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ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is a non-psychoactive phytocannabinoid, mainly extracted from the
Cannabis sativa plant. Recently, the use of CBD has increased significantly due to its
diverse therapeutic properties, particularly its anxiolytic and antioxidant effects. Despite
its widespread consumption, CBD remains unregulated, and the long-term effects on its
metabolizing organs remain unknown. This study aimed to evaluate the antioxidant effect
of CBD in dopaminergic-like cells and assess the consequences of chronic CBD
administration on cognitive and motor behavior, as well as tissue morphology in a murine
model. SH-SY5Y neuroblastoma cells were exposed to various concentrations of CBD to
analyze its antioxidant and neuroprotective potential using assays for reactive oxygen
species (DHE), mitochondrial activity (MTT), and cell viability (Trypan Blue). In parallel,
male C57BL/6J mice received a daily oral dose of CBD (5.6 mg/kg) for six months.
Behavioral, cognitive, and motor assessments were conducted, followed by histological
analysis of the small intestine, liver, and kidney using hematoxylin and eosin (H&E),
periodic acid—Schiff (PAS), Masson's trichrome, and cresyl violet staining. Results
showed that cells treated with 10 uM CBD showed partial protection against oxidative
stress induced by paraquat; however, this concentration was not sufficient to prevent
mitochondrial dysfunction and cell death. No significant morphological alterations were
observed in hepatic or renal tissues between the CBD-treated and control groups.
However, intestinal analysis revealed significant changes, including hypertrophy of the
muscularis externa, an increased area of the myenteric plexus, and enteric neurons
displaying enlarged cytoplasmic regions without modifications in nuclear size.

Additionally, intestinal villi exhibited greater spacing and a mild trend toward increased

xi



thickness, with an increase of goblet cell count. These findings suggest that prolonged
CBD administration induces structural remodeling in the enteric nervous system and
intestinal architecture while preserving hepatic and renal morphology. Further research is

required to elucidate the functional implications of these histological modifications.
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RESUMEN

El cannabidiol (CBD) es un fitocannabinoide no psicoactivo, extraido principalmente de
la planta Cannabis sativa. En los ultimos afios, su uso ha aumentado considerablemente
debido a sus multiples propiedades terapéuticas, destacando entre ellas sus efectos
ansioliticos y antioxidantes. No obstante, a pesar de su amplio consumo, el CBD atn
carece de regulacion especifica, y sus efectos a largo plazo sobre los 6rganos implicados
en su metabolismo permanecen poco comprendidos.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antioxidante del CBD en células
de tipo dopaminérgico, asi como el impacto de su administraciéon crénica sobre el
comportamiento cognitivo y motor, y la morfologia tisular en un modelo murino. Para
ello, se analizd el potencial antioxidante y neuroprotector del CBD in vitro, mediante la
deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), actividad mitocondrial y viabilidad
celular. E1 CBD logrd atenuar parcialmente el estrés oxidativo inducido por paraquat,
aunque no evitd la disfuncion mitocondrial ni la muerte celular. En ratones machos
C57BL/6J que recibieron una dosis oral diaria de CBD durante seis meses, se observo una
modificacion del sesgo espacial, con mayor exploracion de zonas iluminadas y
conservacion de la actividad locomotora general, lo cual sugiere un efecto ansiolitico
especifico.

El analisis histologico del intestino delgado, higado y rifidn se realizé mediante tinciones
de hematoxilina y eosina (H&E), acido periodico de Schiff (PAS), tricromica de Masson
y violeta de cresilo. No se encontraron alteraciones hepaticas ni renales, pero si se
identificaron cambios intestinales, incluyendo hipertrofia de la muscular externa, aumento

del area del plexo mientérico, citoplasma neuronal entérico agrandado, mayor nimero de
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células GFAP positivas, mayor separacion entre vellosidades e incremento en el nimero
de células caliciformes.

Estos hallazgos sugieren que la administraciéon prolongada de CBD induce un
remodelamiento estructural del sistema nervioso entérico y de la arquitectura intestinal, al
tiempo que preserva la morfologia hepatica y renal. Se requieren estudios adicionales para
dilucidar las implicaciones funcionales de estas alteraciones histologicas y su relevancia

en el contexto clinico.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En el organismo humano, existe un sistema conocido como sistema endocannabinoide
(SEC), implicado en la regulacioén de diversos procesos fisioldgicos, como la liberacion
de neurotransmisores, la percepcion del dolor y funciones gastrointestinales, hepaticas,
inmunologicas y metabdlicas ! Estd compuesto principalmente por dos
endocannabinoides, la anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), los cuales
actian como ligandos para los receptores cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2),
distribuidos en numerosos tejidos del cuerpo 2. Tras cumplir su funcion, estos
endocannabinoides son degradados principalmente por las enzimas amida hidrolasa de
acidos grasos (FAAH) y N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD) 3.
Debido a su amplia distribucion y relevancia funcional, la alteracion del SEC se ha
asociado con diversas patologias (trastornos neuroldgicos, gastrointestinales y

metabolicos, entre otros), lo que ha llevado al estudio de compuestos exdgenos capaces

de modular esta via de sefalizacion *.

Entre estos compuestos se encuentran los fitocannabinoides, que son sustancias naturales
derivadas de plantas como Cannabis sativa, con capacidad para interactuar con el sistema
endocannabinoide y modular sus efectos. El uso terapéutico de C. sativa se remonta a la
antigiiedad, existen indicios de que esta planta ha sido empleada durante siglos como
remedio para diversas afecciones fisicas y mentales °. Hasta la fecha, se han identificado
aproximadamente 113 fitocannabinoides en C. sativa. Estas sustancias quimicas

comparten una estructura terpenofenolica caracteristica que les permite interactuar con los

1



receptores cannabinoides. Entre ellos, destacan dos compuestos neutros de especial

relevancia farmacologica: el tetrahidrocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) .

Aunque el CBD y el THC comparten la misma féormula quimica, sus estructuras
moleculares difieren. El THC contiene un anillo ciclico, mientras que el CBD presenta un
grupo hidroxilo abierto. Esta distincion estructural, impide su conversion en THC bajo
condiciones fisiologicas ’. Esta caracteristica hace que el CBD carezca de los efectos
psicoactivos del THC, por lo cual se ha incrementado el interés por este fitocannabinoide

por su potencial como agente terapéutico en diversas condiciones.

A diferencia de otros fitocannabinoides, el CBD no solo interactia con los receptores
cannabinoides CB1 y CB2, sino que también actlia sobre otros receptores distribuidos en
diversos organos, como el receptor potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1), el
receptor GPRS5S5, el receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPARY)
y el receptor de serotonina 5-HT1A %. La capacidad de unirse a diferentes receptores le
confiere al CBD propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, neuroprotectoras,
ansioliticas y anticonvulsivas, lo que lo convierte en un compuesto con alto potencial

terapéutico °.

Debido a sus multiples propiedades, el interés por los productos derivados de C. sativa ha
crecido de forma significativa en los ultimos afos, lo que refleja un aumento notable de
su consumo a nivel mundial. Se estima que aproximadamente 219 millones de personas
utilizan compuestos derivados de esta planta, de las cuales cerca de 2 millones residen en

México !°. Esto representa alrededor del 2 % de la poblacion mexicana que recurre a estos

2



productos, principalmente con fines como la reduccion del estrés, el alivio del dolor o la

mejora del suefio.

Sin embargo, el uso de estos compuestos impacta en la salud publica, sobre todo debido a
la falta de regulacion de su uso y de evidencia cientifica sobre sus efectos a largo plazo.
Especificamente, existe un conocimiento limitado de su efecto en los Organos
involucrados en su absorcidon, metabolismo y excrecion (intestino, el higado y rifén
respectivamente). Por lo tanto, es imprescindible estudiar el efecto de la exposicion

cronica al CBD, asi como sus posibles beneficios o riesgos en condiciones normales.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) estd ampliamente distribuido en el organismo y
desempefia un papel clave en procesos fisioldgicos, como lo son la percepcion del dolor,
la neuroproteccion, la regulacion de la apoptosis, la respuesta inflamatoria, el control del

1 Este sistema constituye una red de sefalizacion

apetito y la funciéon reproductiva
intracelular compuesta por receptores transmembrana acoplados a proteinas G, entre los
que destacan CB1, CB2 y GPRS55. Estos receptores son activados por los principales
endocannabinoides, la anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), asi como

regulados por enzimas clave en su metabolismo, la amida hidrolasa de acidos grasos

(FAAH) y la N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD), respectivamente

12

La anandamida ejerce una de sus acciones principales modulando la liberacion de otros
neurotransmisores, lo que le confiere un efecto ansiolitico al favorecer un estado de

13, Estudios en modelos murinos, utilizando la prueba de transicion luz-

relajacion
oscuridad, que consiste en colocar al animal en una caja dividida en dos compartimentos
(uno iluminado y otro oscuro), demostraron que, en condiciones basales, los ratones
tienden a distribuir su tiempo de manera equitativa entre ambas zonas. Sin embargo, ante
situaciones de estrés, manifiestan un comportamiento tipo ansioso, permaneciendo mas

tiempo en la zona oscura®®. Este patron se interpreta como una conducta de

autoproteccion, asociada a una disminucién en los niveles de anandamida.



En este contexto, se ha observado que la inhibicion farmacologica de la enzima amida
hidrolasa de acidos grasos (FAAH), responsable de la degradacion de la anandamida,
prolonga su vida media y favorece una mayor acumulacion de este endocannabinoide en
el sistema. Como resultado, los niveles basales de ansiedad disminuyen significativamente
en ratones sometidos a estrés 4. Este efecto se reflejo en una mayor permanencia en la
zona iluminada, un aumento en la distancia recorrida y la exploracion de ese entorno, lo

que indica una mejora en la conducta tipo ansiosa.

Ademas, el endocannabinoide 2-AG est4 implicado en la modulacién de sintomas motores
como los temblores, la rigidez muscular y la distonia, caracteristicos de diversas
condiciones neurologicas. En un estudio reciente, se demostr6 que pacientes con
mutaciones en el gen DAGLB, el cual esta involucrado en la biosintesis de 2-AG,
presentaban sintomas neuromotores similares a los observados en la enfermedad de
Parkinson . Esta relacion se atribuye a una disminucion en los niveles de 2-AG, lo que
sugiere un papel fundamental de este endocannabinoide en la regulacion de la funcién

motora.

Dado que el SEC participa en numerosos procesos fisiologicos, incluyendo funciones del
sistema nervioso, metabolismo, actividad gastrointestinal, sistema inmunolédgico y salud
cardiovascular, su desregulacion puede generar una amplia gama de alteraciones
funcionales. Debido a la corta vida media de los endocannabinoides, y por lo tanto, a la

brevedad de sus efectos, a lo largo de los afios se han buscado alternativas exdgenas



quimicamente similares, como los fitocannabinoides, con el fin de modular este sistema

de manera mas sostenida.

