industrial 

[1,2], Ornamental [3], Nutricional [4,5], medicinal [6,7] y recreativo [7].  Desde el punto de vista 
normativo y de aplicación, las plantas de cannabis se clasifican en función del nivel de ∆-9-

tetrahidrocannabinol (∆9-THC o simplemente THC), uno de los fitocannabinoides más 
importantes [8-10]. Por lo general, las plantas se clasifican y regulan como cáñamo industrial 

teniendo en cuenta el contenido de THC en la flor seca. La legislación de la UE ha establecido un 
umbral de THC del 0,2% ((CE) nº 2860/2000) para diferenciar el cáñamo fibra del Cannabis tipo 

droga [11]. Así, en los últimos años, cada vez más países están regulando su uso recreativo y 
medicinal [12-14]. 

La fitoquímica de C. sativa L. se ha estudiado ampliamente y se han identificado cerca de 500 

compuestos [9,15]. La mayoría de ellos son metabolitos secundarios, y la clase más específica de 
componentes del cannabis son los cannabinoides terpenofenólicos C21. De ellos, el THC, 

responsable de los efectos psicotrópicos [16], y el cannabidiol
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(CBD) son las formas predominantes de cannabinoides en las variedades de cannabis tipo 
droga y tipo fibra, respectivamente. Otros componentes fenólicos del cannabis incluyen 
flavonoides, espiroindanos, dihidroestilbenos, fenantrenos y dihidrofenantrenos [15,17-
21]. La concentración de estos compuestos depende de muchos factores, como la  variedad 
de la planta, las condiciones de crecimiento y el momento de la cosecha. Dado que estos 
compuestos son metabolitos secundarios, factores externos como las condiciones 
climáticas, el origen geográfico, el momento de la cosecha y el procedimiento de extracción 
pueden afectar significativamente a su contenido y a la calidad del extracto en C. sativa L. 
[22], y la distribución de estas moléculas dentro de la planta puede variar la composición 
final [23]. Sin embargo, C. sativa es una especie única, y se han desarrollado cientos de 
cultivares para aumentar o disminuir el contenido de THC [24]. Ha habido algunos intentos 
de clasificar los cultivares basándose en la composición química [19,25-27], y se han 
atribuido diferentes efectos del cannabis a distintos valores de la proporción de THC/CBD 
[28]. 

Tanto los extractos como los compuestos aislados de diferentes partes de la planta de 
cannabis han mostrado efectos antifúngicos, antibacterianos, antioxidantes, antipalúdicos, 
antileishmaniales, citotóxicos y farmacológicos [18,29-31]. Numerosos  estudios han 
determinado el efecto de ∆9-THC y CBD como anticonvulsivos, analgésicos, ansiolíticos y 
antieméticos [32]. Ambos cannabinoides son metabolizados en el hígado por el citocromo 
P450 [32,33]. En          

la última década, los defensores del cannabis medicinal han demostrado su potencial 
para el tratamiento de diversas enfermedades, incluido el cáncer [34,35]. Se sabe que los 
cannabinoides tienen efectos paliativos en pacientes con cáncer [10], ayudando a reducir 
las sensaciones de náuseas, dolor y vómitos inducidos por la quimioterapia, así como 
ayudando con el insomnio y el apetito [36]. Curiosamente, los cannabinoides han 
demostrado inhibir selectivamente el crecimiento in vitro de líneas celulares de cáncer y 
de tumores in vivo en modelos animales [37]. 

En las últimas décadas, la investigación sobre la actividad biológica de C. sativa se ha 
centrado en extractos o aceites de toda la planta (espectro completo), en los que están 
presentes mezclas de cannabinoides y terpenos naturales [38]. Este enfoque se ha  utilizado 
para obtener mezclas complejas de compuestos o aceites esenciales de plantas  aromáticas 
[39-41], y se ha demostrado que sus actividades biológicas dependen de la concentración 
relativa de sus componentes [42]. De forma similar, se ha comprobado que los  aceites de 
cannabis presentan mayor actividad que los compuestos aislados, y este efecto sinérgico se 
conoce como efecto séquito [34,43]. Por lo tanto, el desarrollo de aplicaciones 
farmacológicas y biotecnológicas basadas en propiedades antioxidantes y 
antimicobacterianas dependerá en gran medida del procedimiento de extracción [2], que 
puede modificar significativamente la composición relativa de los aceites obtenidos de C. 
sativa L. [22]. 

Actualmente, la extracción sólido-líquido (SLE) con disolventes orgánicos es el método 
más utilizado para aplicaciones médicas del cannabis [4,44-46]. Sin embargo, estudios más 
recientes han demostrado que la extracción con fluidos supercríticos (SCF), que evita el uso 
de disolventes orgánicos potencialmente tóxicos, produce extractos y rendimientos de 
mayor calidad en tiempos de operación más cortos [4,46- 48]. 

