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RESUMEN  

Introducción. La célula es la unidad más básica y funcional de la vida, preparada 

para producir las reacciones químicas necesarias para mantener la homeostasis 

y la proliferación celular. La proliferación celular es llevada a cabo por un proceso 

ordenado de pasos conocido como ciclo celular, la alteración de los puntos de 

control específicos de estos mecanismos puede llevar al mal funcionamiento de 

la célula, provocando una mayor propagación celular y dándole la capacidad de 

evitar la muerte celular programada. El acumulo de estas células es conocido 

como cáncer, el cual tiene la capacidad de originarse en cualquier órgano o tejido. 

Los tipos de cáncer que abordaremos de manera in vitro en este trabajo son el 

cáncer cervicouterino, mama y colon. El tratamiento para abordar a los pacientes 

depende del tipo y que tan avanzado se encuentra, las terapias convencionales 

empleadas son la cirugía, radioterapia y quimioterapia. El uso de estas terapias 

con lleva efectos secundarios los cuales se pueden prevenir, disminuir o 

controlar. Actualmente el Cannabidiol es usado como tratamiento 

complementario para disminuir efectos secundarios ocasionados por las terapias 

tradicionales y además se menciona un efecto anticancerígeno. Objetivo. El 

propósito de este estudio fue analizar el efecto citotóxico del cannabidiol en las 

líneas celulares cancerígenas, determinamos una IC50, analizamos los cambios 

morfológicos y evaluamos el tipo de muerte celular. Materiales y métodos. 

Utilizamos celulas HeLa, MDA-MB-231, Caco-2 y HaCaT como control normal. 

Se estimularon con diferentes concentraciones de CBD, para posteriormente 

evaluarse mediante ensayos de citotoxicidad y fluorescencia a las 24, 48, 72 y 

96 h. Además, analizamos los cambios morfológicos mediante fotos de 

microscopia de contraste de fase y fluorescencia. También determinamos los 

tipos de muerte celular que induce a las 24 h, mediante un ensayo de 

apoptosis/necrosis con citometría de flujo. Resultados. Se expuso una baja de 

la viabilidad celular en todas las líneas celulares en los 4 tiempos evaluados, lo 

cual nos permitió calcular la IC50 a las 24 h para cada línea celular, para HeLa 

9.4 µM, MDA-MB-231 10.3 µM, Caco-2 4.3 µM y HaCaT 5.2 µM. Analizamos la 
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morfología celular mediante fotomicroscopia en las líneas celulares después de 

aplicar el CBD a las 24, 48, 72 y 96 h, evidenciando cambios morfológicos 

relacionados con estrés y muerte celular, así como también se observaron 

alteraciones morfológicas nucleares por citofluorescencia relacionados con 

muerte celular. Por último, determinamos el tipo de muerte celular estimulado por 

el CBD durante 24 h para cada línea celular, para HeLa con 5 µM se indujo 28% 

de apoptosis, con 10 µM un 52% de apoptosis, para MDA-MB-231 con 5 µM se 

indujo 82% de apoptosis, con 10 µM un 81% de apoptosis, para Caco-2 con 5 µM 

se indujo 79% de apoptosis, con 10 µM un 87% de apoptosis, para HaCaT con 5 

µM se indujo 51% de apoptosis tardía, con 10 µM un 28% de apoptosis tardía. 

Conclusión. Los cambios morfológicos observados por microscopia de contraste 

de fase, así como los cambios nucleares por fluorescencia indican que el CBD 

ejerce un efecto citotóxico en las líneas celulares. Por otra parte, en la línea 

celular HeLa y Caco-2 podemos observar un efecto dosis dependiente de CBD, 

diferente a lo observado en, la línea MDA-MB-231, no mostró esta respuesta. 

Además, el tipo de muerte celular que induce el CBD con concentraciones de 5 

y 10 µM en líneas celulares cancerígenas expuestas durante 24 h es apoptosis, 

mientras que en células normales causó apoptosis tardía. 

Palabras clave: Cáncer, Cannabidiol, Citotóxico, Caco-2, HeLa, MDA-MB-231
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1. INTRODUCCIÓN 

La unidad formadora de la vida es la célula, formada por un complejo sistema de 

organelos encargados de llevar cabo los mecanismos y reacciones químicas 

necesarias para la vida, además posee mecanismos regulatorios para mantener 

la homeostasis y proliferación celular (Hanselmann y Welter, 2022). La 

proliferación celular es llevada a cabo por un proceso ordenado de pasos 

conocido como ciclo celular, mediante mecanismos complejos genéticamente 

codificados y minuciosamente regulados por puntos de control (Matthews et al., 

2022). Con el paso del tiempo la célula puede adquirir daños genéticos conocidos 

como mutaciones que alteran su mecanismo de replicación, regulación y le dan 

la capacidad de evitar la muerte celular. Este proceso da origen a la proliferación 

anormal de la célula y genera un tumor maligno, también conocido como cáncer 

(Guleria y Sambyal., 2023).  

1.1 Cáncer 

El cáncer es definido por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como un 

grupo de enfermedades que puede comenzar en los diferentes órganos o tejidos 

del cuerpo, cuando células atípicas se desarrollan incontrolablemente”. (OMS, 

2022). En cambio, el Instituto Nacional del Cáncer (NCI) lo menciona de la 

siguiente manera, “Grupo de enfermedades por la que algunas células del cuerpo 

se multiplican sin control y se diseminan a otras partes del cuerpo”. (NCI, 2022). 

Esta patología afecta tanto hombres, mujeres y animales provocando millones de 

casos nuevos cada año, se considera una de las causas más importantes de 

muerte nivel. 
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1.1.2 Epidemiología 

Las estadísticas del cáncer en el 2020 a nivel mundial fueron de 19 292 789 de 

casos y se reportan 9 958 133 de muertes, por otra parte, América Latina y el 

Caribe presentaron 1 470 274 casos de cáncer y el número estimado de muertes 

fue de 713 414 para el mismo año, a nivel nacional México presentó una 

incidencia de 195 499 casos y una mortalidad de 90 222 (Globocan, 2020). Estos 

datos estadísticos son el resultado del conjunto de tipos de cáncer que afectan a 

toda la población. El NCI expuso a los tipos de cáncer que afectaron a la 

población en el año 2020 siendo el principal el cáncer de mama, seguido el 

pulmonar, colorrectal y en menor grado próstata, estomago, hígado y 

cervicouterino (NCI, 2022). Dependiendo del tipo y que tan avanzado se 

encuentre, son las características por considerar para elegir un tratamiento. 

1.3 Tratamiento 

La terapia para el cáncer trata de inducir muerte celular en una población que 

solo existe debido a su capacidad para evitarla. Los tres pilares con los que se 

aborda esta patología es la cirugía, radioterapia y la quimioterapia, la primera es 

práctica, removiendo la mayor cantidad de tejido afectado y las otras dos son 

efectivas causando muerte celular (Gregorio et al; 2016). Todos los pacientes 

reciben la combinación de dos o más terapias (NCI, 2022).  

El uso de estas terapias provoca efectos secundarios como: anemia, diarrea, 

dolor, edema y vómitos, solo por mencionar algunos. El NCI tiene una lista de 

todos los efectos secundarios, donde hace las recomendaciones para prevenir, 

disminuir o controlarlos (NCI, 2022). El Cannabidiol (CBD) es utilizado como 

tratamiento complementario para disminuir los efectos secundarios ocasionados 

por las terapias convencionales usadas en el cáncer (Good et al., 2019; NCI, 

2024). 
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1.2 Cannabidiol 

El CBD es un fitocannabinoide, sintetizado en los tricomas glandulares de las 

flores de Cannabis sativa (Gülck y Møller, 2020). Su extracción puede ser llevada 

a cabo por diferentes métodos (Radwan et al., 2021). Posee una estructura 

terpenofenolica, que contiene 21 átomos de carbono, de fórmula química C21 H30 

O2 (Silvestro et al., 2020). Su estructura química se muestra en la tabla 1.  

Tabla 1. Adaptado de Hashis-I: The structure of Cannabidiol, Mechoulam y Shvo, 1963, 

Tetrahedron, 19, https://doi.org/10.1016/0040-4020(63)85022-X: Estructura química del 

cannabidiol. Generado en el software ChemDraw Ultra 12.0. PerkinElmer Inc. 2010. 