2.2 Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides son compuestos bioactivos de origen vegetal, derivados
principalmente de la planta Cannabis sativa. Estos compuestos han demostrado un
considerable potencial terapéutico en diversas patologias. Si bien, uno de sus principales
mecanismos de accién ocurre a través de su interaccion con el sistema endocannabinoide,
mediante la activacion o modulacion de los receptores CB1 y CB2, también se ha
evidenciado que estos compuestos pueden influir sobre canales idnicos, receptores de

neurotransmisores y rutas antioxidantes, lo que amplia su espectro de accion.

Hasta la fecha, se han identificado mas de 120 fitocannabinoides con posibles propiedades
beneficiosas '°. Entre ellos, los mas estudiados son el cannabidiol (CBD) y el A9-
tetrahidrocannabinol (A9-THC). El CBD es un compuesto no psicoactivo asociado con
efectos antiinflamatorios, neuroprotectores, ansioliticos e incluso anticonvulsivos. Por
otro lado, el A9-THC, principal responsable de los efectos psicoactivos de C. sativa, ha

demostrado importantes propiedades analgésicas !”.

Estas sustancias quimicas comparten una estructura terpenofenélica de 21 4tomos de
carbono, lo que les permite interactuar con los receptores cannabinoides. Aunque el CBD
y el THC tienen la misma férmula quimica, difieren en su estructura molecular: el THC

posee un anillo ciclico, mientras que el CBD presenta un grupo hidroxilo abierto. Esta



diferencia, en particular la presencia de un enlace C—C exociclico saturado en el CBD,
impide su conversion en THC en condiciones fisiologicas, lo que explica su falta de

efectos psicoactivos y su creciente interés terapéutico.

La compleja interaccion entre los fitocannabinoides y los distintos sistemas del cuerpo
humano ha abierto nuevos campos de investigacion. Su capacidad para modular procesos
neuroinflamatorios, oxidativos y de sefializacion neuronal sugiere un potencial de
aplicacidon en una amplia gamma de trastornos neurologicos, psiquiatricos, inmunologicos
y gastrointestinales, entre otros ', Es por esto que la investigacion en fitocannabinoides

ha buscado desarrollar terapias mas eficaces y con menos efectos adversos.

2.3 Cannabidiol

El CBD es el segundo compuesto quimico con mayor presencia en C. sativa. Cuando este
compuesto se administra via intravenosa (IV), posee una biodisponibilidad relativamente
baja y puede atravezar la barrera hematoenceféalica (BHE), Presenta un perfil de seguridad
tolerable y aceptable para su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
sistema nervioso central (SNC) °.

Se le atribuyen importantes propiedades ansioliticas, anticonvulsivas, antiinflamatorias y
antirreumatoides. No obstante, la mayoria de los estudios clinicos realizados hasta ahora
han involucrado a un nuimero limitado de pacientes, durante periodos de tiempo
relativamente cortos, y sin un analisis exhaustivo de los organos implicados en su
metabolismo. Por tanto, el impacto del uso prolongado de este fitocannabinoide en tejidos
periféricos y en la salud a largo plazo continta siendo incierto y requiere mayor

investigacion.



Recientemente se ha demostrado su accion neuroprotectora en estudios in vitro y en
modelos animales. Se cree que su mecanismo de proteccion se debe principalmente a la
inhibicion de la liberacion de glutamato en las sinapsis. La liberacion excesiva de
glutamato extracelular puede dafio neuronal, por lo que la capacidad del CBD para
modularlo se considera fundamental para prevenir el dafio neuronal en diferentes
enfermedades neuroldgicas como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de

Parkinson (EP) y la enfermedad de Huntington (EH) 2.

También, se ha reportado que la uniéon del CBD con el receptor GPRS55 puede ser un
tratamiento potencial para varias formas de epilepsia, especialmente en casos de epilepsia
resistente a los tratamientos convencionales. Estudios han demostrado que el CBD puede
reducir la frecuencia y la severidad de las convulsiones en ciertos tipos de epilepsia hasta
un 58.3%, tanto en infantes como adultos, con dosis controladas, incluyendo trastornos

epilépticos raros y severos 2!

Ademas, se ha observado que el CBD influye en la activacion de enzimas antioxidantes.
Un estudi6 determino que al inducir estrés oxidativo en células de neuroblastoma usando
la molécula MPP”, se reduce la cantidad del factor de transcripcion Nrf2 y de las de
enzimas protectoras SOD-1 y GSH. Sin embargo, el tratamiento con CBD en células
expuestas al mismo agente permite restaurar los niveles de estas enzimas, reactivando asi

la defensa antioxidante 2.



2.3.1 Metabolismo

El cannabidiol (CBD) puede administrarse por diversas vias, siendo la via oral una de las
mas empleadas. Debido a que es un compuesto lipofilico, el CBD se absorbe
principalmente por difusion pasiva a través de la bicapa fosfolipidica de las células
epiteliales intestinales (Fig. 1), interactia con las sales biliares y forma micelas, lo que
facilita su absorcion en el intestino delgado 3.

Una vez absorbido, el CBD, al ser una molécula hidréfoba, se une a proteinas
transportadoras plasmaticas, principalmente lipoproteinas y albimina, lo que permite su
distribucion sistémica. EI CBD es transportado principalmente al higado a través del
sistema porta hepatico 2%, donde experimenta un metabolismo extenso de primer paso. En
este organo, el CBD es metabolizado de manera rapida por las enzimas del citocromo
P450, generando como producto primario el 7-hidroxicannabidiol (7-OH-CBD),
considerado un metabolito farmacoldgicamente activo. Posteriormente, este compuesto es
convertido en acido 7-carboxicannabidiol (7-COOH-CBD), un metabolito mayoritario
considerado inactivo, debido a su escasa solubilidad lipidica y a su limitada capacidad
para atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que se le reconoce como el principal

metabolito de excrecion 2.
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Fig. 1. Metabolismo del CBD. A. Absorcion intestinal, B. distribucion al higado a través del sistema porta
hepatico y C. eliminacion del CBD a través de la via urinaria e intestinal tras la administracion oral.

Finalmente, los metabolitos no reabsorbidos son eliminados del organismo,
predominantemente a través de la orina. Una fraccion menor es excretada por la via biliar

hacia el intestino y eliminada en las heces 2.

2.3.2 Receptores

Las propiedades del CBD en el organismo dependen de su capacidad de union a receptores
especificos, esto debido a que, a diferencia de otros fitocannabinoides, el CBD no solo
tiene afinidad por los receptores CB1 y CB2, sino que también se puede unir a otros

receptores que se encuentran en el intestino, higado, rifiones y cerebro (Fig. 2).

1111
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Fig. 2. Receptores del CBD. Principales receptores con los que interactua el CBD, localizados en sus
organos diana, incluidos el intestino, higado, rifién y cerebro.
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Entre los receptores a los que se une el CBD se encuentran los receptores acoplados a
proteina G (GPR55, GPR18, GPR3, GPR6, GPR12); canales de receptores potenciales
transitorios (vanilloides TRP TRPV1 a TRPV4, anquirina TRP TRPA1, miembro M de
TRP TRPMS); receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR2, PPARY);
transportadores de monoamina (receptor de norepinefrina, dopamina, serotonina 1A);
enzimas como la amida hidrolasa de 4cidos grasos y la monoacilglicerol lipasa; proteinas
transportadoras de unién a 4cidos grasos; transportadores de nucledsidos equilibrantes de

adenosina; y receptores de glicina al y a3 2°.

Al unirse el CBD al receptor TRPV1 en el intestino, se ha reportado que auxilia en la
reduccion de la inflamacion del tejido, mediante la liberacion de péptidos inflamatorios y
analgésicos. Ademas. influye en la liberacion de neurotransmisores que regulan la

contraccion y relajacion de los musculos lisos intestinales, propiciando asi la peristalsis

27

PPARy es un factor de transcripcion clave en la regulacién de la diferenciacion de
adiposistos y la homeostasis de lipidos. En el higado, al unirse el CBD con este receptor,
activa la expresion de genes implicados en la oxidacion de 4cidos grasos y el
almacenamiento de lipidos, por lo que puede mejorar el perfil lipidico y reducir el riesgo

a sufrir dislipidemia °.

El receptor de serotonina 1A (5-HT1A) desempefia un papel fundamental en la

fisiopatologia de la depresion, la agresion y la ansiedad, al unirse a este, el CBD puede
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aumentar la liberacion de serotonina, conocida como la “hormona de la felicidad”. Este

mecanismo se ha visto asociado con sus efectos ansioliticos y antidepresivos 2.

A pesar del creciente interés por las multiples propiedades terapéuticas del CBD
anteriormente mencionadas, aun persisten importantes limitantes en el conocimiento
sobre su seguridad, mecanismos de accidn y efectos a largo plazo. Diversos estudios han
mostrado resultados inconsistentes debido a factores como el tamafio reducido de las
muestras, la ausencia de seguimiento prolongado, y la falta de evaluacion de sus efectos
sobre o6rganos involucrados en su metabolismo, como el higado, rifion e intestino *°.
Ademas, su potencial antioxidante y neuroprotector no se ha dilucidado completamente,

debido a la variabilidad en las dosis utilizadas y la falta de rangos de administracion

seguros y efectivos.

Es por esto por lo que, el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto de diferentes
concentraciones de CBD a nivel in vitro, asi como su efecto in vivo en los 6rganos
involucrados en su metabolismo, Este enfoque busca aportar evidencia que respalde su
uso potencial como una alternativa terapéutica en condiciones asociadas a dafo oxidativo

y neurodegeneracion.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

El CBD es uno de los mas de 100 fitocannabinoides identificados en Cannabis sativa y
constituye el 40% del extracto de la planta, siendo el segundo componente mas abundante.
Ademas, el CBD no presenta actividad psicoactiva y exhibe un amplio expectro de
propiedades terapéuticas, entre las que destacan los efectos antioxidantes y
antiinflamatorios, los cuales lo convierten en un potencial agente terapéutico.

Sin embargo, no existe evidencia de su efecto a largo plazo, por lo que los hallazgos
encontrados en este estudio ayudardn a determinar si los organos involucrados en su

metabolismo desarrollan alguna alteracion en respuesta al CBD.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

Ha: La exposicion cronica al CBD induce alteraciones morfologicas en intestino delgado,
higado y rifion.
Ho: La exposicion cronica al CBD no induce alteraciones morfoldgicas en intestino

delgado, higado y rifion.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion cronica al CBD a nivel celular y sobre el intestino

delgado, higado y rifion.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del CBD sobre el estrés oxidativo.