Por ello, en este estudio se han utilizado estos dos métodos de extracción para obtener 
aceites de cannabis a partir de diferentes variedades vegetales de inflorescencia de C. sativa 
L. Los aceites obtenidos se sometieron a un estudio fitoquímico para cuantificar la presencia 
de metabolitos secundarios, incluyendo ∆9-THC y CBD, y el contenido total de fenoles, 
flavonoides y antraquinonas. A continuación, se evaluaron varias actividades biológicas 
importantes de estos aceites, como la capacidad antioxidante, la actividad antifúngica 
contra T. mentagrophytes y la citotoxicidad in vitro en diferentes líneas celulares de cáncer, 
es decir, el cáncer de colon HT-29, el cáncer de mama MCF-7 y el cáncer de próstata      
humano PC-3. Se discuten las posibles correlaciones entre los datos fitoquímicos y las 
actividades biológicas. 
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2. Resultados y Debate 
En este trabajo se utilizaron tres variedades vegetales de C. sativa L. que, según el 
proveedor, dan diferentes proporciones de ∆9-THC/CBD en las inflorescencias de 
la planta. Se trata de Critical+, Shark Shock CBD y Dinamed CBD con proporciones 
THC/CBD iguales a 1:0, 1:1 y 0:1, respectivamente. Las semillas se cultivaron en 
condiciones controladas (véase Material y métodos) y tras la cosecha de la 
inflorescencia del cannabis, el material vegetal se extrajo mediante SLE utilizando 
etanol [49], o SCF utilizando CO2 supercrítico (SC-CO2 ). Esta última es una técnica 
verde, y se utiliza ampliamente para obtener compuestos bioactivos a gran escala 
[23,45,50,51]. De esta manera, se obtuvieron seis aceites esenciales de cannabis con 
rendimientos similares para todas las variedades y ambos métodos de extracción (10-
13 wt%) (ver Tabla 1). 

Tabla 1. Tabla 1. Cuantificación de cannabinoides (∆9-THC y CBD) mediante HPLC-UV en aceites de 

inflorescencias recogidos de diferentes variedades de C. sativa L. Métodos de extracción: A: SC- CO2; B: 

SLE.. 

 

2.1.1. Análisis cromatográfico de aceites esenciales mediante HPLC-UV 

La separación y cuantificación de los principales cannabinoides, ∆9-THC y CBD, 
en extractos de inflorescencia vegetal se llevó a cabo mediante cromatografía 
líquida de alta resolución acoplada a espectroscopia ultravioleta (HPLC-UV) y 
utilizando una columna Chromolith RP-18 [52-55] (Tabla 1; Material 
suplementario Figura S1). 

Los resultados mostrados en la Tabla 1 indican que para las variedades 
Critical+ y Shark Shock CBD (proporciones 1:0 y 1:1, respectivamente) la extracción 
con SC-CO2 da cantidades ligeramente superiores o similares de THC, mientras que el 
contenido de CBD es superior para el método SLE. Por otra parte, en el caso de los 
extractos obtenidos a partir de la variedad Dinamed CBD (proporción 0:1), tanto el 
contenido de THC como el de CBD fueron mucho mayores para la extracción con 
SC-CO2 . Este resultado está en consonancia con trabajos anteriores en los que se ha 
demostrado que la extracción SC-CO2 conduce a mayores rendimientos de CBD 
[44,56,57]. Sin embargo, las proporciones THC/CBD  medidas son muy similares a las 
dadas por el proveedor, exceptuando Shark Shock CBD cuya proporción debería ser 
1:1 y para ambos métodos de extracción la cantidad relativa de CBD es mayor que la 
de THC (proporciones 0,72:1,0 y 0,58:1,0). Se trata de un resultado interesante 
porque se han descrito diversas actividades farmacológicas del CBD [57] y, por lo 
tanto, estos extractos son buenos candidatos para explorar posibles aplicaciones 
médicas. Teniendo en cuenta que todas las variedades de C. sativa se cultivaron en 
las mismas condiciones, está claro que las diferencias en las cantidades detectadas 
de cannabinoides se deben a los procedimientos de extracción utilizados. Esta 
conclusión concuerda con informes anteriores en los que se ha propuesto que las 
diferencias en el contenido de cannabinoides pueden atribuirse a la extracción 
preferencial en lugar de las condiciones agrotécnicas [52]. Para variedades con un 
contenido similar de estos compuestos (proporción 1:1) cualquiera de estos 
métodos ensayados dará resultados similares. 

Cabe destacar que el método de extracción elegido depende de las propiedades 
deseadas del aceite de cannabis. 

 
 
 



Plants 2023, 12, 1772 4 of 14 
 

2.1.2. Evaluación del contenido total de fenoles, flavonoides y antraquinonas 

Se ha propuesto que el efecto séquito se debe principalmente a la interacción entre 
los  cannabinoides y una miríada de compuestos diferentes existentes en los aceites 
de cannabis, como terpenos, flavonoides y compuestos fenólicos [28,43]. Está bien 
establecido que, en muchos casos, la actividad farmacológica del THC o el CBD 
puros es inferior a la exhibida por los extractos de cannabis porque muchos de los 
componentes menores tienen su propia actividad farmacológica [43]. Por ejemplo, se 
ha demostrado que los compuestos fenólicos son responsables de las propiedades 
antioxidantes de los extractos de C. sativa [58] y que algunos flavonoides presentan 
actividades anticancerígenas [59]. Por lo tanto, para comparar las actividades 
biológicas de los extractos obtenidos de diferentes variedades de C. sativa L., se 
determinó el contenido total de fenoles, flavonoides y antraquinonas mediante 
métodos colorimétricos (ver Material y Métodos). Brevemente, la concentración de fenoles, 
flavonoides y antraquinonas se obtuvo mediante mediciones espectrofotométricas utilizando las 
curvas de calibración de absorbancia del ácido gálico, la quercetina y la emodina, 
respectivamente. Los resultados del cuadro 2 se indican como equivalentes de estos patrones 
(mg/g de aceite seco). 

 
Tabla 2. T Contenido total de fenoles, flavonoides y antraquinonas en los aceites esenciales extraídos 
por los métodos SC-CO2 (A) y SLE (B) de inflorescencias femeninas recolectadas de diferentes 
variedades de C. sativa L. Las concentraciones se expresan como equivalentes (mg/g de aceite seco) de 
ácido gálico (GA). Las concentraciones se expresan como equivalentes (mg/g de aceite seco) de ácido 
gálico (GAE), quercetina (QE) y emodina (EE). 