 

Compuesto Cannabidiol 

Nombre IUPAC 2-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-
yl]-5-pentylbenzene-1,3-diol 

Fórmula molecular C21H30O2 

Peso Molecular 314 g/mol 

https://doi.org/10.1016/0040-4020(63)85022-X
https://doi.org/10.1016/0040-4020(63)85022-X


   
 

 
 

4 

Este compuesto brinda a los usuarios múltiples acciones terapéuticas como 

analgésico, ansiolítico, antiemético, anticonvulsivo, cardioprotector, 

desinflamatorio, neuroprotector. Además, no causa efectos psicoactivos (Atalay 

et al., 2020; Baswan et al., 2020; Sholler et al., 2020; Britch et al., 2021; Gorelick 

et al., 2022;). Dichos efectos se deben a su interacción con un sistema complejo 

de receptores, ligandos endógenos y enzimas (Peng et al., 2022), denominado 

sistema endocannabinoide (SEC) (Di Marzo y Piscitelli, 2015). 

1.2.1 Sistema endocannabinoide 

El SEC, es un sistema evolutivo de homeostasis, compuesto por ligandos 

derivados de lípidos, receptores acoplados a proteína G, canales de potencial 

receptor transitorio y sus respectivas enzimas para su metabolismo (Mechoulam 

et al., 1998). Actualmente está reportado que el SEC presenta anormalidades en 

diferentes tipos de cáncer (Cherkasova et al., 2022). Esto ha motivado a 

investigadores a analizar el efecto citotóxico del CBD. 

1.3 Citotoxicidad 

El efecto citotóxico del CBD se ha evaluado en modelos in vitro de cáncer 

cervicouterino (Taylor et al., 2021), colon (Jeong et al., 2019) y de mama (Sultan 

et al., 2018). Por ejemplo, en un modelo donde se usaron células de cáncer de 

mama MCF-7 y MDA-MB-231, aplicaron 5 µM de CBD durante 12 y 24 h, esto 

causo estrés del retículo endoplásmico y eventualmente la apoptosis 

(Shrivastava et al., 2011). En células de cáncer de colon Caco-2 y HCT116, se 

aplicaron diferentes dosis de CBD desde 0.01 a 10 µM durante 24 horas, 

evidenciando que estas dosis en ese lapso no causaron un efecto citotóxico 

(Aviello et al., 2012; Kis et al., 2019). Por otra parte, se observó que en pólipos 

precancerosos y colon sano obtenidos por biopsia de diferentes pacientes, el 

CBD aplicado a 15 µM disminuyó la viabilidad afectando el tejido precanceroso 

(Ben-Ami Shor et al., 2022). Por otra parte, en cáncer cervicouterino, se 
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evaluaron extractos de C. sativa en comparación con CBD, demostrando 

resultados variables con los extractos de la planta y sugiriendo que el CBD es 

más efectivo en causar muerte celular (Lukhele y Motadi, 2016) por otra parte, se 

expuso que la citotoxicidad del CBD en células HeLa es dependiente de la 

densidad de siembra celular (Ramer et al., 2010). Para esto, el efecto citotóxico 

del CBD es muy complejo y depende de múltiples factores, siendo estos la 

concentración, pureza, tiempo y el tipo de cáncer, motivo por el cual se sigue 

investigando. En este trabajo abordaremos específicamente el cáncer 

cervicouterino con células HeLa, cáncer de mama con células MDA-MB-231 y 

cáncer de colon con células Caco-2. 
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2. ANTECEDENTES (LITERATURA REVISADA) 

2.1 Cáncer cervicouterino 

El cáncer cervicouterino afecta a las células glandulares productoras de 

mucosidad de la última porción del cuello uterino (NIH, 2023), la cual está 

conformada por el endocérvix y el exocérvix (Ramachandran y Dörk, 2021). Es 

en este lugar donde las células escamosas delgadas y planas que cubren el 

exocérvix se encuentran con las células glandulares y columnares del 

endocérvix, esta parte es mejor conocida como zona de transformación debido a 

su predisposición a mutaciones precancerosas ocasionadas por el papilomavirus 

humano (VPH) (Ramachandran y Dörk, 2021). Actualmente se han reconocido 

tipos de VPH de alto riesgo, como lo son 16 y 18, identificados como factor clave 

en la aparición de la neoplasia intraepitelial cervical (Schubert et al., 2023). 

Después de la agregación del genoma de VPH en la célula infectada se provoca 

la alteración del gen E2, el cual contiene la actividad del gen E6 y E7, generando 

su activación proteica, provocando la replicación del genoma viral. La interacción 

característica de E6 es degradar a p53 y de E7 es inhibir la proteína de 

retinoblastoma (Pal y Kundu, 2020). Además, ambas, promueven la glucólisis 

aeróbica (Hu et al., 2022). En la actualidad también se menciona una alteración 

del SEC que promueve la aparición de cáncer (Taylor et al., 2021). Los receptores 

cannabinoides investigados en la línea HeLa se reportan en la tabla 2. 

Tabla 2. Receptores cannabinoides expresados en la línea HeLa. 

HeLa 

Receptores Expresión Referencia 

CB1 Media (Contassot et al., 2004; Ramer y Hinz, 2008) 

CB2 Media (Contassot et al., 2004; Ramer y Hinz, 2008) 

TRPV1 Media (Contassot et al., 2004; Ramer y Hinz, 2008) 
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2.2 Cáncer de mama 

El Cáncer de mama, se origina en células que conforman la glándula mamaria. 

Dicha estructura está conformada por tres partes principales: lobulillos, ductos y 

tejido conectivo. Los lobulillos se encargan de la síntesis de la leche para ser 

transportada por los conductos hasta el pezón y el tejido conectivo se encarga 

de mantener la estructura. Los tipos de cáncer más comunes son ductal o 

lobulillar (CDC, 2023). Además, está dividido por subtipos moleculares basados 

en el estatus del receptor de estrógenos (RE), receptor de progesterona (RP) y 

el factor de crecimiento epidérmico humano dos (HER2). En base a estos 

receptores se puede clasificar en cuatro subtipos: 1) Luminal A, 2) Luminal B, 3) 

HER2+ y 4) Cáncer de mama triple negativo (TNBC) (Sultan et al., 2018; Almeida 

et al., 2022). La clasificación por subtipos moleculares en cáncer de mama se 

resume en la tabla 3. 

Tabla 3. Adaptado de Cannabinoids in Breast Cancer, C. Ferreira., et al 2022, Molecules, 27, 
https://doi.org/10.3390/molecules27010156: Clasificación por subtipos moleculares en cáncer de 
mama. 

El TNBC es un tipo de cáncer agresivo, caracterizado por la falta de expresión 

de receptores basales RE, RP y HER2. Estos receptores son usados para su 

control con terapias hormonales y otros fármacos. Por tal motivo el panel 

Subtipo RE RP HER2 

Luminal A Positivo Alto Negativo 

Luminal B Positivo Negativo o bajo Positivo o 
negativo 

HER2+ Negativo Negativo Positivo 

TNBC Negativo Negativo Negativo 

https://doi.org/10.3390/molecules27010156
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terapéutico para abordarlo se mira reducido, dejando a los fármacos citotóxicos 

como única opción terapéutica (Dass et al., 2021). 

2.3 Cáncer de colon 

El cáncer de colon o recto (CCR) afecta a las células glandulares del intestino 

grueso, esta porción del sistema gastrointestinal se divide en colon y recto. El 

primero es un ducto muscular de alrededor de 1.5 metros de longitud, su porción 

proximal está conformada por el colon ascendente y transverso, mientras que su 

porción distal se divide en colon descendente y colon sigmoide, la actividad 

primordial es absorber agua y sodio de los restos del quilo, el contenido residual 

es materia fecal, que a través de movimientos peristálticos llega al recto y por 

último al ano (NCIC, 2023).  

Múltiples factores están asociados a la aparición del CCR, un estilo de vida poco 

saludable, estrés crónico, uso inadecuado de antibióticos causando la 

modificación de la microbiota intestinal, así como antecedentes genéticos e 

incluso la cronicidad de las enfermedades inflamatorias intestinales (Li et al., 

2021). Estos factores son mencionados en la historia natural del cáncer 

colorrectal, además se menciona la secuencia adenoma – adenocarcinoma 

(Winawer, 1999).  