2. Evaluar el efecto del CBD sobre la muerte celular.

3. Analizar el efecto de la exposicion cronica al CBD sobre el comportamiento murino.

4. Evaluar el efecto de la exposicion cronica al CBD a nivel histopatologico.
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CAPITULO 6
MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia general

© CONTROL

n=6
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antioxidante muerte celular comportamiento y la Evaluacién de la histologia

funcién cognitiva y motora

Fig. 3. Modelo experimental. Evaluacion del efecto del CBD sobre el estrés oxidativo inducido por PQ
en células dopaminergicas y la muesrte celular a nivel in vitro en células de tipo dopaminérgico. Analisis
del impacto del cannabinoide sobre el comportamiento y la funcidon cognitiva y motora de los murinos, y
en la morfologia de los 6rganos involucrados en su metabolismo.

6.2 Modelo in vitro

Para la realizacion del modelo in vitro, se emple6 la linea celular SH-SY5Y (ATCC™
CRL-2266), debido a su fenotipo dopaminérgico caracteristico. Esta linea celular es una
sublinea clonada de la linea SK-N-SH (ATCC HTB-11), que fue establecida en 1970 a
partir de un tumor dseo metastasico. Las células se utilizaron entre los pasajes 10 y 20,
cultivandolas en medio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Ham’s F-
12 50/50 Mix) (10-092-CMR, Corning), suplementado con 10% de suero fetal bovino (35-
010-CV, Corning), 1% de L-glutamina (25030081, Gibco) y 1% de penicilina-

estreptomicina (15240062, Gibco). El cultivo se mantuvo en condiciones estdndar, a una

temperatura de 37°C con 5% de COs..
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Para los tratamientos celulares, se utiliz6 CBD liofilizado (Vitality, OBCBD. Pharma
Labs, Miami, Florida), el cual fue disuelto en etanol absoluto a una concentracion de 50
mM. Las células fueron pretratadas con el fitocannabinoide durante 1 y 24 horas,
evaluando su efecto mediante una curva de concentraciones de 1, 5, 10 y 25 puM.
Posteriormente, se adiciono6 el herbicida paraquat (codigo 227320010, Acros Organics) a
una concentracion final de 0.5 mM, y las células fueron incubadas durante 24 o 48 horas
adicionales con el fin de evaluar su respuesta frente al estrés oxidativo inducido por

paraquat.

6.2.1 Analisis del estrés oxidativo

6.2.1.1 Deteccion de especies reactivas de oxigeno

Como se menciond previamente, para inducir estrés oxidativo en las células, se utilizo el
herbicida paraquat, un potente generador de especies reactivas de oxigeno. Para su
deteccidn, se emple6 la sonda fluorescente dihidroetidio (DHE), ya que, al ser oxidada y

convertida en etidina, emite fluorescencia, lo que permite su deteccion.

Las células fueron tratadas como se describi6 anteriormente y se les afiadi6 la sonda DHE
a una concentracion de 0.5 pM durante 15 minutos. Tras este tiempo de incubacion, las
células fueron cosechadas y centrifugadas a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Finalmente,
se realizd el conteo de células positivas para DHE mediante citometria de flujo utilizando

el equipo Muse™ Cell Analyzer (Millipore).

6.2.2 Analisis de la muerte celular

6.2.2.1 Evaluacion de la funcion mitocondrial
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Para evaluar el efecto citotoxico de las concentraciones seleccionadas de CBD, se llevo a
cabo la prueba de MTT, la cual se basa en la capacidad de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa para reducir el compuesto tetrazolio (MTT) en formazan, un
compuesto insoluble en agua de color purpura oscuro. Este proceso de reduccion ocurre
exclusivamente en células vivas y metabolicamente activas.

En este ensayo, las células fueron expuestas al tratamiento descrito previamente durante
48 horas. Tras este periodo, se afiadio MTT (M2128, Sigma Aldrich) a una concentracion
de 5 mg/mL y las células fueron incubadas durante 2 horas a 37°C. Posteriormente, se
retird el medio de cultivo y se anadi6 el solvente de MTT (HCl 4 mM, 0.1% de Nonidet
P-40 [NP 40], disuelto en isopropanol). Las células fueron agitadas hasta que los cristales
de formazan se disolvieron completamente. Finalmente, se cuantifico la cantidad de
formazan producido por las mitocondrias mediante espectrofotometria a una longitud de

onda de 590 nm.

6.2.2.2 Analisis de la viabilidad celular

Para evaluar el efecto del CBD sobre la viabilidad celular, las células fueron tratadas segun
lo descrito previamente durante 48 horas, y se empled el método de exclusion por
captacion utilizando azul tripano. Este colorante permite identificar células no viables, ya

que no puede atravesar la membrana plasmatica intacta de las células viables.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células fueron lavadas con PBS y
posteriormente recolectadas por centrifugacion a 300 g a 4 °C durante 5 minutos. El
sobrenadante fue descartado, y las células fueron resuspendidas en PBS. Posteriormente,

se realiz6 una dilucion en una proporcion 1:1 con azul tripano.
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La viabilidad celular fue cuantificada utilizando un contador automatico TC20™ (Bio rad)

mediante el cual se determiné el porcentaje de células viables y no viables.

6.3 Modelo in vivo

Se utilizaron 12 ratones machos de la cepa C57BL/6J, de 20 semanas de edad, mantenidos
en el bioterio del Departamento de Histologia bajo condiciones controladas: ciclo
luz/oscuridad de 12 horas, con acceso ad libitum a alimento y agua (LabDiet #5P14 y
Prolab RMH 2500). El cambio de aserrin, asi como la reposicion de agua y alimento, se
realiz6 cada tercer dia, al igual que la limpieza de las jaulas y los bebederos.

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo conforme a lo establecido en
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999 y fueron aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL).
Asimismo, el protocolo fue autorizado por el Comité de Etica de la Universidad (nimero
de registro P124-0186).

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos experimentales, con seis
individuos por grupo: 1) grupo Control y 2) grupo tratado con CBD. El tratamiento se
administr6 por via oral de forma diaria durante seis meses. El CBD, disuelto en aceite de
sésamo (Vitality, OBCBD. Pharma Labs, Miami, Florida), se administré a una dosis de

5.6 mg/kg.

6.3.1 Evaluacion del peso corporal y la supervivencia
Al inicio de cada semana, se registro el peso corporal de cada ratéon en gramos y se realizd
un monitoreo continuo de la supervivencia a lo largo de los seis meses de tratamiento. Al

concluir el estudio, los datos de peso corporal fueron sometidos a un analisis estadistico

19



mediante un ANOVA de dos colas para identificar posibles diferencias significativas entre
los grupos experimentales. La supervivencia fue evaluada mediante la prueba de Log-
Rank (Mantel-Cox), con el fin de determinar variaciones en la tasa de supervivencia entre

las condiciones experimentales.

6.3.2 Evaluacion de la funcion motora y cognitiva

6.3.2.1 Prueba de la madriguera

Con el fin de evaluar el bienestar general de los ratones, se analiz6 su comportamiento en
términos de acopio y consumo de alimento, ya que se ha observado que estos parametros
se alteran bajo condiciones de estrés inducidas por los factores experimentales. Para ello,
se colocaron 80 g de alimento dentro de un tubo con dimensiones de 10 X 5 cm, cerrado
en uno de sus extremos. Posteriormente, el tubo se ubicé dentro de la jaula en la que los
ratones se habian habituado previamente, dos horas antes del inicio del ciclo de oscuridad.
Después de un periodo de 12 horas, se retird el tubo y se procedio al pesaje del alimento
restante en su interior, asi como al registro del alimento desplazado fuera del tubo durante

el periodo nocturno.

80 gramos

12 HORAS

Fig. 4. Prueba de la madriguera. Evaluacion del desplazamiento de alimento como indicador del
comportamiento y estado general de los ratones en condiciones experimentales durante 12 horas.
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6.3.2.2 Prueba de la construccion de nido

El objetivo de esta prueba en los ratones es evaluar la funcion cognitiva y motora a través
de la capacidad de los animales para construir un nido, lo cual puede reflejar su capacidad
de adaptacion y su bienestar. Para realizar esta evaluacion, se colocaron 5 g de algodon
comprimido en una esquina de la jaula. Se evaluaron dos aspectos clave: la altura y el
cierre de las paredes que rodean la entrada del nido. Cada nido obtuvo una puntuacion en
base a una escala del 1 al 5, donde una puntuaciéon de 5 indica una construccion Optima
(domo completo), y puntuaciones menores indican alteraciones en la consturccion, lo que
permite inferir la capacidad cognitiva y motora del animal en relacion con el ambiente
experimental (4 = domo incompleto, 3 = forma de copa, 2 = nido plano, 1 = material

manipulado y 0 = material no manipulado).

5: Full dome

4: Incomplete dome
3: Cup
2: Flat

24 HORAS 5 GRAMOS

Fig. 5. Prueba del nido. Evaluacion de la funcion cognitiva y motora en ratones mediante la prueba de
construccion de nido, calificada en una escala de 0 a 5 seglin la complejidad estructural del nido formado a
partir de algodon comprimido.

6.3.2.3 Prueba de la marcha

La prueba de la marcha es una prueba no invasiva utilizada para evaluar posibles
alteraciones motoras en los ratones. Se analiz6 el patron de marcha de los animales al
pintar las patas posteriores y anteriores con pintura lavable no toxica y permitirles caminar

sobre una hoja de papel colocada dentro de un tinel. El tinel tiene un compartimento
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oscuro en su extremo final, lo que favorece el comportamiento natural de los roedores,
que tienden a preferir areas oscuras. Esta caracteristica ayudo a que los ratones pasaran de
manera mas natural por el tinel, favoreciendo que su patrén de pisada fuera el adecuado.
Antes de realizar la prueba, los ratones fueron aclimatados durante tres dias,
permitiéndoles interactuar en ese ambiente durante 10 minutos cada dia. Posteriormente,
a partir del patron de huellas impresas, se midieron el largo y el ancho de las pisadas para

evaluar las alteraciones motoras presentes en los ratones.

----- Largo de zancada

----- Ancho de zancada

Fig. 6. Prueba de la marcha. Evaluacion del patréon de marcha en ratones mediante el analisis de huellas,
midiendo el largo y ancho de las pisadas como indicadores de alteraciones motoras.

6.3.2.4 Prueba del campo abierto

Para evaluar el comportamiento tipo ansioso en los ratones, se utiliz6 la prueba del campo
abierto. En este ensayo conductual, los animales fueron colocados en una caja de acrilico
de 30 x 30 cm, cuya base estaba cubierta con una hoja cuadriculada dividida en 25 cuadros
de 6 x 6 cm. Durante un periodo de 10 minutos, se analiz6 su comportamiento mediante
el registro del tiempo que pasaron en la cuadricula periférica y central.