 
 
 

102.07 ± 1.70 a 6.32 ± 0.21 b 5.38 ± 0.03 b
 

M3 A 91.86 ± 1.70 a 5.23 ± 0.06 c 6.19 ± 0.03 c
 

M4 B 91.86 ± 3.40 a 8.19 ± 0.06 d 6.05 ± 0.03 d
 

M5 A 57.84 ± 3.40 b 3.96 ± 0.24 e 5.35 ± 0.03 e
 

M6 B 78.26 ± 3.40 b 9.10 ± 0.06 f 6.32 ± 0.03 f 

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas. p < 0,05; n = 3. 

 

Los datos de la Tabla 2 indican que el contenido total de compuestos fenólicos es 

independiente del método de extracción, pero es ligeramente superior en los aceites 

obtenidos de Critical+ (M1 y M2) y Shark Shock CBD (M3 y M4) que en los aceites de Dinamed 
CBD (M5 y M6). En otras palabras, las mayores cantidades de compuestos fenólicos se 

encuentran en las variedades de C. sativa con mayor contenido en ∆9-THC (proporciones 1:0 
y 1:1). Por lo tanto, se podría sugerir que la formación de compuestos fenólicos y ∆9-THC 

están relacionados de alguna manera. Por otro lado, el contenido total de flavonoides varía 
con el método de extracción; es decir, el método SLE da valores de concentración del orden 

de 6,32-9,10 QE mg/g (M2, M4 y M6) que casi duplican los valores encontrados para SC-CO2 
(M1, M3 y M5). Es sabido que en el método SLE la composición del extracto dependerá de la 

polaridad del disolvente utilizado. En este caso, el etanol es más polar que el CO2, y, por lo 
tanto, la extracción de flavonoides polares es mayor en el método SLE. Por último, el 

contenido de antraquinonas (del orden de 5,00 a 6,19 EE mg/g) es independiente del método 

de extracción y de la variedad de C. sativa L. 

Por lo tanto, las muestras extraídas por el método SLE (M2, M4 y M6) contienen la mayor 

concentración de compuestos fenólicos y flavonoides. Además, M4 (relación THC: CBD 0,58) 
es una de las muestras con mayor contenido de THC y CBD 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Evaluación de las actividades biológicas  

Muestra Método de 

extracción 

Fenoles totales (GAE 

mg/g) 

Flavonoides totales (QE mg/g) 
Antraquinonas totales

 
(EE mg/g) 

M1 
M2 

A 
B 

90.16 ± 6.80 a
 3.63 ± 0.09 a 5.00 ± 0.05 a
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2.2.1. Evaluación de la capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante es un término utilizado en los sistemas biológicos para 

describir la acción protectora de los compuestos frente a la degradación oxidativa inducida 

por las especies reactivas del oxígeno (ROS). El mecanismo de acción incluye una variedad de 

procesos diferentes y, por lo tanto, ningún ensayo puede medir por sí solo la capacidad 

antioxidante de todos los antioxidantes en un sistema complejo. Los distintos métodos que se 

han desarrollado pueden clasificarse según dos mecanismos principales: transferencia de 

átomos de hidrógeno (HAT) y transferencia de electrones individuales (SET). En los métodos 

HAT, el radical se desactiva por la donación de átomos de hidrógeno del compuesto 

antioxidante, mientras que, en los métodos SET, el radical se desactiva por la transferencia de 

un electrón del antioxidante. Así, la capacidad antioxidante de todos los aceites extraídos se 

evaluó mediante tres ensayos comunes: 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), 2,2′-azino- bis-

3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfónico (ABTS), y el poder antioxidante reductor férrico (FRAP). 

Los resultados obtenidos para todas las muestras de aceite de cannabis se enumeran en la 

Tabla 3 y se expresan en diferentes unidades en función del método utilizado: IC50 (mg/mL) 

para DPPH; mM de capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) para ABTS y FRAP. 
 

Tabla 3. Capacidad antioxidante de los aceites esenciales extraídos por los métodos SLE y SC-CO2 

de inflorescencias femeninas recogidas de diferentes variedades de C. sativa L. En la última 

columna se enumeran los valores de EC50 para la actividad antifúngica contra T. mentagrophytes. 

 
 
 

14.34 ± 0.38 b 0.75 ± 0.02 b 0.0209 ± 0.0007 a 212.53 ± 2.27 c
 

M3 14.68 ± 0.28 b 0.71 ± 0.01 b 0.0173 ± 0.0002 a >240 
M4 12.80 ± 0.06 a 0.81 ± 0.02 b 0.0271 ± 0.0002 a 89.37 ± 2.77 a

 

M5 18.38 ± 0.42 c 0.61 ± 0.03 c 0.0131 ± 0.0007 b 123.10 ± 3.03 b
 

M6 13.28 ± 0.51 b 0.72 ± 0.03 b 0.0301 ± 0.0002 a 161.56 ± 2.19 b
 

Gallic Acid n.a. 1.14 ± 0.01 d 1.73 ± 0.026 c n.a. 
BHT 0.06 ± 0.00 d 1.06 ± 0.03 d 1.53 ± 0.08 d n.a. 

TROLOX® 0.11 ± 0.00 e 1.0 n.a. n.a. 

Fluconazole® n.a. n.a n.a 220 ± 1.23 c
 

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas. p < 0,05; n = 3; n.a: no aplicable. 