La lesión conocida como pólipo adenomatoso precancerígeno, tiene un tiempo 

promedio de evolución para dar origen al adenocarcinoma que depende del 

tamaño del pólipo adenomatoso, grande (>1 cm) 5.5 años y pequeños hasta 10 

años (Winawer, 1999; Sanjurjo, 2011). Este tipo de lesiones han formado parte 

de investigaciones para aclarar la función del SEC en la progresión del cáncer 

(Zaiachuk et al., 2021). Actualmente se sabe que los componentes del sistema 

endocannabinoide están desregulados en el CCR, lo cual nos permitió ver qué 

receptores están presentes en la línea celular Caco-2, se resumen en la tabla 4. 
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Tabla 4. Receptores cannabinoides expresados en la línea Caco-2 

Caco-2 

Receptores Expresión Referencia 

CB1 Baja (Aviello et al., 2012; Borrelli et al., 2014) 

CB2 Media (Aviello et al., 2012; Borrelli et al., 2014) 

TRPA1 Baja (Borrelli et al., 2014) 

TRPV1 Media (Aviello et al., 2014; Borrelli et al., 2014) 

TRPV2 Baja (Borrelli et al., 2014) 

PPARγ  (Aviello et al., 2014) 

TRPM8 Baja (Borrelli et al., 2014) 

5-HT1A Media (Borrelli et al., 2014) 
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3. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y millones 

de personas son diagnosticadas anualmente. Actualmente, los tratamientos 

convencionales incluyen quimioterapia, radioterapia y cirugía, sin embargo, 

presentan efectos secundarios (dolor, vómito, anorexia). El CBD extraído de la 

planta Cannabis sativa se ha utilizado como tratamiento complementario para 

tratar los efectos secundarios ocasionados por los tratamientos convencionales 

usados en esta enfermedad, así mismo, se menciona que tiene un efecto 

anticancerígeno. 

.   
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4. HIPÓTESIS 

La administración de CBD inducirá un efecto citotóxico y antiproliferativo sobre 

las células cancerígenas. 

5. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar los cambios a nivel celular inducidos por CBD a una dosis citotóxica en 

líneas celulares cancerígenas. 

5.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la dosis media inhibitoria (IC50) de CBD en las líneas 

celulares cancerígenas. 

2. Evaluar los cambios morfológicos in vitro inducidos por el CBD. 

3. Evaluar el tipo de muerte celular in vitro inducida por CBD. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

6.1 Lugar De Procesamiento De Muestras  

Este trabajo se realizó en el departamento de inmunología veterinaria de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), así como en el 

departamento de histología de la Facultad de Medicina (FM) y otra parte en el 

departamento de inmunología y virología de la Facultad de Ciencias Biológicas 

(FCM), todos los departamentos son pertenecientes a la Universidad Autónoma 

de Nuevo León. 

6.2 Cultivo celular 

Línea celular HeLa 

Células de morfología epitelial, adherentes, positivas para queratina derivadas 

del adenocarcinoma de cérvix humano con identificación ATCC: CCL-2, 

provenientes de una mujer de 31 años. Además, contiene secuencias del VPH 

18 (Pepescu et al., 1987), así como una baja expresión de P53 (May et al., 1991) 

y niveles normales de pRB (Chávez et al., 2020). Anteriormente se ha reportado 

una sobre expresión de receptores cannabinoides (Contassot et al., 2004), así 

como diversos mecanismos estimulados por dianas moleculares con afinidad al 

CBD (Razlog et al., 2023).  

Línea celular MDA-MB-231 

Células de adenocarcinoma de glándula mamaria (ATCC: HTB-26), adherentes, 

con morfología epitelial, provenientes del derrame pleural de un individuo 

femenino de 51 años (Martínez et al., 2003), receptor de estrógeno negativo 

(Cailleau, et al., 1978), receptor de progesterona negativo, receptor HER2 

negativo (Neve et al., 2006), expresa wnt7b (Huguet et al., 1994), además 

presenta mutaciones en KRas y p53 (Chavez et al., 2010), expresa altos niveles 

de GPR55 (Kisková et al., 2019). Investigaciones previas mencionan que se 
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puede inducir un efecto citotóxico independiente de los receptores cannabinoides 

en esta línea (Shrivastava et al., 2011).  

Línea celular Caco-2 

Células de adenocarcinoma de colon humano (ATCC: HTB-37), son adherentes, 

con morfología epitelial, derivadas del colon de un individuo masculino de 72 

años, posee mutaciones de los genes APC y β-catenina (Leoni et al., 2012), así 

como la sobreexpresión del gen COX2 (Kutchera et al., 1996), tiene el fenotipo 

metilador de isla CpG CIMP 1, así como mutaciones de p53 (Ahmed et al., 2013), 

presenta inestabilidad cromosómica (Thompson y Compton, 2008). Además, 

expresa receptores cannabinoides (Aviello et al., 2012; Borrelli et al., 2014). 

Línea celular HaCaT 

Los queratinocitos son células adherentes con morfología epitelial derivados de 

la piel periférica de un melanoma distante, provenientes de la espalda de un 

individuo masculino de 62 años, inmortalizadas de manera espontánea in vitro, 

negativas para el antígeno del SV-40 y para VPH, no son tumorigénicas y se 

consideran similares a las células del prepucio humano adulto (Boukamp et al., 

1988). Además, poseen mutaciones en p53 (Lehman et al., 1993) y se ha 

reportado mayor proliferación celular al usar CBD (Petrosino et al., 2018). 

Cada línea celular se mantuvo en medio DMEM, suplementado con 10% de suero 

fetal bovino inactivado, 1% de penicilina y estreptomicina. Se conservaron a una 

temperatura de 37º C con una atmosfera al 5% de CO2. Cada 2 días realizamos 

lavados con 3 ml de solución PBS al 1X y cambios de medio, hasta que se 

observó una confluencia del 80% para posteriormente, seguir con los ensayos de 

citotoxicidad. 

6.3 Citotoxicidad 

Para medir la citotoxicidad a través de la actividad metabólica celular, se realizó 

el ensayo MTT, consiste en el metabolismo intracelular de bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), una sal de monotetrazolio la cual 
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es reducida mediante enzimas oxidorreductasa y deshidrogenasas, generando 

una molécula hidrofílica de color azul violeta conocido como formazán, 

compuesto que se puede disolver al añadir un disolvente, para posteriormente 

analizarse en el espectrofotómetro Epoch de la marca Biotek, a una longitud de 

onda de 540 nm (Ghasemi et al., 2021).  

En base a la metodología de diferentes estudios (Delgado et al., 2020; Becerra 

et al., 2021; Garza et al., 2021; Guillén et al., 2021) donde nuestro equipo de 

trabajo ha participado, llevamos a cabo lo siguiente. Cultivamos 1 x 104 células 

en cada pozo (n=6), en placas de 96 pozos y dejamos incubar durante 24 h para 

permitir su adherencia. Después aplicamos los estímulos, CBD a 5, 10 y 20, µM. 

Además, se incluyeron células sin tratamiento como control negativo, vincristina 

a 1 µM como control positivo y el vehículo (metanol). La placa se incubó durante 

24, 48, 72 y 96 h para su posterior análisis.  

Para observar los cambios morfológicos celulares ocasionados por los 

tratamientos, 2 h previas al término de los lapsos de exposición, con un 

microscopio invertido de la marca ZEISS de modelo primovert, tomamos 6 

fotomicrografías representativas, a un aumento total de 40X, por cada tiempo de 

incubación. Para el análisis de los cambios morfológicos y determinar la 

citotoxicidad seguimos las indicaciones de la ISO-10993-5-2009, para considerar 

un efecto citotóxico se debe reducir hasta un 30 % la viabilidad celular, las 

características son mostradas y resumidas en la tabla 5.  

 

Tabla 5. Adaptado de la ISO-10993-5-2009, www.iso.org. Graduación morfológica cualitativa de 
la citotoxicidad de los extractos. 