Esta prueba permite evaluar diversos aspectos del comportamiento, incluyendo la
actividad locomotora, la ansiedad y la exploracion. Al exponer a los ratones a un ambiente

nuevo y delimitado, se midi6 la distancia total recorrida y el tiempo pasado en el centro
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en comparacion con la periferia, lo que proporciond una medida indirecta de su nivel de
ansiedad. Para ello, se registr6 su desplazamiento a lo largo del periodo de prueba

mediante grabacion y analisis de video.

10 MINUTOS

, ,’/ i \’

Zona
central

No-ansioso Tipo ansioso

Fig. 7. Prueba del campo abierto. Evaluacion del comportamiento tipo ansioso y la actividad locomotora
en ratones mediante la prueba del campo abierto, registrando el tiempo en zonas central y periférica durante
10 minutos.

6.3.2.5 Prueba de la transicion luz y oscuridad

Para evaluar el comportamiento tipo ansioso y el comportamiento exploratorio en
murinos, se utilizd la prueba de transicion luz/oscuridad. En este ensayo conductual, los
ratones fueron colocados en una caja dividida en dos compartimentos: uno iluminado y
otro oscuro, separados por una abertura. La prueba se basa en la aversion innata de los
roedores a las areas iluminadas y su preferencia por las zonas oscuras. Durante un
periodo de 10 minutos, se evalud el tiempo que los animales pasaron en cada una de las
zonas, lo que proporcion6 una medida indirecta de su comportamiento y su tendencia a
explorar un entorno nuevo, en un contexto de conflicto entre la exploracion y la

ansiedad.
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10 MINUTOS

Fig. 8. Prueba de la tranmsicién luz y oscuridad. Evaluacion del comportamiento tipo ansioso y
exploratorio en ratones mediante la prueba de transicion luz/oscuridad, registrando el tiempo de
permanencia en cada compartimento durante 10 minutos.

6.3.3 Evaluacion del efecto histopatologico

6.3.3.1 Técnica histologica

Al finalizar los seis meses de tratamiento en el modelo experimental, los ratones fueron
sometidos a eutanasia por exanguinacion bajo anestesia, utilizando una combinacion de
ketamina (100 mg/kg) (#Q7833028, PiSA Labs, General Escobedo, México) y xilacina
(10 mg/kg) (#Q7833099, PiSA Labs, General Escobedo, México). Se verifico la ausencia
de reflejos de dolor antes de proceder a la apertura de la cavidad toracica.

Para la perfusion, se realiz6 un corte en la auricula derecha y se insertdé una aguja para
administrar solucion PBS 1x%, seguida de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS, con el
objetivo de fijar los 6rganos. El procedimiento se consider6 concluido tras la detencion de
la actividad cardiopulmonar, el cambio en la coloracion de los tejidos y la induracion de
la piel.

Posteriormente, se recolectd el intestino delgado, el higado y el rifion de los sujetos
experimentales, los cuales fueron post-fijados en PFA al 4% durante 24 horas y
procesados para la obtencion de cortes congelados o en parafina, con el fin de realizar

cortes histologicos seriados de 4 pm de cada uno de ellos. Los cortes de los tejidos
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embebidos en parafina fueron desparafinizados en xilol e hidratados en concentraciones

decrecientes de alcohol.

6.3.3.2 Tincion con Hematoxilina & Eosina

Para la evaluacion de la morfologia general, se empleo6 la tincion con Hematoxilina y
Eosina (H&E), la cual permite diferenciar los distintos componentes celulares y tisulares.
Con esta tincion, los nucleos se tifien de color azul oscuro o violeta, mientras que el
citoplasma, las fibras musculares y otros componentes extracelulares adquieren una

tonalidad rosada.

Tras la rehidratacion de los cortes histologicos, estos fueron sumergidos en hematoxilina
de Gill durante 2 minutos y posteriormente lavados con agua corriente durante 5 minutos.
A continuacion, se realizaron inmersiones sucesivas en alcohol 4cido y agua amoniacal,
intercaladas con lavados en agua corriente, con el fin de lograr la diferenciacion y el viraje.
Enseguida, los tejidos fueron tefiidos mediante seis inmersiones en eosina, y luego
sometidos a un proceso de deshidratacion progresiva utilizando soluciones de alcohol en
concentraciones crecientes. Finalmente, las muestras fueron incluidas empleando una

solucion de Entellan (107960, Sigma-Aldrich, St. Louis and Burlington, MA).

6.3.3.3 Tincion Acido Peryédico de Schiff (PAS)

Con el objetivo de evidenciar la presencia de carbohidratos, como glucégeno, mucinas
neutras y componentes de la matriz extracelular, se utilizé la técnica de 4cido peryddico
de Schiff (PAS). En el intestino delgado, esta tincién permitid el andlisis de estructuras

como la chapa estriada y las células caliciformes. En el higado, se emple6 para evaluar las
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reservas de glucdgeno, mientras que en el rifion se utilizd para identificar posibles

alteraciones en la membrana basal glomerular.

Una vez rehidratados los cortes histologicos, fueron sumergidos en una solucion de acido
peryodico durante 10 minutos y posteriormente fueron lavados con agua. A continuacion,
se sumergieron en el reactivo de Schiff durante 20 minutos, observando durante ese
periodo la aparicion de una coloraciéon magenta en las estructuras positivas. Para llevar a
cabo la diferenciacion, los tejidos se colocaron durante 2 minutos en una solucion de
enjuague compuesta por acido clorhidrico 1N y metabisulfito de sodio al 10 % disueltos
en agua. Posteriormente, se realizd una contratincién con hematoxilina de Gill durante 2
minutos. Finalmente, las muestras se sometieron a un proceso de deshidratacion
progresiva mediante soluciones de alcohol en concentraciones crecientes, y se incluyeron

utilizando una solucién de Entellan (107960, Sigma-Aldrich)

6.3.3.4 Tincion Tricromico de Masson

Las lesiones cronicas en los organos suelen conducir a la sustitucion del parénquima
dafiado por tejido fibroso. Con el propdsito de teiiir las fibras de colageno e identificar una
posible fibrosis en los 6rganos evaluados, se llevo a cabo la tincion de Tricromico de

Masson.

Para ello, los cortes fueron expuestos a una solucion de Bouin durante 60 minutos a 56°C,
ya que este actia como mordente, aumentando la afinidad de los colorantes por las
estructuras a tefiir. Posteriormente, se realizé un lavado con agua corriente para asegurar

la eliminacién de la coloracion amarilla en los cortes. Luego, estos fueron incubados
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durante 10 minutos en Hematoxilina de Gill, seguidos de un enjuague en agua corriente

y, posteriormente, en agua destilada.

A continuacidn, los cortes se tifieron en una solucién de Fucsina-Escarlata durante 5
segundos, y después se sometieron a una solucion con &cidos fosfomolibdico-
fosfotungstico durante 10 minutos, con el objetivo de modificar el pH y permitir la tincion
especifica de las fibras de coldgeno. Posteriormente, los tejidos fueron tefiidos con una

solucion de azul de anilina durante 15 segundos y lavados con agua destilada.

Finalmente, las muestras fueron sometidas a un proceso de deshidratacién progresiva
mediante soluciones de alcohol en concentraciones crecientes, y se incluyeron utilizando

una solucién de Entellan (107960, Sigma-Aldrich).

6.3.3.5 Violeta de cresilo

Con el proposito de evaluar el efecto del CBD en el plexo mientérico del intestino delgado,
se llevo a cabo la tincidon de violeta de cresilo para observar la presencia de cuerpos de
Nissl, que son estructuras caracteristicas de las neuronas, compuestas por reticulo

endopldsmico rugoso y ribosomas.

Para ello, los cortes histologicos de intestino delgado fueron rehidratados para
posteriormente ser expuestos a una solucion de violeta de cresilo al 0.1% durante 10
minutos, seguido de cinco inmersiones en agua destilada, para finalmente ser sometidas a
un proceso de deshidratacion progresiva mediante soluciones de alcohol en
concentraciones crecientes. Finalmente, las tinciones obtenidad se incluyeron utilizando

una solucién de Entellan (107960, Sigma-Aldrich).
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6.3.3.6 Inmunofluorescencia

Con la finalidad de evaluar posibles alteraciones celulares en el plexo mientérico, se

utilizaron anticuerpos para el marcaje de neuronas (HUC/HUD) y células gliales entéricas

(GFAP).

Se utilizaron cortes histologicos de intestino delgado incluidos en parafina (4 pum), los
cuales fueron desparafinizados en xilol e hidratados en concentraciones decrecientes de
alcohol. Posteriormente, se llevé a cabo la recuperacion de los antigenos mediante calor,

utilizando un buffer de recuperacion de antigenos (TRS) Tris/EDTA a pH 9.

A continuacion, se realizé un bloqueo con suero de caballo al 10%, seguido de una
incubaciodn con los anticuerpos primarios (1:500): anti-HUC/HUD de conejo (ab184267,
Abcam) y anti-GFAP de conejo (ab7260, Abcam) durante toda la noche a 4 °C. Después
del tiempo de incubacion, se realiz6 un lavado con TBST y los cortes histologicos fueron
incubados con el anticuerpo secundario (1:1000) Alexa 488 anti-conejo (A-11008,

Thermo Fisher Scientific) durante 1 hora, a temperatura ambiente y en oscuridad.

Finalizada la incubacion, se realiz6 un lavado con TBST. Por ultimo, las secciones fueron
incubadas con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) a una concentracion de 1:10,000
durante 15 minutos, y se montaron con VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (H-

1000-10, Vector Laboratories).
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6.3.4 Analisis morfométricos

6.3.4.1 Tinciones

Las secciones tefiidas con las diferentes tinciones fueron examinadas bajo un microscopio
de luz Nikon® Eclipse 50i (Nikon, Melville, NY). Las imagenes fueron capturadas con
aumentos de 10%, 40x y 100x utilizando el software QCapture Pro 7TM (QImaging

Corporation, Canada). Para el andlisis cuantitativo, se utilizo el software ImageJ®.

En las secciones de intestino delgado tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), se
evaluaron los siguientes parametros morfométricos: altura y ancho de las vellosidades,
profundidad de las criptas, relacion vellosidad/cripta (V/C), nimero de vellosidades por
campo, distancia entre vellosidades, grosor de la mucosa, grosor de la muscular externa y

nimero de células musculares por campo.

Mediante la tincién de acido periddico de Schiff (PAS), se cuantificaron las células

caliciformes en 10 campos aleatorios por sujeto.

Ademas, se realizo el andlisis del plexo mientérico utilizando la tincion de cristal violeta.
Se midieron el area total del plexo, el area del citoplasma neuronal, el area del ntcleo
neuronal y el niimero total de neuronas por campo. Para ello, se analizaron 10 campos

diferentes por sujeto.