 
Los resultados muestran que, en la prueba ABTS, el extracto M4 registra un 

valor medio significativo cercano a la unidad. En esta prueba, el catión radical ABTS+ 
reacciona con compuestos fenólicos por transferencia de átomos de H, y la cantidad 
consumida se expresa en equivalentes de Trolox (TEAC). Se ha demostrado que TEAC 
para Trolox es igual a 1 [60] y, por lo tanto, los valores TEAC obtenidos para los 
aceites de cannabis M2-M6 sugieren que su capacidad antioxidante se debe 
principalmente al mecanismo HAT. Estos procesos de transferencia de H implican 
generalmente a flavonoides y compuestos                                                                                                            fenólicos. 

Esta conclusión se ve respaldada por los resultados obtenidos con el ensayo 
FRAP, que indican que todos los diferentes aceites de cannabis no muestran 
actividad antioxidante por transferencia de electrones en comparación con las 
sustancias de control positivas. El ensayo FRAP no puede detectar compuestos que 
eliminan radicales                             mediante la transferencia de H. 

Por último, la capacidad antioxidante determinada por el ensayo DPPH se mide 
por la concentración necesaria para disminuir la concentración inicial de DPPH en un 
50%. Los datos se calculan como concentración inhibitoria media (CI50), lo que significa 
que los valores más bajos de CI50 corresponden a la mayor capacidad antioxidante. Así, 
los valores de la Tabla 3 indican que los extractos más activos son M1 y M4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Muestra de aceite DPPH 

(IC50 mg/mL) 

ABTS 
(TEAC mM) 

FRAP 
(TEAC mM) 

      Prueba 
Antifungica  EC50 

(µg/mL) 

M1 
M2 

12.18 ± 0.19 a
 0.56 ± 0.09 a

 0.0120 ± 0.0003 a
 >240 
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Cabe destacar que estos tres métodos determinan la capacidad antioxidante 
mediante reacciones indirectas; es decir, miden la capacidad de reaccionar con el 
catión                                               radical ABTS, el radical DPPH o el Fe (III) reductor. En consecuencia, existen 
muchas interferencias que pueden afectar a los resultados, y esto se ha discutido 
ampliamente en otros trabajos [60,61]. Sin embargo, en este trabajo se han utilizado 
estos métodos para comparar la capacidad antioxidante de una serie de aceites de 
cannabis en las mismas condiciones experimentales. Así, las diferencias 
encontradas en la capacidad antioxidante pueden atribuirse exclusivamente a la 
composición fitoquímica de estos aceites. Es interesante observar que las muestras 
con diferentes concentraciones de los principales cannabinoides presentan una 
actividad antioxidante similar. Por lo tanto, se puede concluir que esta propiedad 
es consecuencia de la acción de muchos compuestos diferentes, es decir, 
flavonoides y compuestos fenólicos. Así pues, la capacidad antioxidante puede 
explicarse como el resultado de un efecto sinérgico entre el THC, el CBD y los 
metabolitos de tipo fenólico presentes en estos aceites de cannabis [62]. Estos 
resultados están en consonancia con trabajos anteriores en los que se han 
notificado diferencias importantes en estos efectos para Cannabis con diversas 
proporciones de THC/CBD [28]. 

 

2.2.2. Evaluación de la actividad antifúngica 

La actividad antifúngica de M1-M6 se probó contra Trichophyton mentagrophytes, que 
es un hongo patógeno antropofílico que causa la tinea capitis de los pies y el cuerpo e 

 

invade la superficie de las uñas tanto de humanos como de animales [63,64]. Los 
resultados muestran que los valores de la CE50 para los aceites de cannabis están 
en el rango de 89-240 µg/mL (véase la última columna en Tabla 3). Los valores más 
bajos de CE50 se obtuvieron para las muestras extraídas por el método SEL, y M4 destaca 
con la mayor actividad antifúngica (CE50 = 89,4 µg/mL). Esto podría atribuirse a que M4 
tiene las mayores concentraciones de compuestos fenólicos y flavonoides obtenidos por 
extracción con etanol (véase la Tabla 2). Curiosamente, una comparación de las actividades 
antifúngicas entre las muestras 4 y 5 muestra que una disminución de diez veces en THC, 
pero pequeños cambios en el contenido total de fenólicos y flavonoides (Muestra 5) 
inducen un pequeño cambio en la CE50. Estos resultados sugieren que la actividad 
antifúngica de los aceites de cannabis se debe a la acción de varios compuestos diferentes. 
Esto coincide con un estudio en el que doce dermatofitos fueron tratados con extractos de 
etanol de dos cepas diferentes de cannabis [65]. Por último, los valores de EC50 de M4-M6 
son inferiores a los mostrados por el fluconazol, un agente antifúngico comercial. Así pues, 
los aceites esenciales surgen como alternativas terapéuticas para la dermatofitosis y 
probablemente otros tipos de infecciones fúngicas. 

 

2.2.3.  Evaluación de la citotoxicidad in vitro contra diferentes líneas celulares cancerosas 

 

La citotoxicidad de los aceites de cannabis (M1-M6) se evaluó in vitro contra diferentes 

líneas celulares de cáncer: Cáncer de colon HT-29, cáncer de mama MCF-7 y cáncer de 

próstata humano PC-3. Para evaluar su toxicidad contra células normales, se utilizó como 

control una célula no tumoral, MCF-10A. Se utilizó el ensayo colorimétrico de sulforhodamina 

B (SRB) para estimar la viabilidad celular de las líneas celulares cancerosas en presencia de 

diferentes concentraciones de aceite de cannabis (de 15 a 300 µg/mL). 