Grado Reactividad Condiciones del cultivo 

0 Ninguna Gránulos intracitoplasmáticos discretos, sin lisis celular, 

sin reducción del crecimiento celular 
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1 Ligero No más del 20 % de las células son redondas, sueltas y 

sin gránulos intracitoplasmáticos, o muestran cambios 

en la morfología; ocasionalmente hay células lisadas 

presentes; solo se observa una ligera inhibición del 

crecimiento. 

2 Medio No más del 50 % de las células son redondas, 

desprovistas de gránulos intracitoplasmáticos, no hay 

lisis celular extensa; no más del 50 % de inhibición del 

crecimiento observable. 

3 Moderado No más del 70 % de las capas celulares contienen 

células redondeadas o se lisan; las capas celulares no 

están completamente destruidas, pero se observa más 

del 50 % de inhibición del crecimiento. 

4 Severo Destrucción casi completa o completa de las capas 

celulares. 

Una vez concluida la incubación, en total oscuridad, aplicamos 50 µl de MTT con 

una concentración de 1 mg/ml y 50 µl de medio DMEM sin rojo fenol a cada pozo 

para incubarse durante 2 h en las condiciones de cultivo ya mencionadas. 

Posteriormente se retiró el medio y añadimos 100 µl de DMSO en cada pozo e 

incubamos a temperatura ambiente, para ser analizado mediante absorbancia en 

equipo Epoch de la marca BIOTEK con una longitud de 540 nm. Las lecturas de 

absorbancia se interpretaron como la actividad metabólica celular (Ghasemi et 

al., 2021). Además, estos datos se analizaron a través del software GraphPad 

Prism 9, para la determinación de la IC50 mediante una función logarítmica.   

6.4 Ensayo de fragmentación nuclear 

Para cuantificar el % de viabilidad celular, se utilizó como marcador fluorescente 

el 4´, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), su unión al ADN en las regiones AT 
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incrementan su intensidad de fluorescencia. Esto permite estimar la intensidad 

de fluorescencia en base a la adherencia de las células viables. Para la 

realización de este ensayo se procedió a sembrar las líneas celulares con la 

misma densidad celular utilizada en el ensayo de MTT, se expusieron a las 

mismas condiciones y tratamientos (n = 6). Una vez que concluyeron los periodos 

de exposición se procedió a remover el contenido de cada pozo, posteriormente 

realizamos lavados con solución PBS al 1X y fijamos las células con una 

proporción 1:1 de metanol y acetona, a una temperatura de 4º C en un lapso de 

20 minutos. Para realizar la marcación nuclear se aplicaron 100 µl de DAPI (100 

ng/ml), a cada pozo e incubamos 15 minutos a temperatura ambiente, protegido 

de la luz. Por último, removimos el excedente de DAPI y analizamos en un lector 

de microplacas SinergyTM HTX (BioTek, VT, EE. UU.). Utilizamos un filtro de 

excitación 360/40 y un filtro de emisión 460/40 para su lectura, los datos 

obtenidos se interpretaron como el porcentaje de la intensidad de fluorescencia 

emitida. Además, se tomaron fotomicrografías representativas con microscopia 

de fluorescencia con un microscopio de la marca Leica, modelo DM1000.  

6.5 Ensayo de viabilidad celular 

Para evaluar el tipo de muerte celular provocada por el CBD, utilizamos el kit 

(Abcam, cat. ab176749) para detección de apoptosis/necrosis (azul, verde, rojo). 

La apoptosis se detecta mediante un sensor de fosfatidilserina (apoxin green), 

después de haber un movimiento de fosfatidilserina a la cara externa de la 

membrana plasmática, indicador universal de apoptosis en etapa inicial e 

intermedia, detectable antes de que ocurran cambios morfológicos (Kay & 

Grinstein, 2011). Las células en apoptosis tardía y necrosis son detectadas con 

7-amino-actinomycin D (7-AAD) un derivado fluorescente de la actinomicina D 

con selectividad a regiones GC en el ADN, la aplicación de dicho reactivo tiene 

como fundamento la pérdida de la integridad de la membrana celular en células 

apoptóticas tardías y necróticas (Zembruski et al., 2012).  

Con la finalidad de evaluar el tipo de muerte estimulado por CBD se llevó a cabo 

el siguiente protocolo, sembramos 2 x 105 células en placas de 24 pozos para ser 
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incubadas durante 24 h, posteriormente se aplicaron los tratamientos con 5 y 10 

µM de CBD. Además, se incluyeron como control negativo (células sin 

tratamiento), un control positivo (vincristina 1 µM) y el vehículo (metanol). 

Posteriormente se incubaron durante 24 h. Al término del tiempo de incubación 

se recolectó el medio de cada pozo en eppendorf de 1.5 ml, previamente 

identificados, después se aplicó tripsina al 0.5 % en cada pozo para su 

recolección y colocarlo junto con su respectivo sobrenadante. Posteriormente 

centrifugamos todas las muestras a 500 g, por 5 minutos y retiramos el 

excedente. A continuación, suspendimos cada muestra en 203 µl de una mezcla 

de tampón de ensayo con apopxin green y 7-AAD, para incubarse durante 30 min 

a TA y añadimos 300 µl medio de cultivo sin rojo fenol. El análisis de las muestras 

se realizó en un citómetro de flujo de la marca BD Accuri C6 Plus. Se cuantificó 

la unión del apoxin green utilizando el canal FL1 (Ex/Em = 490/525 nm), el 7-AAD 

con el canal FL3 (Ex/Em = 550/650 nm). 

6.6 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se analizaron las variables cuantitativas a través del 

cálculo de la media y como medida de dispersión la desviación estándar (DE) 

Además, se realizó un análisis de varianza, la comparación de medias por el 

método de Bonferroni y la generación de gráficos a través del software 

Graphpad Prism 9.
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7. RESULTADOS 

7.1 El CBD induce cambios morfológicos en las células cancerígenas. 

Con la finalidad de analizar el efecto citotóxico del CBD y evaluar los cambios 

morfológicos en las líneas celulares HaCaT, HeLa, MDA-MB-231 y Caco-2, se 

hicieron observaciones con microscopía óptica después de la aplicación de los 

tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, además de los controles durante 24, 48, 

72 y 96 h. Las fotomicrografías se exponen por tiempo y línea celular en las 

siguientes figuras. 

La figura 1, expone células HaCaT tratadas durante 24 h con diferentes 

concentraciones de CBD y controles. Podemos observar los siguientes cambios, 

desde los 5 µM exponen disminución de la confluencia celular, con la presencia 

de cambios en su estructura como redondeo, encogimiento y pérdida de la 

adherencia celular, con 10 y 20 µM muestran una menor confluencia celular que 

con la anterior concentración, además notamos cambios morfológicos 

relacionados con estrés y muerte celular, cabe mencionar que en todas las 

concentraciones de CBD se observan células con su forma típica, a diferencia de 

su exposición con vincristina donde vemos cambios en todas las células con un 

redondeo, encogimiento y disminución de la adherencia celular. 

En la figura 2 se muestran células HaCaT tratadas durante 48 h con las diferentes 

concentraciones de CBD y controles, podemos observar los siguientes cambios, 

desde los 5, 10 y 20 µM es muy evidente el efecto citotóxico con cambios 

morfológicos relacionados con estrés y muerte celular, a diferencia de su 

exposición con vincristina donde se evidencia un encogimiento, redondeo, 

escasa adherencia y algunas células en suspensión. 
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En la figura 3 las células HaCaT expuestas durante 72 h con las diferentes 

concentraciones de CBD y vincristina podemos observar una pérdida de la 

adherencia celular, relacionado con muerte celular.  

En la figura 4 podemos observar células HaCaT tratadas durante 96 h con todas 

las concentraciones de CBD y vincristina, se evidencian los mismos efectos 

desde las 72 h. 
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Figura 1. Células HaCaT tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 2. Células HaCaT tratadas durante 48 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µM.
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Figura 3. Células HaCaT tratadas durante 72 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µ
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Figura 4. Células HaCaT tratadas durante 96 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µM. 
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En la figura 5, las células HeLa tratadas durante 24 h con una dosis de 5 µM 

demostraron una disminución de la confluencia celular, además se observaron 

cambios morfológicos como encogimiento, redondeo y pérdida de la adhesión 

celular. Las concentraciones de 10 y 20 µM disminuyeron la confluencia celular 

y expusieron cambios morfológicos relacionados con estrés y muerte celular. Por 

otra parte, la exposición a vincristina demostró una disminución de la confluencia, 

perdida de la adherencia celular y la formación de cúmulos.  