En las muestras procesadas mediante inmunofluorescencia, se evalud la expresion de los
marcadores HUC/D (neuronal) y GFAP (glial). Se realiz6 el conteo de células positivas

en 15 campos por sujeto, y se obtuvo el promedio de células por grupo experimental.
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En las muestras hepaticas tefiidas con H&E, se cuantificé el numero de hepatocitos
binucleados en las zonas periportal y centrolobulillar, como indicador indirecto de la
actividad regenerativa del tejido hepatico, utilizando 10 campos de cada una de las zonas

por sujeto.

Asimismo, se evalud el contenido de coldgeno mediante tincidn tricromica de Masson,
analizando el porcentaje de area ocupada por fibras coldgenas en 10 campos por sujeto.

Como control de tincion se utilizaron cortes de piel de los mismos murinos.

El andlisis en riidén se centrd en el glomérulo, dada su importancia funcional en la
filtracion. Se midieron los siguientes pardmetros morfométricos: &area, perimetro,
didmetro, circularidad y celularidad glomerular, asi como el area del espacio de Bowman.

Estas variables se evaluaron en 10 glomérulos por sujeto.

Ademas, utilizando la tincion de PAS, se evaluaron alteraciones estructurales
glomerulares en 15 glomérulos por sujeto para estimar el cambio relativo asociado al

tratamiento.

El contenido de coldgeno renal fue determinado mediante tincion tricromica de Masson,

analizando 10 campos por muestra.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Modelo in vitro

7.1.1 E1 CBD disminuye el estrés oxidativo citoplasmatico inducido por PQ.
Primeramente, se evaluo el efecto del cannabidiol (CBD) en células SH-SY5Y de fenotipo
dopaminérgico. Las células fueron tratadas con el fitocannabinoide a concentraciones de
1,5,10y 25 uM durante 1 y 24 horas, y posteriormente se indujo estrés oxidativo mediante
la exposicion a paraquat (0.5 mM) durante 24 y 48 horas. Tras los tratamientos, se
cuantificé el porcentaje de especies reactivas de oxigeno (ROS) con el objetivo de
identificar una dosis de CBD que, por si sola, no generara estrés celular y que ademas

ofreciera proteccion frente al dafio inducido por el agente oxidante.
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Fig. 9. El pretratamiento con CBD durante 1 hora disminuye los niveles de ROS inducidos por PQ a
las 24 horas. Histogramas representativos de células pretratadas con CBD (1, 5, 10 y 25 uM) durante 1
hora, seguidos de exposicion a paraquat (PQ) durante 24 horas. El sombreado en gris representa al grupo
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control. La grafica muestra el porcentaje de células positivas a especies reactivas de oxigeno (ROS),
evidenciando un incremento significativo en la produccion de ROS en células tratadas con 10 uM de CBD.
Asimismo, se observa que la concentracion de 25 pM induce un efecto estresante por si sola, incluso en
ausencia de PQ. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05

Los resultados mostraron que las concentraciones de 1, 5 y 10 uM de CBD no
incrementaron de manera significativa los niveles de ROS cuando se administraron de
forma aislada, por lo que fueron consideradas seguras para su uso tanto a las 24 como a
las 48 horas (fig. 9). En contraste, la concentracion de 25 puM provocod un aumento
significativo en la produccion de ROS incluso en ausencia de paraquat, superando los
niveles inducidos por el herbicida. Por esta razon, dicha concentracion fue descartada para
los experimentos posteriores. Reforzar con los valores de p entre paréntesis.
Adicionalmente, se incluy6 un control con etanol a la concentracion equivalente a la
utilizada para disolver 25 uM de CBD, con el fin de descartar efectos toxicos atribuibles

al vehiculo. Se observo que el etanol por si solo no indujo un incremento significativo en

los niveles de ROS, por lo que no se considerd responsable del efecto observado con dicha

dosis de CBD.
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Fig. 10. El pretratamiento con CBD durante 1 hora no disminuye los niveles de ROS inducidos por
PQ alas 48 horas. A. Histogramas representativos de células pretratadas con CBD (1, 5, 10 uM) durante 1
hora, seguidos de exposicion a PQ durante 48 horas. El sombreado en gris representa al grupo control. B.
La grafica muestra el porcentaje de células positivas a especies reactivas de oxigeno (ROS), indicando que,
bajo el esquema de tratamiento empleado, el CBD no confiere proteccion frente al estrés oxidativo inducido
por PQ. Se considero estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05

Ademas, se encontrd que la concentracion de 5 pM conferia una proteccion significativa
frente al estrés oxidativo inducido por el paraquat, en comparacion con las células tratadas
unicamente con el agente. No obstante, este efecto protector se perdid cuando la

exposicion al paraquat se prolongo a 48 horas (Fig. 10).

A partir de estos resultados, y considerando que el CBD ha sido reportado como
modulador de diversas vias celulares involucradas en la respuesta antioxidante y
antiinflamatoria, como NRF2 y PPARy 22, se decidi6 implementar un pretratamiento
extendido de 24 horas. Este enfoque buscod favorecer la activacion de mecanismos de

defensa antioxidante y antiinflmatoria antes de la induccion del estrés oxidativo.

Con este esquema experimental (Fig.11), se observd que, tras 48 horas de exposicion a
paraquat, el pretratamiento con CBD a una concentracion de 10 pM redujo
significativamente, en aproximadamente un 50%, el porcentaje de células estresadas, en
comparacion con el grupo tratado inicamente con paraquat. Por lo tanto, se determinoé que
la concentracion de 10 uM de CBD, con un pretratamiento de 24 horas, es Optima para

inducir una respuesta antioxidante sin causar dafo celular por si sola.
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Fig. 11. El pretratamiento con CBD durante 24 hora disminuye los niveles de ROS inducidos por PQ
a las 48 horas. A. Histogramas representativos de células pretratadas con CBD (1, 5, 10 uM) durante 1
hora, seguidos de exposicion a PQ durante 48 horas. El sombreado en gris representa al grupo control. B.
La grafica muestra el porcentaje de células positivas a especies reactivas de oxigeno (ROS), indicando que,
bajo el esquema de tratamiento empleado, el CBD confiere proteccion frente al estrés oxidativo inducido
por PQ a la concentracion de 10 pM del 50%. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de
probabilidad de p<0.05

% ROS +

7.1.2 E1 CBD no previene la muerte celular inducida por PQ

A partir de los resultados obtenidos, y considerando que el PQ ejerce su efecto
principalmente a nivel mitocondrial, se evaluo el impacto del esquema de tratamiento
seleccionado sobre la actividad mitocondrial mediante la prueba de MTT. Posteriormente,
las células fueron tratadas de acuerdo con el protocolo previamente descrito, y se analizo
el efecto del CBD sobre la viabilidad celular mediante la prueba de exclusion con azul de
tripano. La viabilidad fue cuantificada mediante el conteo de células con un contador

automatico, obteniéndose asi el porcentaje de células viables.
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Fig. 12. El pretratamiento con CBD durante 24 hora no previene la muerte celular inducida por PQ
a las 48 horas. A. Imagenes representativas de células SH-SYS5Y observadas mediante microscopia optica
tras la exposicion a las distintas condiciones experimentales. B. Porcentaje de actividad mitocondrial
evaluado mediante la prueba de MTT. C. Porcentaje de viabilidad celular determinado mediante la prueba

de exclusion por azul de tripano. Se considero6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de
p<0.05

Los resultados obtenidos mediante ambos métodos de evaluacion, la prueba de MTT (Fig.
12B) y la exclusion de captacion con azul de tripano (Fig. 12C), no mostraron una mejora
significativa en la viabilidad celular ni en la mitigacion del dafio causado por la induccion
de estrés oxidativo con paraquat. A pesar del tratamiento con CBD, en la prueba de MTT
no se detectd un aumento en la produccion de formazan, lo que indicaria una mejora en la
actividad mitocondrial; en consecuencia, no se observo un incremento en la cantidad de
células viables en comparacion con el grupo control.

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones experimentales y concentraciones
evaluadas, el CBD no ejercié un efecto protector significativo frente al dafno celular

inducido por el paraquat.
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7.2 Modelo in vivo

7.2.1 Evaluacion del peso corporal y la supervivencia

Durante el periodo de tratamiento, se realizo un seguimiento semanal del peso corporal de
los animales en ambos grupos experimentales. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el peso entre los ratones del grupo control y los tratados
con CBD alo largo del experimento (fig. 13), lo que sugiere que la administracion cronica

de CBD no afecto el crecimiento, el peso ni la supervivencia de los ratones utilizados.
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Fig. 13. La administracion cronica de CBD no altera el peso corporal de los ratones. Evaluacion del
peso corporal durante el periodo experimental. Promedio de peso corporal (en gramos) de los ratones del
grupo control y del grupo tratado con CBD a lo largo de los meses de tratamiento.
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7.2.2 Evaluacion de la funcion motora y cognitiva

7.2.2.1 E1 CBD no afecta el bienestar general

La incapacidad de realizar tareas innatas es uno de los principales signos de un deterioro
cognitivo y motor en los sujetos 2. Al analizar el porcentaje de alimento desplazado (Fig.
14) durante un periodo de 12 horas, a los tres y seis meses de administracion, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos analizados. Esto demuestra que la

administracion cronica de CBD no afecta el bienestar general de los sujetos de estudio.
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Figura 14. La administracion oral de CBD no afecta el bienestar general. A. Imagenes representativas
del desplazamiento de alimento evaluado a los 3 y 6 meses de administracion del fitocannabinoide; B.
Evaluacion del porcentaje de alimento desplazado; no se observo diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos evaluados. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05,
ns (no significativo).

7.2.2.2 La administracion oral de CBD no causa deterioro cognitivo

Con el objetivo de evaluar posibles alteraciones cognitivas asociadas a la administracién

cronica de CBD, se llevo a cabo la prueba del nido. Esta prueba se basa en el
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comportamiento natural y esencial para los roedores, ya que construir un nido adecuado

es crucial para su bienestar y supervivencia.
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Fig. 15. La administraciéon prolongada de CBD no afecta el desempeiio cognitivo. A. Imagenes
representativas de los nidos construidos a los 1, 3 y 6 meses de tratamiento, en las que se observa que tanto
el grupo control como el grupo tratado con CBD obtuvieron consistentemente puntuaciones maximas
durante el periodo de evaluacion. B. Escala de calificacion de los nidos: 5 = construccion 6ptima, 4 = domo
incompleto, 3 = forma de copa, 2 = nido plano, 1 = material manipulado y 0 = material no manipulado. Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

Durante todo el periodo de tratamiento, tanto los ratones tratados con CBD como los
controles obtuvieron de manera consistente las puntuaciones maximas (Fig. 15B),
construyendo nidos con entrada y salida, con una estructura completa en forma de domo.
Estos resultados indican que la administracion cronica de CBD no afecta negativamente
el desempeno cognitivo evaluado mediante esta prueba. Puedes poner alguna estadistica
descriptiva aqui (ej., "medias de X + Y") incluso si no hay significancia para mostrar la

consistencia.
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7.2.2.3 La administracion oral de CBD no causa disfuncion motora

Se ha reportado que el cannabidiol (CBD) puede modular la liberacion de
neurotransmisores al interactuar con receptores como el 5-HT1A, TRPV1 y GPRSS, lo
que sugiere un potencial impacto sobre la funcién neuromuscular 6. Por ello, con el
propdsito de identificar posibles efectos secundarios derivados de su administracion
cronica y determinar si este compuesto inducia alteraciones en el equilibrio o la
coordinacion motora, se evaluo la funcion motora de los ratones mediante la prueba de la
marcha. A través de esta prueba, se midieron pardmetros como la longitud y el ancho de
la zancada, tanto anterior como posterior (Fig. 16 A).