A partir de un gráfico del porcentaje de viabilidad celular en función de las 

concentraciones de aceite esencial de cannabis, se obtuvieron los valores de IC50 ajustando 

los datos a una ecuación dosis-respuesta. Las curvas obtenidas para las muestras más activas 

(M2, M4 y M6) se muestran en la Figura S2 del Material suplementario, y todos los valores de 

IC50 se enumeran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Efecto citotóxico (IC50 µg/mL) e índice de selectividad (SI) de los aceites de C. sativa 

frente a diferentes líneas celulares de cáncer. 
 

IC50 (µg/mL) SI 

 

70.3 ± 4.1 18.0 ± 1.5 17.7 ± 1.4 21.0 ± 1.0 
30.9 ± 8.1 26.7 ± 1.0 37.2 ± 2.2 43.2 ± 0.9 1 1 1 

60.4 ± 25.3 13.0 ± 0.9 18.4 ± 1.0 21.9 ± 0.4 5 3 3 
61.8 ± 1.4 36.8 ± 1.5 47.8 ± 2.5 59.9 ± 15.2 2 1 1 
35.7 ± 6.2 15.4 ± 0.8 19.6 ± 0.9 22.5 ± 0.6 2 2 2 

 

Por otra parte, el índice de selectividad (IS), que da la selectividad de los 
extractos que actúan sobre las células cancerosas con respecto a su efecto sobre una línea 
celular normal, puede calcularse como la relación entre el valor IC50 obtenido para la 
línea celular de control, MCF-10A, y los valores IC50 calculados para las líneas 
celulares tumorales (MCF- 7, HT-20 y PC-3). Si este número es superior a 2, significa 
que la citotoxicidad del aceite es altamente selectiva; es decir, el efecto del aceite sobre 
las células tumorales es mayor que sobre las células normales. Estos valores SI también 
figuran en la Tabla 3. 

Los datos indican que los valores de IC50 de los aceites de cannabis oscilan entre 13,0 
y 64,2 µg/mL para las líneas celulares cancerosas y que M2, M4 y M6 presentan la mayor 
citotoxicidad (el valor de IC50 más bajo). Al mismo tiempo, el índice SI correspondiente de 
los aceites de cannabis más activos se sitúa entre 2 y 5.  Por ejemplo, el aceite de cannabis 
M4 presentó el valor IC50 más bajo (13 µg/mL) y el valor SI más alto en el ensayo de 
citotoxicidad en la línea celular del cáncer de mama, MCF-7. En otras palabras, el M4 es el 
extracto más citotóxico y selectivo que actúa sobre esta línea celular. Además, las muestras 
M2, M4 y M6 también presentan una importante actividad citotóxica y selectiva sobre todas 
las líneas celulares de cáncer. Se ha informado de la acción selectiva de los cannabinoides 
sobre las células tumorales, pero el mecanismo sigue sin estar claro [37]. Así, se puede 
concluir que los aceites de cannabis obtenidos por el método de extracción LSE (M2, M4 y 
M6) presentan una mayor citotoxicidad sobre las líneas celulares de cáncer de mama, colon 
y próstata que los obtenidos por el método SCF. Estas sorprendentes diferencias en la 
citotoxicidad pueden explicarse en términos de la química composición de los aceites 
obtenidos por extracción LSE o SCF. Los datos de las Tablas 1-3 indican que los aceites 
obtenidos a partir de la misma variedad vegetal, pero utilizando métodos de extracción 
diferentes, dan lugar a una composición fitoquímica completamente distinta.  

Así, las cantidades de THC detectadas son similares en ambos extractos (Tabla 1); sin 
embargo, al mismo tiempo, las concentraciones de CBD y flavonoides son mayores en los 
extractos de LSE (Tablas 1 y 2). Estos resultados sugieren que el efecto citotóxico de los 
aceites de cannabis se debe principalmente a la presencia de CBD, flavonoides y 
probablemente otros compuestos fenólicos, que actúan conjuntamente a través del efecto 
séquito. Estudios anteriores han demostrado que el CBD induce la muerte celular en líneas 
celulares de cáncer de mama [66-69] y de pulmón [70], mientras que su molécula madre, el 
ácido cannabidiólico CBD-A, inhibe la migración celular del cáncer de mama a través de un 
mecanismo que inhibe la proteína quinasa [71]. También se ha demostrado que algunos 
flavonoides comunes, como la quercetina y la luteolina, reducen la proliferación celular de 
MCF-7 [59,72], y otros flavonoides específicos de C. sativa, las canflavinas, muestran 
también actividades anticancerígenas [62]. Las canflavinas preniladas han mostrado 
actividad anticancerígena in vitro en líneas celulares de cáncer de mama humano [73] e in 
vivo contra tumores pancreáticos en animales [74]. 

Por lo tanto, se puede concluir que la composición de los aceites de cannabis extraídos 
mediante el método SLE se puede modular para obtener una mezcla de CBD y flavonoides 
con el efecto séquito óptimo para crear un efecto antiproliferativo en las líneas celulares de 
cáncer. 