La figura 6, muestra células HeLa despues de ser estimuladas durante 48 h con 

5 µM, se aprecia la disminución de la confluencia celular, además se observaron 

cambios morfológicos como encogimiento, redondeo y pérdida de la adhesión 

celular, aunque se observan células que conservan su forma normal. Las 

concentraciones de 10 y 20 µM demostraron tener un efecto citotóxico desde las 

24 horas con la presencia sólo de células en suspensión. De igual manera la 

vincristina disminuye la confluencia y causa la pérdida de la adherencia celular. 

En la figura 7, las células HeLa tratadas durante 72 h con una dosis de 5 µM 

demostraron una disminución de la confluencia celular, además se observaron 

cambios morfológicos como encogimiento, redondeo, disminucion de la 

adherencia celular con la formación de cúmulos, aunque se observan células que 

conservan su forma normal. Las concentraciones de 10, 20 µM de CBD y 

vincristina demostraron tener un efecto citotóxico desde las 24 horas, se 

observan sólo células en suspensión. 

En la figura 8, las células HeLa tratadas durante 96 h con una concentración de 

5 µM demostró resistencia con la presencia de células sin cambios morfológicos 

y la disminución de la confluencia celular. Las concentraciones de 10, 20 µM de 

CBD y vincristina demostraron tener un efecto citotóxico desde las 24 horas. 
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Figura 5. Células HeLa estimuladas durante 24 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control), Barra de escala 300 µm.  
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Figura 6. Células HeLa estimuladas durante 48 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 7. Células HeLa estimuladas durante 72 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 8. Células HeLa estimuladas durante 96 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm.    

 

Control Vehiculo Vincristina 

   
5 µM 10 µM 20 µM 

   



   
 

 
 

29 

La figura 9, muestra células MDA-MB-231 tratadas durante 24 h con 5 µM 

demostraron cambios morfológicos como encogimiento, redondeo, pérdida de la 

adherencia celular y un incremento en el número de células en suspensión, pero 

además se observan células que conservan su forma normal. Se observó un 

efecto muy similar con 10 µM, pero con un aumento de células en suspensión. 

Por otra parte, la exposición a 20 µM y vincristina demostraron cambios muy 

similares, se observa un encogimiento, redondeo celular y la formación de 

agrupaciones con un aumento del contacto celular relacionado con estrés y 

muerte. 

En la figura 10, la línea MDA-MB-231 estimuladas durante 48 h con 5 µM 

evidenciaron cambios morfológicos como encogimiento, redondeo, formación de 

agrupaciones con aumento del contacto celular, pérdida de la adherencia y un 

incremento de células en suspensión, pero, además se observan células sin 

cambios. Se observó un efecto similar con 10 µM. Por otra parte, con 20 µM, se 

observó un efecto similar a la exposición durante 24 h, respecto al tratamiento 

con vincristina las células manifestaron una disminución de la confluencia y un 

aumento de células en suspensión. 

En la figura 11, las células MDA-MB-231 tratadas durante 72 h con 5 y 10 µM, 

demostraron resistencia con una disminución de la confluencia celular y además 

se observan células con morfología normal. A diferencia de 20 µM y vincristina 

donde solo se observan células redondas, agrupadas y en suspensión. 

En la figura 12, después de la exposición durante 96 h con las concentraciones y 

controles en la línea MDA-MB-231, las concentraciones de 5 y 10 µM 

demostraron la disminución de la confluencia celular con la presencia de cambios 

relacionados a estrés y muerte celular, aunque aún se observaron escasas 

células con morfología típica. Por otra parte 20 µM y vincristina mostraron un 

efecto similar a su exposición durante 72 h. 
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Figura 9. Células MDA-MB-231 estimuladas durante 24 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 
y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 10. Células MDA-MB-231 estimuladas durante 48 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 
10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µM. 
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Figura 11. Células MDA-MB-231 estimuladas durante 72 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 
10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 12. Células MDA-MB-231 estimuladas durante 96 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 
10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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En la figura 13, los cultivos de Caco-2 expuestos a diferentes concentraciones de 

CBD durante 24 h, solo mostraron disminución de la confluencia y cambios 

morfológicos con 10 y 20 µM de CBD y vincristina. A 10 µM podemos observar la 

formación de vesículas intracitoplasmáticas adyacentes al núcleo, sin la pérdida 

de su forma celular típica. Por otra parte, la exposición a 20 µM nos muestra un 

encogimiento celular tomando una forma redondeada relacionada con la 

disminución de la adherencia celular, características indicativas de estrés y 

muerte celular. Con la vincristina podemos apreciar desde células muertas que 

se encuentran en suspensión y refringentes a la luz, hasta células con su forma 

normal.  

En la figura 14, los cultivos de células Caco-2 expuestos a diferentes 

concentraciones de CBD durante 48 h, mostraron una disminución de la 

confluencia celular y cambios morfológicos desde los 5 µM, exponiendo la 

formación de vesículas intracitoplasmáticas, a los 10 µM podemos observar en 

algunas células un aumento en el tamaño de las vesículas intracitoplasmáticas, 

formación de cuerpos apoptóticos y fragmentación nuclear. Aunque también se 

puede observar encogimiento del tamaño celular, con la adquisición de una forma 

redondeada, pérdida de la adherencia celular y formación de cuerpos 

apoptóticos. A diferencia de las otras concentraciones a 20 µM la disminución de 

la confluencia celular era muy evidente, así como los detritus celulares que se 

observan en suspensión. En las células expuestas a vincristina se aprecia una 

disminución de las uniones celulares, cambios morfológicos relacionados con 

estrés celular y escasos detritus celulares en suspensión. 

En la figura 15, los cultivos de células Caco-2 expuestos durante 72 h, a una 

concentración de 5 uM recuperaron su morfología normal, con 10 y 20 uM 

observamos resultados similares con cambios morfológicos como encogimiento, 

redondeo y pérdida de la adherencia celular. Por otra parte, las células que se 

trataron con vincristina presentan cambios morfológicos más aberrantes, pero 

conservan la adherencia celular y en algunos casos se observa el encogimiento 

y redondeo celular. 



   
 

 
 

35 

En la figura 16 se observan células Caco-2 tratadas durante 96 h con 5 µM de 

CBD donde se aprecia la conservación de su morfología evidenciando 

resistencia. A diferencia de 10 y 20 µM que hacen muy notorio el efecto citotóxico. 

Al exponerlas a vincristina observamos que alrededor del 60 % de las células 

presentan cambios morfológicos sugerentes de estrés y muerte celular. 
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Figura 13. Células Caco-2 estimuladas durante 24 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 14. Células Caco-2 estimuladas durante 48 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 15. Células Caco-2 estimuladas durante 72 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm. 
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Figura 16. Células Caco-2 estimuladas durante 96 h a diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 300 µm.
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7.2 El CBD disminuye la intensidad de fluorescencia nuclear de las células 

cancerígenas. 

Para determinar la viabilidad celular, en células estimuladas con CBD, medimos 

la fluorescencia emitida de las células adheridas, teñidas con el marcador nuclear 

DAPI, con la finalidad relacionar los resultados obtenidos en el ensayo de MTT. 