Los resultados obtenidos (Fig. 16 B-D) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con CBD y el grupo control en ninguno de los
pardmetros analizados. Estos hallazgos indican que la administracion cronica de CBD no

provoca alteraciones motoras en los sujetos evaluados.
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Fig. 16. EI CBD no compromete el desempefio motor tras administracién crénica. A. Imagenes
representativas del patron de caminata obtenidas mediante la prueba de marcha, incluyendo los parametros
analizados. B-C. Analisis de la longitud de la zancada anterior y posterior, respectivamente. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo tratado con CBD.
D. Evaluacion del ancho de la zancada, sin diferencias significativas entre los grupos experimentales. Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

7.2.2.4 La exposicion oral cronica de CBD no afecta el comportamiento
exploratorio y disminuye el comportamiento tipo ansioso

Debido a que al unirse al receptor 5-HT1A el CBD puede aumentar la liberacion de
serotonina, mecanismo que ha sido asociado con sus efectos ansioliticos y antidepresivos,
se realizaron dos pruebas conductuales para evaluar el comportamiento tipo ansioso y

exploratorio de los sujetos de estudio.
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Fig. 17. La administracion de CBD diaria modifica la preferencia espacial sin alterar el
comportamiento exploratorio. A. Trayectoria representativa del recorrido en la arena, donde se observa
que el grupo control permanecio principalmente en la periferia, mientras que el grupo tratado con CBD pas6
mayor tiempo en la zona central. B. Tiempo de permanencia en cada zona. Se observa una diferencia
significativa entre los grupos, con mayor permanencia del grupo tratado con CBD en la zona central. C.
Evaluacion de la distancia recorrida y numero de entradas a ambas zonas. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos evaluados. Se consideré estadisticamente significativo un
valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

La primera de ellas fue la prueba de campo abierto (Fig. 17). Transcurridos los seis meses
de administracion, se observa en los track plots que los ratones del grupo control
mostraron una marcada preferencia por la zona periférica del campo. Este patron se
relaciona con el comportamiento natural de los roedores, ya que estos tienden a evitar
areas abiertas por considerarlas zonas de mayor vulnerabilidad ante posibles
depredadores.

En contraste, los ratones tratados con CBD pasaron mayor tiempo en el centro del campo,
lo cual podria sugerir una disminucion del comportamiento tipo ansioso atribuible a la
administracion del fitocannabinoide. No obstante, este hallazgo no tuvo un impacto en el
comportamiento exploratorio general, ya que ambos grupos realizaron un nimero

comparable de entradas en ambos cuadrantes y recorrieron distancias similares.
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Fig. 18. E1 CBD aumenta la disposicion de los sujetos a explorar areas iluminadas y expuestas. A.
Tiempo de permanencia en la zona oscura a los tres y seis meses. El grupo control permanece
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significativamente mds tiempo en esta area en comparacion con el grupo tratado con CBD. B. Tiempo de
permanencia en la zona iluminada a los tres y seis meses. El grupo tratado con CBD presenta un aumento
significativo en el tiempo pasado en esta zona, lo que sugiere una mayor disposicion exploratoria. Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos, se realiz6 la prueba de transicion luz-
oscuridad (Fig. 18). En esta segunda prueba, realizada a los 3 y 6 meses de tratamiento,
se observd que los ratones del grupo control pasaron significativamente mas tiempo en la
zona oscura que en la zona iluminada. Este comportamiento es caracteristico de un estado
tipo ansioso, ya que los roedores, al ser animales de presa, tienden a evitar espacios
abiertos o con iluminacion intensa, buscando refugio en areas oscuras.

En contraste, los ratones tratados con CBD permanecieron por mas tiempo en la zona
iluminada, lo cual sugiere una reduccion del comportamiento tipo ansioso. Esta mayor
disposicion a explorar zonas expuestas indica un posible efecto ansiolitico inducido por
la administracion cronica del fitocannabinoide.

Este resultado, en conjunto con lo observado previamente en la prueba de campo abierto,
refuerza la hipotesis de que el CBD ejerce un efecto modulador de la ansiedad,
disminuyendo la aversion de los ratones a ambientes abiertos o iluminados y favoreciendo

una mayor interaccion con ellos.

7.2.3 Evaluacion del efecto histopatoldgico

Para determinar el efecto del CBD sobre los 6rganos involucrados en su metabolismo, se
realiz6 un analisis histopatologico del intestino delgado, higado y rifion.

7.2.3.1 La administracion oral de CBD no causa alteraciones morfoldgicas en la

mucosa del intestino delgado
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Primeramente, puesto que el CBD se administrd por via oral, y dado que existen diversos
receptores que responden al mismo 2°, la mucosa del intestino delgado podria sufrir
alteraciones. Por lo tanto, se procedi6 a su andlisis, ya que cualquier alteracion en esta
region podria reflejar un impacto en la absorcion del CBD y, por ende, en su
biodisponibilidad, lo cual influiria en su distribucion sistémica. La morfologia intestinal
fue analizada mediante la medicion de la altura de las vellosidades (AV), la profundidad
de las criptas (PC), la proporcion vellosidad/cripta y el grosor de la capa mucosa (GM)
(Fig. 19). Estos parametros no mostraron diferencias significativas entre el grupo control

y el grupo tratado con CBD.
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Fig. 19. El CBD no causa alteraciones en la mucosa del intestino delgado. A. Microfotografias
representativas de la mucosa del intestino delgado tefiida con H&E, en donde se muestran los parametros
evaluados. B-E. Mediciones morfométricas de la altura de las vellosidades (AV), profundidad de las criptas
(PC), proporcion vellosidad/cripta y grosor de la capa mucosa (GM), donde no se observaron diferencias
significativas entre los grupos evaluados. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).
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Adicionalmente, se evalu6 el ancho de las vellosidades, el nimero de vellosidades por
campo y la distancia entre ellas (DV), sin encontrarse variaciones significativas entre los

grupos analizados (Fig. 20). Anadir que es ns.
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Fig. 20. La administracién oral de CBD influye en la distribucion espacial de las vellosidades en la
mucosa del intestino delgado. A. Microfotografias representativas de la mucosa del intestino delgado
tefiida con H&E, en donde se muestran los parametros evaluados. B. Mediciones morfométricas del ancho
de las vellosidades (AV), nimero de vellosidades por campo y distancia entre vellosidades. Solo esta ultima
present6 una diferencia significativa, observandose una mayor distancia entre vellosidades en el grupo
tratado con CBD. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no

significativo).

7.2.3.2 La administracion oral de CBD induce hipertrofia en las células musculares
lisas de la muscular externa

Posterior a la evaluacion de la mucosa, se observo un incremento en el grosor de la

muscular externa (ME) (Fig. 21A), por lo que se procedio a cuantificar este parametro. El
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grupo tratado con CBD present6 un aumento significativo (Fig. 21B) en el grosor de la
ME en comparacion con el grupo control. Para determinar la causa de este engrosamiento,
se realiz6 el conteo de células musculares lisas, sin encontrarse diferencias significativas
entre los grupos analizados (Fig. 21C). Estos resultados sugieren que el incremento en la
ME podria estar asociado a un proceso de hipertrofia inducido por el tratamiento con CBD.

Incluye el p-valor para el aumento significativo del grosor.

-]
o
1

Grosor de la
muscular externa (um)
S 8
1 1
Células musculares
lisas/1000 pm?
T

o
1
N
I

Ctrl CBD Ctrl CBD

Fig. 21. La administracion oral de CBD induce hipertrofia en las células musculares lisas de la
muscular externa del intestino delgado. A. Microfotografias representativas de una seccion transversal
del intestino delgado tefiida con H&E, donde se observa la capa de la muscular externa. B. Mediciones
morfomeétricas del grosor de la muscular externa. C. Cuantificacion del ntimero de células musculares lisas.
El grupo tratado con CBD presentd un incremento significativo en el grosor de esta capa en comparacion
con el grupo control. No se observaron diferencias significativas en el numero de células musculares lisas
entre ambos grupos, lo que sugiere una respuesta de tipo hipertrofico mas que hiperplasica. Se considero
estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

7.2.3.3 La administracion oral de CBD induce cambios morfologicos en el plexo
mientérico
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Area del plexo mientérico (um?)

Dado que se observo un incremento significativo en el grosor de la muscular externa en
el grupo tratado con CBD, se consider6 pertinente evaluar posibles alteraciones en el plexo
mientérico (Fig. 22A), estructura ubicada entre las capas musculares longitudinal y
circular, fundamental en la regulacion de la motilidad intestinal. Con el objetivo de
explorar si el CBD inducia cambios a nivel neuroentérico, se realizaron andlisis
morfométricos del area del plexo mientérico, area citoplasmatica neuronal, area nuclear,
proporcion nucleo/citoplasma y nimero de neuronas por campo.

Los resultados mostraron que el grupo tratado con CBD present6 un aumento significativo
en el area del plexo mientérico, asi como en el drea citoplasmatica de las neuronas,
acompafiado de una disminucién en la proporcion nucleo/citoplasma (Fig. 22 B-E).
Ademas, estos cambios se asociaron con una reduccion en el nimero de neuronas por area
analizada (Fig. 22F). En conjunto, estos hallazgos sugieren que la administracion oral de
CBD modula la arquitectura del plexo mientérico, promoviendo una respuesta hipertréfica
en las células neuronales entéricas. Incluye los p-valores para cada uno de los pardmetros

significativamente alterados.
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Fig. 22. El CBD induce hipertrofia en las células del pelxo mientérico. A. Microfotografias
representativas de una seccion transversal del intestino delgado tefiida con H&E (40X). En el recuadro
amplificado se observa el plexo mientérico localizado entre las capas de musculo liso: circular interna y
longitudinal externa. B. Andlisis morfométrico del area total del plexo mientérico, que mostré un incremento
significativo en los ratones tratados con CBD en comparacion con el grupo control. C. Evaluacion del area
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citoplasmatica de las neuronas mientéricas, la cual se encontro significativamente aumentada en el grupo
CBD, indicando una posible hipertrofia celular. D. Medicion del area nuclear neuronal, en la que no se
observaron diferencias significativas entre los grupos analizados. E. Proporcion nticleo/citoplasma, que
resultd significativamente menor en el grupo tratado con CBD, consistente con un aumento selectivo del
volumen citoplasmatico. F. Conteo del niimero de neuronas por area del plexo, donde se evidencié una
reduccion en el grupo tratado con CBD, posiblemente asociada al incremento del tamafio celular y del area
total del plexo. Se considerd estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no
significativo).