 
 
 
 

M3 
M4 
M5 
M6 

Extracto MCF-10 MCF-7 HT-29 PC-3 MCF-7 HT-29 PC-3 

M1 
M2 

61.2 ± 21.5 60.2 ± 16.9 62.6 ± 1.3 64.2 ± 0.7 1 
4 

1 
4 

1 
3 
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3. Materiales y Métodos 

3.1. Materia vegetal y condiciones de cultivo 

Las variedades vegetales de C. sativa L. seleccionadas para este experimento 
proceden del banco de semillas Dinafem Seeds (Gipuzkoa, España), con ejemplares 
cultivados a partir de esquejes para mantener la estabilidad genética: Critical+ con 
ratio 1:0 (inflorescencias con alto contenido en ∆9-THCA), Shark Shock CBD con 
ratio 1:1 (inflorescencias con contenido equilibrado tanto de CBD-A como de ∆9-
THCA), y Dinamed CBD con ratio 0:1 (inflorescencias con alto contenido en CBD-A). 

Todas las variedades de C. sativa L. se cultivaron en interior utilizando las 
instalaciones de investigación de la empresa LABSUN (Valparaíso, Chile) y bajo las 
mismas condiciones ambientales. Brevemente, en dos parcelas de 80cm2, bajo 
techo, se colocaron cuatro plantas cada una en macetas de 11 L con sustrato 
biobizz® ( ALLMIX), junto con un sistema de iluminación de panel LED de 300 w y 
una lámpara tradicional de alta presión de 250 w. Se utilizó la línea de nutrientes 
BIOBIZZ para el crecimiento durante el primer mes (BIOGROW, ALGA-MIC). A 
continuación, se utilizaron BIO-BLOOM, BIO-HEAVEN y TOP-MAX para la floración 
durante tres meses. Se analizó la electroconductividad del agua de riego (rangos de 600 
a 2000 ms (0,6~2,0 EC) y pH (5,8-6,8)). De cada temporada de cultivo se obtuvieron 
100 g de inflorescencias secas durante el mes de agosto. 

 

3.2. Extracción 

Se obtuvieron seis aceites de cannabis utilizando dos métodos de extracción, a 
saber, extracción sólido-líquido utilizando etanol al 96% [49] y extracción por SCFE 
utilizando CO2 supercrítico (SC-CO2 ). En el primer método, 100 g de inflorescencias 
se precalentaron en un horno a 120 ◦C durante 30 min para descarboxilar los 
cannabinoides ácidos THCA y CBDA [49,75]. A continuación, se trituró el material 
vegetal y se añadieron 500 mL de etanol. La mezcla se agitó durante 3 min y se 
filtró, y  el disolvente se evaporó a presión reducida [76]. La extracción con fluido 
supercrítico se                   realizó utilizando un extractor SuperC (OCO Labs, Sierra Vista, AZ, 
USA). Brevemente, el caudal de CO2 fue de 1,5 lb/h y el proceso de extracción se 
llevó a cabo a 250 bar a 63°C durante 1 h. 
 

3.3. Estudio fitoquímico 

3.3.1. Análisis HPLC  
Para separar y cuantificar los cannabinoides THC y CBD se utilizó un HPLC Young YL 9110 
Plus acoplado a un detector de matriz de diodos. La separación se realizó con una matriz 

de dos columnas en serie (Chromolith RP-18e, Merck). Se utilizaron mezclas de agua 
(A)/acetonitrilo (B) como fase móvil a un caudal de 2 mL/min. La separación se obtuvo con 
el siguiente gradiente: 0-3 min 20% B; 3-10 min 60% B; 10-11 min 95% B. El volumen de 
inyección fue de 20 µL, y la detección se fijó a 211 nm [53,55].
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3.3.2. Determinación contenido fenólico total 

El contenido fenólico total de los extractos se determinó mediante el ensayo de Fiolin- 

Ciocalteau [77-79]. Los extractos de cannabis (2,0 mg) se disolvieron en etanol (2,0 mL), y 

500 µL de cada solución se mezclaron con el reactivo de Folin-Ciocalteau (2,5 mL, 0,2 N) y se 

incubaron durante 5 min. A continuación, se añadió una solución de Na2 CO3 (2,0 mL, 7,5% 

p/v) y se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente durante 2 h. Se midió la absorbancia 

de la solución a 700 nm frente al etanol en un espectrofotómetro (RayLEIGH, UV-2601, Pekín, 

China). Los valores de absorbancia se convirtieron en concentración utilizando una curva de 

calibración de ácido gálico (0-200 mg/L) y, por tanto, el contenido fenólico total se expresó 

como mg de equivalentes de ácido gálico (mg GAE) por g de extracto seco. Todas las 

mediciones se repitieron tres veces 

3.3.3. Estimación del contenido total de flavonoides 

Para determinar el contenido total de flavonoides se utilizó una versión 
modificada del método de Dowd [80]. Se mezcló tricloruro de aluminio (AlCl3 ) en 
etanol (1 mL, 2% p/v) con una disolución de cada extracto en etanol (1,0 mg/mL). 
La mezcla se incubó durante 10 min a temperatura ambiente y se midió la 
absorbancia a 415 nm frente a una muestra en blanco consistente en 1,0 mL de 
disolución de extracto con 1,0 mL de metanol sin AlCl3 . Los valores de absorbancia se 
convirtieron en concentración utilizando una curva de calibración de quercetina (0-
100 mg/L). El contenido total de flavonoides se expresó como mg de equivalentes 
de quercetina (mg QE) por g de extracto seco. Todas las mediciones se repitieron 
tres veces. 