La línea celular HaCaT expuesta a los tratamientos durante 24 horas, teñida con 

el colorante DAPI, se expone en la figura 17. La exposición durante 48 horas se 

muestra en la figura 18. La exposición durante 72 horas se evidencia en la figura 

19 y el periodo de 96 horas en la figura 20. 
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Figura 17. Fluorescencia nuclear con DAPI en HaCaT estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 18. Fluorescencia nuclear con DAPI en HaCaT estimuladas durante 48 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 19. Fluorescencia nuclear con DAPI en HaCaT estimuladas durante 72 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.
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Figura 20. Fluorescencia nuclear con DAPI en HaCaT estimuladas durante 96 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.
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La línea celular HeLa expuesta a los tratamientos durante 24 horas, teñida con 
el colorante DAPI, se muestra en la figura 21, la estimulación durante 48 horas 
se expresa en la figura 22, la exposición durante 72 horas en la figura 23 y durante 
96 horas en la figura 24.
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Figura 21. Fluorescencia nuclear con DAPI en HeLa estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los 
tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 22. Fluorescencia nuclear con DAPI en HeLa estimuladas durante 48 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los 
tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 23. Fluorescencia nuclear con DAPI en HeLa estimuladas durante 72 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los 
tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 

 

Control Vehiculo Vincristina 

   
5 µM 10 µM 20 µM 

   



   
 

 
 

49 

Figura 24. Fluorescencia nuclear con DAPI en HeLa estimuladas durante 96 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron los 
tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.
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La línea celular MDA-MB-231 expuesta a los tratamientos durante 24 horas, 

teñida con el colorante DAPI, se expresa en la figura 25, estimuladas en un lapso 

de 48 horas en la figura 26, estimuladas durante 72 h en la figura 27 y estimuladas 

durante 96 horas en la figura 28. 
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Figura 25. Fluorescencia nuclear con DAPI en MDA-MB-231 estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se 
aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 26. Fluorescencia nuclear con DAPI en MDA-MB-231 estimuladas durante 48 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se 
aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.  
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Figura 27. Fluorescencia nuclear con DAPI en MDA-MB-231 estimuladas durante 72 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se 
aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 28. Fluorescencia nuclear con DAPI en MDA-MB-231 estimuladas durante 96 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se 
aplicaron los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.



   
 

 
 

55 

Las células Caco-2 expuesta a los tratamientos durante 24 horas, teñida con el 

colorante DAPI, se muestran en la figura 29, estimuladas durante 48 horas en la 

figura 30, estimuladas durante 72 horas en la figura 31, estimuladas durante 96 

horas en la figura 32. 
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Figura 29. Fluorescencia nuclear con DAPI en Caco-2 estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 30. Fluorescencia nuclear con DAPI en Caco-2 estimuladas durante 48 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 31. Fluorescencia nuclear con DAPI en Caco-2 estimuladas durante 72 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm. 
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Figura 32. Fluorescencia nuclear con DAPI en Caco-2 estimuladas durante 96 h con diferentes concentraciones de CBD y controles. Se aplicaron 
los tratamientos con 5, 10 y 20 µM de CBD, 1 µM de vincristina, metanol (vehículo) y medio de cultivo (control). Barra de escala 50 µm.
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La comparación de la intensidad de fluorescencia emitido por núcleos marcados 

con DAPI en células cancerígenas expuestas a concentraciones de CBD y 

controles en los tiempos de exposición determinados 24, 48, 72 y 96 h, son 

mostrados en la figura 33. 

 

Figura 33. Análisis cuantitativo a través del marcaje de núcleos con DAPI en células expuestas 
a concentraciones de CBD en diferentes tiempos. Se exponen los porcentajes de intensidad de 
fluorescencia emitida en HaCaT, HeLa, MDA-MB-231 y Caco-2 tratadas con 5, 10 y 20 uM de 
CBD, 1 uM de vincristina (control positivo) y medio (control negativo). 24 h (A), 48 h (B), 72 h (C) 
y 96 h (D). n = 5. *P <0.05, Prueba de comparación múltiple de Tukey. 
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El comportamiento por línea celular tras su exposición a las concentraciones de 
CBD y controles, durante 24, 48, 72 y 96 h, se muestra en la figura 34.  

 

Figura 34. Análisis por línea celular expuestas a diferentes concentraciones de CBD y controles, 
a través del marcaje nuclear con DAPI. Se muestra el comportamiento de HaCaT (A), HeLa (B), 
MDA-MB-231 (C) y Caco-2 (D), después de su exposición a las concentraciones de 5, 10 y 20 
µM de CBD, 1 µM de vincristina (control positivo), medio (control negativo), a las 24 h (azul), 48 
h (rojo), 72 h (verde) y 96 h (rosa). *p <0.05, Prueba de comparación múltiple de Tukey por línea 
celular vs control negativo. 
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7.3 El CBD induce una alteración del metabolismo en las células cancerígenas. 

El ensayo de MTT nos permitió obtener los siguientes resultados (Figura 5):  24 

horas (A) las células HeLa demostraron diferencias significativas desde los 10 

µM, a diferencia, MDA-MB-231 indico sensibilidad a los 20 µM y las células Caco-

2 fueron significativamente más sensibles a todas las concentraciones de CBD. 

Los efectos durante 48 horas (B) indicaron que las células HeLa resultaron más 

sensibles en todas las concentraciones excepto a 5 µM, además, MDA-MB-231 

mostró efecto dependiente de concentración, en cambio Caco-2 expuso 

resistencia a todas las concentraciones. A 72 horas (C) las células HeLa indicaron 

un efecto similar a los tiempos anteriores, de igual forma las células MDA-MB-

231 solo indicaron sensibilidad a 20 uM, además las células Caco-2 mostraron 

resistencia en todas las concentraciones y las células HaCaT se mostraron 

sensibles a partir de este lapso. A 96 horas (D) la línea HeLa presento efectos 

similares a los anteriores, aunque MDA-MB-231 demostró diferencias desde los 

10 µM, en cambio las células Caco-2 mostraron resistencia y las células HaCaT 

mostraron sensibilidad a todas las concentraciones. 
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Figura 35. Análisis de citotoxicidad mediante ensayo MTT en células estimuladas durante 24, 48, 
72 y 96 horas con diferentes concentraciones de CBD. Los porcentajes relativos de viabilidad 
celular se muestran para las líneas HaCaT, HeLa, MDA-MB-231 y Caco-2.  Las líneas expuestas 
a concentraciones de 0, 5, 10 y 20 μM de CBD y 1 μM de vincristina (control positivo) durante 24 
h (A), 48 h (B), 72 h (C) y 96 h (D), n = 5. *p <0.05, la prueba de comparación múltiple de Tukey 
frente a las células HaCaT. 
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7.4 El CBD disminuye la viabilidad celular en las células cancerígenas. 

 

Figura 36. Comportamiento celular contra diferentes concentraciones de CBD mediante el 
ensayo MTT. Se presentan comparaciones de los efectos de CBD en las líneas celulares: HaCaT 
(A), HeLa (B), MDA-MB-231 (C), Caco-2 (D) después de la exposición a CBD durante 24 h (azul), 
48 h (rojo), 72 h (verde) y 96 h (rosa). Los gráficos muestran el % de área en función de las 
concentraciones de CBD. *p <0.05, prueba de comparación múltiple de Tukey frente a células 
tratadas con vehículo. 
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7.5 Determinación de la dosis media inhibitoria (IC50) de CBD en las líneas 
celulares cancerígenas. 

 

A través de los resultados obtenidos por el ensayo de MTT se demostró en las 

cuatro líneas celulares que el CBD redujo la viabilidad celular, permitiéndonos 

calcular las concentraciones de IC50 de cada línea celular en los diferentes 

tiempos, las cuales se exponen en la figura 7 y se resumen en la tabla 6. 

Figura 37. El cannabidiol (CBD) reduce la viabilidad de las células cancerígenas. Respuestas a 
la dosis de viabilidad celular medidas por el ensayo MTT (eje y) y diferentes concentraciones de 
CBD que aumentan en el rango de 0 a 20 µM (eje x). Se presentan las IC50 de las dosis respuesta 
de los efectos de CBD en las líneas celulares: HaCaT (A), HeLa (B), MDA-MB-231 (C), Caco-2 
(D) después de la exposición a CBD durante 24 h (línea azul), 48 h (línea roja), 72 h (línea verde) 
y 96 h (línea rosa). Los datos se expresan como media ± SEM (n = 3 experimentos biológicos 
independientes, cada uno con triplicados). 
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Tabla 6. Determinación de dosis media inhibitoria IC50 por línea celular.  

Línea celular Tiempo IC50 SEM 

HaCaT 24 h 5.233 0.417 

72 h 3.903 0.157 

96 h 0.183 1.525 

HeLa 24 h 9.495 0.157 

48 h 8.034 0.555 

72 h 5.400 0.029 

96 h 5.547 0.074 

MDA-MB-231 24 h 10.373 0.248 

48 h 9.993 0.292 

72 h 10.110 0.105 

96 h 8.893 0.848 

Caco-2 24 h 4.340 0.122 

48 h 4.389 1.299 
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7.6 TIPO DE MUERTE CELULAR INDUCIDO POR CBD. 