Ante los cambios morfoldgicos observados en el plexo mientérico tras la administracion
de CBD, se considero pertinente profundizar en la caracterizacion de la poblacion celular
presente en esta region. Para ello, se emplearon técnicas de inmunomarcaje utilizando el
marcador HuC/HuD (Fig. 23A), ampliamente validado para la identificacion de neuronas
entéricas. El andlisis cuantitativo no revel6 diferencias significativas en el nimero de
neuronas HuC/HuD positivas entre el grupo control y el grupo tratado con CBD. Este
hallazgo sugiere que el tratamiento con CBD no modifica la poblacién neuronal del plexo

mientérico ni induce cambios asociados a la neurogénesis.
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Fig. 23. El CBD no modifica la poblacion neuronal del plexo mientérico. A. Inmunofluorescencia
representativa de las células neuronales del plexo meintérico marcadas con HuC/D (100x), donde se observa
el plexo mientérico localizado entre las capas muscular circular interna y longitudinal externa. B.
Cuantificacion de las células positivas a HuC/D, no se observo diferencia significativa en los grupos
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analizados. C. Inmunofluorescencia representativa de células gliales marcadas con GFAP. D. Cuantificacion
de células positivas a GFAP, se muestra un incremento significativo en el grupo tratado con CBD. Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

A partir de estos resultados, se evalué mediante inmunofluorescencia si el tratamiento con
CBD impactaba en el nimero de células gliales entéricas, utilizando GFAP (Fig. 23C)
como marcador. Se observd un aumento significativo en la cantidad de células GFAP
positivas en el grupo tratado con CBD en comparacion con el grupo control. Estos
hallazgos sugieren que el CBD podria modular la interaccion neurona-glia, favoreciendo
un microambiente que promueve el mantenimiento y la estabilidad neuronal en el plexo

mientérico.

7.2.3.4 E1 CBD no modifica la deposicion de colageno en el intestino delgado

Con el objetivo de evaluar posibles alteraciones en la composicion de la matriz
extracelular del intestino delgado, se realiz¢ la tincion de tricrémico de Masson, con el fin
de identificar cambios estructurales asociados a procesos de remodelacion tisular, fibrosis
o hipertrofia. En las secciones analizadas se puso especial atencion en la submucosa (Fig.
24), donde no se observaron diferencias significativas entre el grupo tratado con CBD y
el grupo control. Estos resultados sugieren que el tratamiento con CBD no modifica la

deposicion de colageno en la submucosa del intestino delgado.
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Fig. 24. El CBD no altera el depésito de coligeno en el intestino delgado. A. Microfotografias
representativas de la submucosa del intestino delgado tefiida con la técnica de tricromico de Masson (40x),
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donde el colageno se observa de color azul. B. Cuantificacion del porcentaje de area positiva para colageno
en la region submucosa. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado con CBD y el
grupo control. Se considerd estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no
significativo).

7.2.3.5 La administracion oral de CBD aumenta el numero de células caliciformes en
el intestino delgado

Con la finalidad de evaluar posibles alteraciones en la produccion de mucinas y en la
poblacion de células secretoras del epitelio intestinal, se realizo la tincion de &cido
periddico de Schiff (PAS), la cual permite resaltar polisacaridos y mucopolisacaridos
presentes en el moco’. Por ello, se cuantificé el nimero de células PAS positivas en las
vellosidades del intestino delgado (Fig. 25). Los ratones tratados con CBD mostraron un
aumento en la abundancia de células caliciformes en comparacion con el grupo control,
lo cual podria estar relacionado con una mayor necesidad de reforzar la barrera epitelial
frente a posibles cambios en las condiciones del lumen intestinal. Incluye el p-valor para

el aumento significativo.
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Fig. 25. E1 CBD aumenta la cantidad de células caliciformes en las vellosidades del intestino delgado.
A. Microfotografias representativas de la mucosa del intestino delgado tefiida con la técnica de PAS (40x),
donde las células caliciformes se observan de color magenta. B. Cuantificacion del nimero de células PAS
positivas por vellosidad. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado con CBD y el grupo
control. Se considerd estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no
significativo).
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7.2.3.6 La administracion oral de CBD no causa alteraciones morfologicas en el
higado

Dado que el cannabidiol (CBD) es metabolizado en gran parte por el sistema enzimatico
hepatico, particularmente por las enzimas del citocromo P450 !, se analizaron cortes
histologicos de higado con el objetivo de detectar posibles alteraciones estructurales
asociadas a la administracion de este fitocannabinoide. A medida que la sangre fluye desde
la periferia del lobulillo hacia la vena central, los hepatocitos participan activamente en el
procesamiento de nutrientes, el metabolismo de farmacos y la eliminacion de toxinas 2.
En este trayecto, los hepatocitos de la zona periportal (zona 1) reciben mayor oxigenacion
y aporte de nutrientes, mientras que los de la zona centrolobulillar (zona 3), mas proéximos
a la vena central, estin mas expuestos a productos metabolicos intermedios y posibles

agentes toxicos 2. Por ello, se puso especial atencion en estas regiones, ya que su analisis

es clave para comprender el impacto del CBD sobre la funcion hepatica.
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Fig. 26. E1 CBD no modifica la morfologia del higado. A. Microfotografias representativas de una seccion
de higado tefiida con hematoxilina y eosina (40%). B. Cuantificacion del porcentaje de hepatocitos
binucleados en la zona centrolobulillar. C. Cuantificacion del porcentaje de hepatocitos binucleados en la
zona periportal. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado con CBD y el grupo
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control. Se considerd estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no
significativo).

En la evaluacion histoldgica panoramica del higado mediante tincion con H&E (Fig. 26A),
no se observaron alteraciones estructurales evidentes. Sin embargo, con el objetivo de
profundizar en el andlisis y detectar posibles cambios sutiles, se realizaron mediciones
morfométricas (Fig. 26B-C). En particular, se decidi6 cuantificar el nimero de hepatocitos
binucleados, ya que variaciones en esta poblacion celular pueden reflejar alteraciones en
la capacidad regenerativa del higado inducidas por el tratamiento con CBD. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de hepatocitos
binucleados en las zonas centrolobulillar ni periportal entre el grupo tratado con CBD y

el grupo control.
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Fig. 27. E1 CBD no modifica el depésito de coligeno en el higado. A. Microfotografias representativas
de una seccion de higado tefiida con tricromico de Masson (10x). Las fibras de colageno se tifien de azul y
se localizan en la adventicia de los vasos sanguineos. Sin embargo, la pared de las vénulas centrales es muy
delgada, y no se observo presencia de coldgeno en el parénquima hepatico en ninguno de los grupos
analizados, lo que indica ausencia de fibrosis asociada al tratamiento con CBD. El recuadro inferior
izquierdo muestra una amplificacion de una vena central (40x). El recuadro inferior derecho corresponde a
un corte de piel como control de la tincion. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).
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Posteriormente, se realizo la tincion de tricromico de Masson (Fig. 27A) con el objetivo
de evaluar posibles alteraciones en la organizacion del tejido conectivo y determinar si la
administracion de CBD induce fibrosis hepatica. En las secciones analizadas, se
observaron fibras de coldgeno tefiidas de azul, localizadas principalmente en la capa
adventicia de las venas centrales. No obstante, en la evaluacion panoramica del
parénquima hepatico no se detectd presencia de colageno. Estos hallazgos sugieren que el
tratamiento con CBD no induce fibrosis ni altera significativamente la arquitectura del
tejido conectivo en el higado, por lo que el CBD no causa alteraciones morfologicas en

este organo.

7.2.3.7 La administracion oral de CBD no causa alteraciones morfologicas en el riiilon

Finalmente, tras su metabolismo hepatico, el CBD y sus metabolitos son eliminados
principalmente a través del sistema urinario >. Aunque no existen estudios que aborden
los efectos histologicos del CBD sobre las estructuras renales, en el presente trabajo se
realizo un analisis enfocado en el glomérulo, dado su papel esencial en la filtracion renal
y en el mantenimiento de la homeostasis corporal. Para ello, se evaluaron parametros
morfométricos como el didmetro, perimetro y area glomerular, el area del espacio de
Bowman, la celularidad y la circularidad glomerular (Fig. 28). Los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con CBD y el

grupo control.
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Fig. 28. La administracion oral de CBD no causa alteraciones morfolégicas en rifién. A.
Microfotografias representativas de una seccion de rifion tefiida con H&E (40X). B. Medicion del diametro
glomerular. C. Medicion del perimetro glomerular. D. Calculo del area glomerular. E. Medicion del area
del espacio de Bowman. F. Cuatificacion de la celularidad glomerular. G. Evaluacion de la circularidad
glomerular. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no
significativo).

Posteriormente, se evaluo la presencia de depositos de colageno en el parénquima renal
mediante la tincion tricromica de Masson. En las secciones analizadas (fig. 29) no se
observaron depdsitos anormales de colageno en los glomérulos ni en el intersticio renal.

La ausencia de tincion azul caracteristica indica que la administracién de CBD no induce

procesos fibroticos ni remodelacion tisular en los rifiones de los ratones tratados. ns=?
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Fig. 29. La administracién oral de CBD no causa alteraciones fibroticas en rifién. A. Microfotografias
representativas de una seccion de rindn tefiida con Tricrémico de Masson (10x), en donde no se observo
presencia de depositos de colageno en tincidon azul. Se considerod estadisticamente significativo un valor de
probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).

Por ultimo, mediante la técnica de tincion PAS se evalu6 la membrana basal glomerular,
debido a su alta concentracion de glucoproteinas, esenciales para su funcion estructural y
como barrera de filtracion. No se observaron diferencias significativas entre el grupo

control y el grupo tratado con CBD (fig. 30). En conjunto, estos resultados sugieren que

la administracion oral prolongada de CBD no provoca alteraciones morfoldgicas renales.
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Fig. 30. La administraciéon oral de CBD no altera la membrana basal glomerular. A. Microfotografias
representativas de una seccion de rifidn tefiida con la técnica de PAS (40%), se observa positividad a
glucoproteinas en la region glomerular, evidenciada por la coloracion magenta. B. Cuantificacion de la
densidad integrada en los glomérulos, sin encontrarse diferencias significativas entre los grupos analizados.
Se considero estadisticamente significativo un valor de probabilidad de p<0.05, ns (no significativo).
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CAPITULO 8

DISCUSION

El sistema endocannabinoide desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis del organismo !. Debido a la corta vida media de sus moléculas endogenas,
se ha impulsado la busqueda de compuestos quimicos exdgenos que puedan replicar sus
funciones. En este contexto, los fitocannabinoides han despertado un creciente interés por
sus posibles efectos terapéuticos. No obstante, sus propiedades beneficiosas aun no se
encuentran completamente caracterizadas. Por ello, es fundamental evaluar tanto su
potencial terapéutico como el impacto que su consumo cronico pueda tener sobre los
organos implicados en su metabolismo.