3.3.4. Estimación del contenido total de antraquinonas 

El contenido de antraquinonas se determinó mediante el siguiente protocolo 
[79,80]. Se mezcló tricloruro de aluminio (AlCl3) en etanol (1 mL, 2% p/v) con una 
disolución de cada extracto en etanol (1,0 mg/mL). La mezcla se incubó durante 
10 min a temperatura ambiente y se midió la absorbancia a 486 nm frente a una 
muestra en blanco consistente en 1,0 mL de disolución de extracto con 1,0 mL de 
metanol sin AlCl3. Los valores de absorbancia se convirtieron en concentración 
utilizando una curva de calibración de emodina (0-70 mg/L). El contenido total de 
antraquinonas se expresó como mg de equivalentes de emodina (mg EE) por g de 
extracto seco. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

3.4. Evaluación de las actividades biológicas 

3.4.1. Medición de la capacidad antioxidante 

Ensayo  ABTS  

Se han propuesto varias modificaciones del método original [81]; en este trabajo, 
hemos utilizado el método desarrollado por Romay et al. [82]. Brevemente, un 
volumen de una solución 10 mM de ABAP (2,2′-azo-bis (2-amidino  propano)  se  mezcló  
con  el mismo volumen de una solución 150 µM de ABTS (ácido 2,2′-azinobi (3-
etilbenzotiazolina-6- sulfónico) utilizando PBS 100 mM a un pH de 7,4 (solución 
TRAP). La mezcla se incubó a 45°C durante 30 min y luego se enfrió a temperatura 
ambiente. La solución de muestra (10 µL, 1,0 mg/mL de cada extracto) se mezcló con 
la solución TRAP (990 µL), y la absorbancia del catión radical ABTS se midió 
después de 50s a 734 nm frente a la solución ABTS  utilizada como referencia. 
Los valores de absorbancia se interpolaron en una curva estándar de Trolox (0-200 
mg/L), y los resultados se expresaron en mM de capacidad antioxidante 
equivalente de Trolox (mM TEAC). Todas las mediciones se repitieron tres veces. 
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Ensayo DPPH  

La capacidad de barrido de radicales libres de los aceites se determinó siguiendo el 
método propuesto por Brand-Williams y modificado por Miliauskas [83,84]. Las 
muestras de aceites (M1-M6) se disolvieron en etanol (0-10 mg/mL), y 100 µL de cada 
solución y se mezclaron con solución de DPPH (2,9 mL, 50 µM) recién preparada en 
etanol. Una mezcla preparada con 100 µL de etanol se utilizó como control. Las muestras 
y las soluciones de control se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, y la 
absorbancia de los radicales DPPH se midió a 517 nm. La actividad de eliminación de 
radicales se calculó mediante la siguiente ecuación: 

%DPPH radical scavenging = [(AC − AS)/AC] × 100 (1) 

donde AC y AS son las absorbancias del control y de los aceites, respectivamente. El 
trazado de los datos obtenidos frente a la concentración de aceite de cannabis y el 

ajuste de estos datos a la ecuación dosis-respuesta proporcionan los valores de IC50 que 

se enumeran en la Tabla 4. 

 
Ensayo del poder antioxidante férrico reductor (FRAP) 

El ensayo FRAP se realizó siguiendo el siguiente protocolo [38]. El reactivo 
TPTZ recién preparado (10 volúmenes de tampón acetato 300 mM, pH 3,6) con 1,0 
volumen de 10 mM TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) en ácido clorhídrico 40 
mM, y 1,0 volumen de reactivo FRAP de cloruro férrico 20 mM (3,0 mL) se mezcló 
con agua desionizada (300 µL) y la muestra (100 µL, 1,0 mg/mL de cada extracto). 
La mezcla se incubó durante 30 min a 37°C en un baño de agua, y se midió la 
absorbancia a 593 nm utilizando etanol como solución de referencia. Los valores 
de absorbancia obtenidos se interpolaron en una curva de calibración de Trolox (0-
200 mg/L), y los resultados se expresaron en mM de capacidad antioxidante 
equivalente a Trolox (mM TEAC). Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

3.4.2. Ensayos Antifúngicos 

Las pruebas se realizaron con Trichophyton mentagrophytes (CCCT 18.262), 
hongo capaz de producir dermatofitosis o tiñas. El aislado se obtuvo de la 
"Colección Chilena de Cultivos Tipo" de la Universidad de la Frontera (CCCT- 
UFRO/BIOREN) y se cultivó en agar papa dextrosa (PDA) durante dos semanas a 
28°C para obtener el inóculo. El cultivo puro se almacenó en la colección de 
patógenos del Laboratorio de Ensayos Biológicos del Departamento de Química de 
la Universidad Técnica Federico Santa María. 

La actividad antifúngica de todos los aceites esenciales se evaluó 
determinando la inhibición del crecimiento micelial de T. mentagrophytes en la 
prueba de crecimiento radial [85]. 

Todos los aceites de cannabis ensayados se disolvieron en etanol y agua y se 
añadieron a agar papa dextrosa (PDA) a 50°C, alcanzando concentraciones finales 
que oscilaban entre 1 y 240 µg/mL. Tras la solidificación, se inocularon placas de Petri 
con discos de agar de 4 mm de diámetro que contenían micelio fino de T. 
mentagrophytes. El control                           negativo contenía únicamente medio de cultivo PDA, y 
como control positivo se utilizó Fluconazole® (IPhSA, INTHERFARMA S.A). Se 
hicieron tres réplicas para cada tratamiento. Todas las placas se incubaron a 28°C en 
la oscuridad. Después de 7 días, se midió el diámetro del crecimiento micelial y se 
calculó el porcentaje de inhibición micelial (%I). Estos valores se trazaron frente a 
la concentración de fungicida y se ajustaron a una ecuación dosis-respuesta. Este 
ajuste da la concentración a la que el crecimiento del micelio se inhibe en un 50% 
en comparación con el control negativo (EC50). El trazado de los datos, el ajuste y el 
cálculo de los valores de EC50 se realizaron con Origin 8.0. Las diferencias 
significativas se evaluaron con un análisis de varianza de dos vías (prueba de 
Tukey; p < 0,05). 
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× 