Con la finalidad de analizar el tipo de muerte celular que induce el CBD en las 

líneas celulares HaCaT, HeLa, MDA-MB-231 y Caco-2, al utilizar el kit comercial 

(Abcam, cat. ab176749) para detección de apoptosis/necrosis mediante el 

análisis por citometría de flujo, se obtuvieron los siguientes resultados. Las 

figuras 38, 39, 40 y 41 muestran los gráficos de puntos representativos de las 

líneas celulares HaCaT, HeLa, MDA-MB-231 y Caco-2 respectivamente. 

En la figura 38 se muestran los gráficos de puntos obtenidos mediante citometría 

de flujo de la línea celular HaCaT. 

 

Figura 38. Análisis del tipo de muerte celular con 7-AAD y apopxin green mediante citometría de 
flujo en células HaCaT estimuladas con concentraciones de CBD y controles durante 24 horas. 
El cuadrante inferior izquierdo muestra las células viables, el cuadrante inferior derecho muestra 
las células en apoptosis, el cuadrante superior derecho muestra las células en apoptosis tardía y 
el cuadrante superior izquierdo muestra las células en necrosis. 
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Los gráficos de puntos obtenidos mediante citometría de flujo con la línea celular 

HeLa, se exponen en la figura 39. 

 

Figura 39. Análisis del tipo de muerte celular con 7-AAD y apopxin green mediante citometría de 
flujo en células HeLa estimuladas con concentraciones de CBD y controles durante 24 horas. El 
cuadrante inferior izquierdo muestra las células viables, el cuadrante inferior derecho muestra las 
células en apoptosis, el cuadrante superior derecho muestra las células en apoptosis tardía y el 
cuadrante superior izquierdo muestra las células en necrosis. 
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Los gráficos de puntos obtenidos mediante citometría de flujo de la línea celular 

MDA-MB-231, es exponen en la figura 40. 

 

Figura 40. Análisis del tipo de muerte celular con 7-AAD y apopxin green mediante citometría de 
flujo en células MDA-MB-231 estimuladas con concentraciones de CBD y controles durante 24 
horas. El cuadrante inferior izquierdo muestra las células viables, el cuadrante inferior derecho 
muestra las células en apoptosis, el cuadrante superior derecho muestra las células en apoptosis 
tardía y el cuadrante superior izquierdo muestra las células en necrosis. 
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Los gráficos de puntos obtenidos mediante citometría de flujo de la línea celular 

Caco-2, se exponen en la figura 41. 

 

Figura 41. Análisis del tipo de muerte celular con 7-AAD y apopxin green mediante citometría de 
flujo en células Caco-2 estimuladas con concentraciones de CBD y controles durante 24 horas. 
El cuadrante inferior izquierdo muestra las células viables, el cuadrante inferior derecho muestra 
las células en apoptosis, el cuadrante superior derecho muestra las células en apoptosis tardía y 
el cuadrante superior izquierdo muestra las células en necrosis. 
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Se muestran los porcentajes del ensayo apoptosis necrosis, obtenidos del 

análisis por citometría de flujo en la tabla 7. 

Tabla 7. Tipo de muerte celular inducido por la administración de 5 y 10 µM de CBD y controles, 
a las 24 horas en las líneas celulares. 

Citometría  

  Concentración Viable Apoptosis Tardía Necrosis 

HaCaT 

Control 38.87% 18.16% 42.28% 0.68% 

Vehículo 26.42% 35.38% 37.68% 0.51% 

5 µM 17.91% 29.54% 51.05% 1.49% 

10 µM 48.07% 22.30% 28.79% 0.85% 

Control positivo 7.53% 41.56% 50.35% 0.56% 

HeLa 

Control 80.99% 4.20% 7.11% 7.70% 

Vehículo 60.66% 22.86% 13.30% 3.18% 

5 µM 45.23% 28.01% 24.52% 2.24% 

10 µM 24.37% 52.87% 22.38% 0.38% 

Control positivo 22.10% 56.47% 20.90% 0.53% 

MDA-MB-231 

Control 9.40% 79.70% 10.48% 0.41% 

Vehículo 8.87% 82.71% 7.98% 0.44% 

5 µM 7.41% 82.68% 9.53% 0.38% 

10 µM 8.24% 81.78% 9.68% 0.31% 

Control positivo 12.56% 80.74% 6.23% 0.48% 

Caco-2 

Control 14.62% 75.26% 9.67% 0.45% 

vehículo 20.42% 70.36% 8.48% 0.75% 

5 µM 7.60% 79.19% 12.90% 0.32% 

10 µM 3.05% 87.36% 9.26% 0.33% 

Control positivo 15.26% 75.63% 8.81% 0.30% 
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8. DISCUSIÓN 

Al observar a microscopía óptica los cambios morfológicos en las líneas 

cancerígenas después de la aplicación del CBD y los controles, notamos una 

contracción de la membrana, ocasionando una forma redondeada, relacionado 

con una disminución de la adherencia celular, seguido de la formación de 

ampollas en membrana, protrusiones equinoides de superficie delgada, 

formación de vesículas y pérdida de la adherencia celular, previamente descritos 

por Collins y colaboradores en 1997, eventos relacionados con estrés y muerte 

celular por apoptosis. Estos cambios morfológicos también se reportaron en otras 

investigaciones, utilizando CBD como estímulo, en células HeLa (Ramer et al., 

2010), en la línea MDA-MB-231(Sultan et al., 2018), a diferencia de las 

investigaciones anteriores, en las células Caco-2 (Aviello et al., 2012; Borrelli et 

al., 2014), no expusieron los cambios morfológicos en fotomicroscopias, pero sí 

demostraron el efecto citotóxico del CBD en la línea Caco-2. A diferencia de las 

líneas cancerígenas, las células HaCaT también demostraron cambios 

morfológicos relacionados con estrés, muerte celular y algunas células conservan 

su morfología normal, en investigaciones anteriores no se observó este efecto 

(Petrosino et al., 2018; Sangiovanni et al., 2019; Li et al., 2022). 

 

El análisis del efecto citotóxico en las células cancerígenas se evaluó mediante 

la actividad metabólica celular por la reducción del reactivo MTT (Ghasemi et al., 

2021). Tras exponer las células HeLa a las diferentes concentraciones de CBD 

durante 24 h, pudimos calcular una IC50 de 9.49 µM, esta concentración es 

similar a la que reportaron Luckele y Motadi en 2016 quienes obtuvieron una IC50 

de 10 µM de CBD en células HeLa tratadas durante 24 h, lo anterior proporciona 

más evidencia del efecto citotóxico y consistencia en la IC50 calculada en esta 

línea celular. Por otra parte, con la línea MDA-MB-231 determinamos una IC50 de 

10.37 µM de CBD, a diferencia de Sultan y colaboradores en 2018, que 

reportaron una IC50 2.2 µM de CBD, lo que nos sugiere un efecto citotóxico 

utilizando concentraciones menores a la IC50 calculada en células MDA-MB-231. 
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Los resultados obtenidos con células Caco-2 se pueden discutir con los 

mencionados por Aviello et al. (2012) expusierón una citotoxicidad significativa 

en la línea Caco-2, al tratarlas con 10 µM de CBD durante 24 h, pero no 

observaron efectos significativos a menor concentración, nosotros obtuvimos 

diferencias estadísticamente significativas utilizando 5, 10 y 20 µM de CBD, 

además pudimos calcular una IC50 de 4.34 µM.  Por otra parte, Borrelli et al. 

(2014) demostraron un efecto citotóxico utilizando 10 y 30 µM, además hay que 

destacar que a 3 µM no observaron este efecto. Lo anterior nos sugiere que la 

concentración citotóxica de CBD no debe ser menor a nuestra IC50 calculada de 

4.34 µM en células Caco-2. En cuanto a la línea HaCaT, no observamos 

diferencias al utilizar 5 µM de CBD a las 24 y 48 h, pero con las concentraciones 

de 10 y 20 µM demostraron un efecto citotóxico estadísticamente significativo, lo 

que nos permitió calcular una IC50 de 5.23 µM a las 24 h. Estos resultados son 

similares a los reportados por Sangiovanni et al. (2019); No observó un efecto 

citotóxico utilizando concentraciones de 0.05 – 5 µM de CBD. Nuestros 

resultados difieren con lo mencionado por Petrocino et al. (2018), ya que 

menciona no haber observado un efecto citotóxico al utilizar 10 y 20 µM durante 

24 horas. Lo anterior nos sugiere un efecto citoprotector al utilizar 

concentraciones bajas de CBD en un lapso de 24 h. 