Uno de los fitocannabinoides con mayor potencial terapéutico es el cannabidiol (CBD),
una molécula carente de efectos psicotropicos 6. Diversos estudios han documentado su
capacidad antioxidante frente a agentes estresores como el MPP* y el paraquat (PQ),
posiciondndolo como una alternativa prometedora en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, ya que estos compuestos mimetizan el dafo celular caracteristico de
dichas patologias 4.

En nuestro modelo experimental in vitro, el pretratamiento con 10 uM de CBD durante 24
horas resulté en una disminuciéon aproximada del 50 % en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por PQ tras 48 horas de exposicion. Este hallazgo
es consistente con lo reportado en la literatura sobre la accion antioxidante del CBD y
sugiere un efecto modulador sobre la generaciéon de ROS en condiciones de estrés
oxidativo *. No obstante, a pesar de esta reduccion, no se observo una mejora significativa

en la viabilidad celular ni en la actividad mitocondrial, lo cual contrasta con estudios
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previos en los que el CBD mostr6 un efecto protector mas amplio. En dichos estudios, un
pretratamiento con la misma concentracion utilizada en nuestro modelo fue capaz de
contrarrestar la pérdida de viabilidad celular inducida por diferentes concentraciones del
estresor MPP*, lo cual se evidenci6 mediante la disminucién en la expresion de
marcadores apoptoticos como Bax y caspasa-3 3!

Asimismo, se ha reportado que un pretratamiento a una concentracion de 25 pM de CBD
puede revertir el efecto supresor del MPP* sobre la via antioxidante NRF2, restaurando su
expresion en células sometidas a este estresor 22, Sin embargo, en nuestro modelo
experimental, dicha concentracion result6 dafiina, ya que por si sola indujo estrés celular.
Esto sugiere que tanto la concentracion como el tiempo de exposicion al CBD son
variables criticas que pueden condicionar la activacion de rutas protectoras como NRF2 y
modular procesos apoptdticos como la activacion de caspasa-3 y Bax. Adicionalmente, se
ha descrito que concentraciones directas aun menores de CBD, como 1 uM, pueden ejercer
efectos antioxidantes, como la reduccion de los niveles de oxidacion de la proteina DJ-1
en modelos de estrés inducido por la combinaciéon de PQ y Maneb (MB), plaguicidas
utilizados en agricultura, lo cual refuerza la idea de una accion dosis-dependiente del CBD
30,

Asimismo, es posible que otros mecanismos de accién del CBD no hayan sido detectados
con los métodos empleados en esta etapa del estudio, ya que el andlisis se centro
exclusivamente en la cuantificacion de ROS mediante la sonda DHE. Cabe senalar que el
PQ también puede inducir la formacion de especies reactivas de nitrogeno (RNS), las
cuales no fueron evaluadas. Por tanto, es fundamental esclarecer si el CBD ejerce también
un efecto modulador sobre estas especies y explorar de manera més amplia las vias

antioxidantes implicadas. Asimismo, se requiere profundizar en la caracterizacion del
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dafio mitocondrial inducido por el PQ y evaluar de forma especifica como el tratamiento
con CBD podria modificar estos efectos. Estas aproximaciones permitirdn una mejor
comprension del potencial terapéutico del CBD en contextos de toxicidad oxidativa
compleja.

Considerando las limitaciones del modelo in vitro, en este estudio también se evaluaron
los efectos del CBD en un modelo animal mediante la administracion cronica de una dosis
equiparable a la previamente reportada en estudios clinicos en humanos (5.6 mg/kg). La
dosis utilizada no fue toxica para los animales, ya que no se observaron alteraciones en el
patron de ingesta de alimento, peso corporal ni en la supervivencia durante el periodo de
administracion. A diferencia de otros fitocannabinoides, el CBD tiene una baja afinidad
por el receptor CBI1, el cual se ha asociado con la alteracion en el apetito y el aumento de
la ingesta alimentaria 3637,

A nivel conductual, los animales tratados con CBD no mostraron déficits en parametros
motores ni cognitivos, lo que sugiere que esta dosis no compromete funciones
neurologicas basicas. No obstante, se observo un efecto conductual significativo en donde
los animales tratados mostraron una menor aversion a zonas abiertas e iluminadas,
reflejando una mayor disposicion a explorarlas. Este patron ha sido previamente descrito
en modelos animales de ansiedad, donde el CBD ha demostrado efectos ansioliticos
caracterizados por un aumento en el tiempo pasado en la zona iluminada y un mayor
numero de entradas en la prueba de transicion luz/oscuridad 3%, De manera similar, en la
prueba de campo abierto, se ha observado que el tratamiento con CBD incrementa la
permanencia en el centro del campo *°. Este efecto podria estar mediado por una mayor
liberacion de dopamina modulada por la accion del CBD sobre el receptor serotoninérgico

5-HT1A, cuya activacion ha sido relacionada con efectos ansioliticos 2. Por lo tanto,
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nuestros hallazgos respaldan la evidencia existente sobre el potencial ansiolitico del CBD
en condiciones fisioldgicas normales.

Si bien se ha reportado que la biodisponibilidad del CBD tras su ingesta oral es limitada
40 existe escasa informacion sobre sus posibles efectos a nivel tisular en modelos sanos.
Nuestros hallazgos indican que la administracion prolongada de CBD no produce
alteraciones histologicas evidentes en 6rganos clave para su metabolismo y excrecion,
como el higado y el rifién, en donde no se observaron alteraciones en la morfologia
hepatica ni cambios estructurales significativos en los glomérulos renales. Estos
resultados sugieren que, a la dosis utilizada, el CBD no genera toxicidad detectable en
estos tejidos, respaldando su perfil de seguridad a nivel histolégico.

Debido a su amplio espectro de propiedades farmacoldgicas, el cannabidiol (CBD) ha sido
utilizado como tratamiento complementario en diversas patologias, incluyendo epilepsia,
esquizofrenia y para el alivio de sintomas asociados a tratamientos oncoldgicos, como

nauseas y dolor cronico !> 20 ¥ 21

. Sin embargo, aunque su perfil de seguridad es
considerado favorable, se han documentado efectos adversos leves tras su administracion
en humanos, tales como somnolencia, disminucioén del apetito y, en mayor proporcion,
diarrea #!. Estos efectos a nivel gastrointestinal destacan el impacto que presenta el CBD
a nivel del sistema digestivo, por lo que es critica su evaluacion, sobre todo debido a su
administracion prolongada.

En el modelo animal de exposicion cronica al CBD, se observaron cambios a nivel de la
mucosa del intestino delgado, los cuales sugieren que el tratamiento con el
fitocannabinoide podria inducir una respuesta adaptativa del epitelio intestinal,

posiblemente orientada a preservar la funcidon de barrera y la eficiencia absortiva ante

cambios en el ambiente luminal #?. Estudios previos han demostrado que la administracion
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oral de CBD es capaz de prevenir el aumento en la permeabilidad intestinal inducido por
procesos inflamatorios, evidenciado mediante pruebas como la relacion lactulosa/manitol
43, Estos efectos protectores se han atribuido a la activacion de receptores como CBI1 y
PPARY, involucrados en la modulacion de la inflamacion y la homeostasis epitelial 44,
La motilidad intestinal se regula por contracciones del musculo liso, coordinadas por el
sistema nervioso entérico y moduladas por sefiales del sistema nervioso central .
Neurotransmisores como la serotonina (5-HT) y la acetilcolina son fundamentales para el
control del peristaltismo y del tono intestinal **. Ademés, la presencia de receptores del
sistema endocannabinoide en el tracto gastrointestinal, principalmente en neuronas
entéricas, sugiere una participacion activa de este sistema en la regulacion digestiva #7.
Nuestros hallazgos indican que el CBD podria inducir un efecto hipertréfico sobre la
muscular externa, posiblemente mediado por su interaccion con el receptor TRPV1 o 5-
HT1A, los cuales participan en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores como
la acetilcolina 4. La presencia de modificaciones morfologicas en las neuronas del plexo
mientérico, denotando un estado de activacion, respalda la hipotesis de que el CBD actia
a través del eje neuroentérico para modular la actividad del musculo liso intestinal.
También se sugiere que podria participar en la inhibicion de las enzimas
acetilcolinesterasas, aumentando los niveles de acetilcolina .

También, se observd un incremento en el nimero de células gliales entéricas, sin que se
detectaran alteraciones en la poblacién neuronal, evaluado mediante el marcaje para
GFAP y HuC/HuD, respectivamente. Dado que el CBD puede activar el receptor TRPV1,
uno de sus efectos potenciales es la induccion de factores neurotréficos involucrados en
la supervivencia y funcionalidad neuronal #°. Debido a que previamente observamos un

aumento en el area del citoplasma neuronal tras la administracion de CBD, esto podria

60



interpretarse como una respuesta adaptativa orientada a reforzar el soporte trofico y
funcional a las neuronas entéricas. Estos hallazgos sugieren que el CBD podria modular
la interaccion neurona-glia en el sistema nervioso entérico, promoviendo una homeostasis

que favorece el mantenimiento de la integridad neuronal.
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES

I CBD |

In vitro Disminuye estrés oxidativo
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Fig. 30. Resumen grifico. E1 CBD ejerce efectos antioxidantes y modula funciones conductuales y
gastrointestinales sin efectos adversos detectables.

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio indican que el CBD reduce
significativamente la produccion de especies reactivas de oxigeno generadas por el
paraquat, aunque no logr6 prevenir la muerte celular. La exposicion cronica al CBD, en
el modelo animal, promovi6 un comportamiento exploratorio y redujo el comportamiento
tipo ansioso en los murinos. Asimismo, el uso prolongado de CBD es seguro en los
organos involucrados en su metabolismo, como el higado y rifion, sin evidenciar
toxicidad.

No obstante, se observaron modificaciones en la mucosa y a nivel neuromuscular en el
intestino delgado. Estos cambios sugieren que el CBD podria favorecer la peristalsis y

facilitar el transito intestinal mediante adaptaciones estructurales.
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En conjunto, estos hallazgos indican que el CBD ejerce efectos antioxidantes y modula
funciones conductuales y gastrointestinales sin efectos adversos sistémicos detectables,
respaldando su perfil de seguridad y abriendo nuevas perspectivas para su potencial uso

terapéutico en diversas condiciones.
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