3.4.3. Citotoxicidad de las células cancerosas 

Líneas Celulares Cultivadas 

Las siguientes líneas celulares experimentales se obtuvieron de la American Type 
Culture Collection (Rockville, MD, EE.UU.): MCF-7 (cáncer de mama humano; ATCC N◦. HTB-
22), HT- 29 (cáncer de colon humano; ATCC N◦. HTB-38), PC-3 (cáncer de próstata humano 
ATCC N◦. CRL-1435) y MCF-10A (célula epitelial mamaria ATCC N◦ CRL-10317). Todas las 
líneas celulares se cultivaron en un medio DMEM-F12 que contenía un 10% de FCS, 100 U/mL 
de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 1 mM de glutamina. 

 

Detección de citotoxicidad in vitro mediante el ensayo de sulforodamina B 

El ensayo con sulforodamina B se llevó a cabo según los métodos descritos 

anteriormente [86,87]. Las células se sembraron en una microplaca de 96 pocillos de 

fondo plano de 100 µl con una densidad de siembra de 3 103 células/pocillo. Después de 

24 horas de incubación a 37°C (bajo una atmósfera de dióxido de carbono humidificado 

al 5% para permitir la fijación celular), se prepararon soluciones madre de aceite de 

cannabis en etanol y se añadieron al medio de crecimiento para alcanzar concentraciones 

finales (5-100 µg/mL) Los controles negativos se prepararon añadiendo etanol, y la 

concentración final de este disolvente se mantuvo constante al 1%. Las células se trataron 

con diferentes concentraciones de extractos y se incubaron durante 72 h en las mismas 

condiciones. Todas las microplacas de cultivo se incubaron a 37°C en una incubadora con 

CO2 humidificado al 5% durante 72 h. Al final de la exposición al extracto, las células se 

fijaron con ácido tricloroacético al 50% a 4°C. Después de lavar con agua destilada, las 

células se tiñeron con SRB al 0,1%, disuelto en ácido acético al 1% (50 µl/pocillo) durante 

30 min, y después se lavaron con ácido acético al 1% para eliminar la tinción no unida. La 

tinción unida a proteínas se solubilizó con tris base sin tamponar (100 µl, 10 mM). La 

densidad celular se determinó utilizando un lector de microplacas de fluorescencia 

(longitud de onda 540 nm). Los datos obtenidos se expresaron como porcentajes de 

viabilidad de las células tratadas frente al control negativo, para el que la viabilidad se 

consideró del 100%. Todas las mediciones se repitieron tres veces. Por último, a partir de 

un gráfico del porcentaje de viabilidad frente a la concentración de aceite de cannabis, se 

obtuvieron los valores IC50 ajustando los datos a curvas dosis-respuesta (Sigma Plot, 

Systat® Software, Inc). El índice de selectividad (IS) de cada extracto se calculó como la 

relación entre IC50 (MCF-10A)/IC50 (líneas celulares cancerosas). Si los valores de SI eran 

iguales o superiores a 2, se asumía que el extracto era selectivo. 

4. Conclusiones 

Se utilizaron diferentes variedades de C. sativa identificadas por la proporción de 

THC:CBD para extraer aceite de cannabis mediante dos métodos de extracción. La 

evaluación de las actividades biológicas de los aceites indica que están determinadas 
principalmente por su composición química. Por ejemplo, todos los aceites de Cannabis 

muestran una capacidad antioxidante y efectos antiproliferativos en las líneas celulares 
de cáncer ensayadas. En ambos tipos de experimentos, el aceite de Cannabis más activo 

probado fue el M4, lo que sugiere una relación directa entre su capacidad antioxidante y 
la citotoxicidad de las células cancerosas. Además, el M4 muestra una alta selectividad 

contra las líneas celulares de cáncer de mama y, por lo tanto, los aceites de Cannabis 
pueden considerarse potenciales agentes anticancerígenos. Este aceite se obtuvo por SLE, 

y contiene altas cantidades de THC y CBD y el mayor contenido total de compuestos 

fenólicos y flavonoides. Así, sus mayores actividades biológicas pueden atribuirse al 
efecto séquito del CBD y sus compuestos flavonoides. El trabajo futuro se centrará en la 

selección de diferentes variedades de C. sativa, pero utilizando un quimiovar que 
proporcione información más específica sobre el contenido fenólico y de flavonoides, 

además de la relación THC/CBD. 

La extracción de inflorescencias mediante el método SLE con un disolvente polar 

proporcionaría una forma de obtener aceites de Cannabis que podrían utilizarse en el 
desarrollo de agentes antifúngicos, antioxidantes y anticancerígenos. 
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Materiales Complementarios: Los siguientes están disponibles en línea en 
https://www.mdpi.com/article/10.3390/plants12091772/s1. Figura S1: Cromatogramas de muestras 
de Cannabis sp. (M1-M6) analizadas mediante cromatografía líquida de alto rendimiento acoplada a 
espectroscopia ultravioleta (HPLC-UV). La cuantificación de THC y CBD en sus respectivos tiempos 
de retención de 8 y 10 min, respectivamente. Figura S2: Gráficos del porcentaje de viabilidad celular 
de MCF-7, una línea celular de cáncer de mama, en presencia de diferentes aceites esenciales de 
cannabis: (a) M2, (b) M4), (c) M6, y (d) líneas celulares MCF-10A (control) en presencia de M2. 
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