  

Con la finalidad de observar los cambios morfológicos nucleares relacionados 

con muerte celular, se realizó el marcaje nuclear con el colorante fluorescente 

DAPI. Observamos una intensificación de la señal de fluorescencia en núcleos 

con cromatina condensada, fragmentación nuclear y formación de cuerpos 

apoptóticos, estas características se relacionan con apoptosis. Además, se 

observó una disminución de la señal de fluorescencia, relacionado con la baja 

viabilidad celular (Collins et al., 1997; Crowley et al., 2016). Dichos cambios 

morfológicos también se reportaron en células HeLa (Lukhele & Motadi, 2016), 

en MDA-MB-231 (D’Aloia et al., 2022) y en células Caco-2 (Williams Nkune et al., 

2022). Con respecto a la línea HaCaT no se han documentado cambios 
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morfológicos nucleares utilizando como estímulo CBD (Petrosino et al., 2018; 

Sangiovanni et al., 2019; Li et al., 2022). 

 

Al analizar los resultados obtenidos en el ensayo apoptosis/necrosis con las 

líneas celulares podemos discutir lo siguiente, obtuvimos un 52.8 % de apoptosis 

temprana después de exponer a las células HeLa durante 24 horas a una 

concentración de 10 μM de CBD, resultados similares a los reportados por 

Lukhele y Motadi en 2016 quienes obtuvieron un 43.3% de apoptosis con la 

misma concentración y línea celular. Lo anterior sugiere que el tipo de muerte 

celular que induce el CBD en células HeLa es apoptosis. Además, con una 

concentración de 5 μM obtuvimos un 28.0 % de apoptosis temprana, 24.5 % de 

apoptosis tardía y 2.24 % de necrosis, estos resultados los podemos discutir con 

la investigación de Razlog et al. (2023), reportaron que al utilizar 0.5 μM 

obtuvieron un 10.0 % de apoptosis temprana, 38.0 % de apoptosis tardía y 6% 

de necrosis, estos hallazgos nos sugieren que a mayor concentración de CBD 

hay una mayor inducción de apoptosis temprana y se disminuye la necrosis. 

  

En cuanto a los resultados obtenidos con la línea MDA-MB-231 tras exponerlas 

durante 24 h a la concentración de 5 µM de CBD, conseguimos un 82.6 % de 

apoptosis y con 10 µM de CBD un 81.7 % de apoptosis, estos resultados se 

pueden comparar con los conseguidos por Shrivastava y colaboradores en 2011, 

ellos reportaron que al utilizar una concentración de 5 μM de CBD se provoca un 

40 % de apoptosis y con 10 µM de CBD un 90 % de apoptosis. Lo anterior sugiere 

que el CBD en esta línea celular causa un mayor porcentaje de apoptosis, sin un 

efecto dosis dependiente, esto se puede deber a los diferentes mecanismos que 

induce el CBD en la muerte celular, como la autofagia (Shrivastava et al., 2011) 

o la muerte burbujeante, un proceso irreversible, en el cual la apoptosis se 

detiene, para comenzar con la formación de óxido nítrico en el núcleo, 

provocando una burbuja de gas nuclear la cual incrementa su tamaño y se libera 

a la superficie celular provocando la muerte de la célula (D’Aloia et al., 2022). 
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Referente a los resultados obtenidos con la línea Caco-2, al tratarlas con 5 μM 

de CBD se indujo un 79.1 % de apoptosis y con 10 μM un 87.0% de apoptosis. 

Estos resultados los podemos discutir con los reportados por NKune et al. (2022), 

quienes utilizaron 1 µM de CBD durante 24 h en células Caco-2 induciendo 44% 

de apoptosis. Esto nos sugiere que a mayor concentración hay una mayor 

inducción de apoptosis y demuestra la actividad citotóxica desde concentraciones 

mucho menores. 

 

En contraste con las líneas cancerígenas, las células HaCaT con la 

concentración de 5 uM de CBD se obtuvo 29.5 % de apoptosis y 51.0 % de 

apoptosis tardía, además con 10 uM se registró 22.3 % de apoptosis y 28.7 % de 

apoptosis tardía, los datos anteriores son diferentes a lo que reporta Sangiovanni 

et al. (2019), en su investigación irradiaron las células con luz ultravioleta y 

posteriormente trataron con 8 uM de CBD durante 24 h, reportaron una inducción 

de apoptosis de 3.38 % y apoptosis tardía de 8.3 %. Lo mencionado 

anteriormente sugiere un efecto contrario al que nosotros observamos, hasta la 

fecha no hay estudios con condiciones y concentraciones con las que podamos 

comparar nuestro trabajo. Cabe mencionar que se debería analizar este efecto 

en un lapso de 48 horas debido al efecto observado en el ensayo de MTT y 

evaluar si hay diferencias en los porcentajes de inducción de apoptosis. Los 

mecanismos por los cuales actúa el CBD en la línea HaCaT aún no están 

definidos, debido a que solo se han estudiado sus mecanismos proliferativos 

(Sangiovanni et al., 2019; Casares et al., 2020), el CBD aumenta los niveles de 

calcio citosólico mediante TRPV1 (Almeida y Devi, 2020), además se menciona 

un aumento de la anandamida al estimular células HaCaT con CBD (Petrosino et 

al., 2018), altas concentraciones de anandamida pueden activar TRPV1 (Diniz et 

al., 2019), el calcio citosólico puede ser utilizado por el receptor VDCA1 el cual 

se encuentra en las mitocondrias y también se reportó su expresión en células 

HaCaT (Arif et al., 2014), se menciona un efecto de señalización del CBD 

mediante VDCA1, el cual causa el aumento del calcio al espacio intermembrana 

de la mitocondria, al alcanzar cierta concentración micromolar se activa el 
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uniportador de calcio mitocondrial, provocando la sobrecarga de calcio en la 

matriz mitocondrial, posteriormente se genera la formación del poro de transición 

mitocondrial generando la despolarización de la membrana mitocondrial interna, 

disfunción mitocondrial y muerte celular (Olivas et al., 2019). 

  

 

 

 

 



   
 

 
 

77 

9. CONCLUSIONES 

Los cambios morfológicos observados en las fotos microscópicas de contraste 

de fase, así como los cambios nucleares observados en las líneas celulares 

cancerígenas indican que el CBD ejerce un efecto citotóxico.  

Al mismo tiempo, el tipo de muerte celular que induce el CBD con 

concentraciones de 5 y 10 µM en líneas celulares cancerígenas expuestas 

durante 24 h es apoptosis, mientras que en células normales causó apoptosis 

tardía. 

En la línea celular HeLa y Caco-2 podemos observar un efecto que depende de 

la dosis del CBD. Por otra parte, la línea MDA-MB-231 no mostró esta respuesta.  
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10.  PERSPECTIVA 

 

En base a todo el trabajo realizado se podría continuar con la investigación, 

realizando ensayos de hemólisis para determinar si las concentraciones que 

utilizamos de CBD no causan la lisis de los eritrocitos, se debería evaluar el efecto 

citotóxico en células de riñón humano, cardiomiocitos y hepatocitos como 

controles normales, evaluar sus efectos en modelos murinos por via oral o 

directamente en el tumor, así como su aplicación intravenosa en ratas. Por otra 

parte, también se podrían analizar las concentraciones de calcio 

intracitoplasmáticas y mitocondriales, después de estimular las líneas celulares 

con CBD. Además, se podría hacer uso de antagonistas de los receptores que 

se sospechan son las causantes de provocar los mecanismos de muerte celular 

para así aclarar las vías de señalización. Queda por mencionar que se debería 

analizar el efecto citotóxico en líneas celulares de perro ya que actualmente se 

menciona como modelo ideal para el estudio del cáncer.
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