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ABSTRACT

Cannabinoids, derived from the cannabis plant (Cannabis sativa L.), exhibit
significant potential for various ailments, including inflammatory processes
associated with inflammatory bowel diseases and their consequences, such as
colorectal cancer. The search for therapeutic alternatives rooted in herbal medicine,
like cannabis-derived compounds, has garnered attention for their medicinal
properties and relatively low toxicity profile compared to conventional
pharmacotherapies. However, cannabinoids possess physicochemical qualities that
present challenges for their therapeutic administration, including being highly
lipophilic molecules insoluble in aqueous media, leading to variable therapeutic
outcomes. Nanotechnology applied to cannabinoid therapies offers promising
avenues to address these limitations. This study aimed to evaluate the effect of
nanoformulated delivery systems for cannabidiol (CBD) and cannabigerol (CBG),
as well as their soluble forms, on in vitro and in vivo models of colitis induced by
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS), using an intestinal cell line and the colons of
BALB/c mice, respectively. The results demonstrated the feasibility of developing
different nanoformulated delivery systems for cannabinoids, their ability to
modulate mitochondrial-dependent cellular metabolism, and the potential
protective effect of nanoformulated cannabinoids based on Eudragit L-100, and

their soluble form, against TNBS-induced damage.
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RESUMEN

Los cannabinoides, derivados de la planta de cannabis (Cannabis sativa L.),
exhiben un potencial significativo para varias enfermedades, incluyendo procesos
asociados con las enfermedades inflamatorias intestinales y sus consecuencias,
como el cancer colorrectal. La busqueda de alternativas terapéuticas arraigadas en
medicina herbal, como son los compuestos derivados del cannabis, ha llamado la
atencion por sus propiedades medicinales y su perfil de toxicidad relativamente
bajo en comparacion con las farmacoterapias convencionales. Sin embargo, los
cannabinoides poseen cualidades fisicoquimicas que presentan desafios para su
administraciéon terapéutica, incluyendo ser moléculas altamente lipofilicas
insolubles en medios acuosos, lo que conlleva a resultados terapéuticos variables.
La nanotecnologia aplicada a las terapias con cannabinoides ofrece vias
prometedoras para abordar estas limitaciones. Este estudio tiene como objetivo
evaluar el efecto de sistemas nanoformulados para la entrega de cannabidiol y
cannabigerol, asi como sus formas solubles, sobre modelos in vitro e in vivo de
colitis inducida por acido trinitrobenzenosulfonico (TNBS), en una linea celular
intestinal y en colon de ratones BALB/c, respectivamente. Los resultados
demostraron la factibilidad de la elaboracion de diferentes sistemas de entrega
nanoformulados para cannabinoides, su capacidad para modificar el efecto de los
cannabinoides sobre el metabolismo celular dependiente de mitocondria, asi como
un potencial efecto protector de los cannabinoides nanoformulados con Eudragit

L-100 y solubles sobre contra el dafio causado por TNBS.
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1. INTRODUCCION

La planta de mariguana (Cannabis sativa L.), una de las plantas mas antiguas
cultivadas por el ser humano, le ha proporcionado herramientas para su desarrollo a lo
largo de la historia. Sus propiedades medicinales han sido conocidas y utilizadas por
distintas culturas desde hace milenios. En la actualidad, sus principales compuestos
activos, los fitocannabinoides, se asocian con efectos terapéuticos para una amplia gama
de enfermedades que afectan tanto a humanos como a animales. Los fitocannabinoides
(fCBs), junto con otros compuestos derivados de la planta, tienen la capacidad de
interactuar con la compleja red de sefalizacion celular denominada recientemente como
endocannabinoidoma (eCBoma). Estudios recientes sefialan el potencial de compuestos
como el cannabidiol (CBD) y el cannabigerol (CBG) para modular los efectos de las
enfermedades inflamatorias intestinales (EII). Estas patologias comprenden un grupo
heterogéneo de enfermedades de etiologia incierta, que comparten caracteristicas en
comun y se manifiestan a través de episodios de inflamacion localizada, pero no limitada,
en el tracto gastrointestinal. Actualmente no existe una solucion definitiva para las
manifestaciones de la enfermedad, y los tratamientos farmacolégicos disponibles logran
mitigar eficazmente sus efectos a largo plazo, ademas de producir notables efectos
secundarios que impactan negativamente la salud. Ante esta problematica, la busqueda de
alternativas terapéuticas mas seguras y eficaces han puesto un foco de atenciéon a la
medicina herbal, particularmente en forma de extractos naturales de plantas como
Cannabis sativa. En este contexto, los efectos anticolitis de la planta de cannabis le otorgan
un lugar destacable como una posible opcion terapéutica para mejorar la salud de quienes
padecen estas condiciones. Sin embargo, las limitaciones fisicoquimicas de los
cannabinoides, que son compuestos altamente lipofilicos, requieren la reformulacion para
mejorar su efectividad terapéutica. La aplicacion de nanoformulaciones para la entrega de
cannabinoides representa una estrategia prometedora para superar estas limitaciones.
Investigaciones recientes sugieren que el uso de sistemas de nanoentrega, particularmente

cargados con cannabinoides, puede contribuir a reducir los efectos negativos de la colitis.

En el presente trabajo aborda tres pilares fundamentales: 1) las enfermedades

inflamatorias intestinales, como un problema de salud que requiere de investigaciones en



torno a alternativas terapéuticas seguras basadas en productos naturales, como los
fitocannabinoides; 2) el potencial terapéutico de los fitocannabinoides, que podrian mitigar
los procesos inflamatorios en la colitis; y 3) la aplicacion de la nanotecnologia, en forma
de sistemas de nanoentrega, para la carga y administracion de cannabinoides,
contribuyendo a superar las limitaciones fisicoquimicas de presentan. Siguiendo este hilo
conceptual, en este trabajo se hipotetiza que la administracion de los cannabinoides
cannabidiol y cannabigerol, tanto en su forma libre como nanoformulada, podria
contrarrestar el proceso inflamatorio intestinal en un modelo murino de colitis. Para
abordar esta hipdtesis se llevaron a cabo tres fases experimentales: Iniciando con el disefio
y la caracterizacion de multiples sistemas de nanoentrega de cannabinoides. Prosiguiendo
con la evaluacion de sus efectos in vitro en una linea celular intestinal sana, expuesta a un
agente inductor de colitis. Finalmente, la evaluacion comparativa de la eficacia de un
sistema de nanoentrega y los cannabinoides libres en aspectos de la inflamacién en un

modelo murino de colitis.



2. ANTECEDENTES

2.1. Cannabis y cannabinoides
2.1.1. La planta de cannabis (Cannabis sativa L.)

La planta de cannabis, o mariguana, (Cannabis sativa L.) ha tenido presencia junto
al ser humano durante milenios. Dos lugares parecen ser la cuna de los origenes de la
planta: las laderas de los Himalayas y las llanuras de Pamir y se cree que fue la primera
planta domesticada por la humanidad. La evidencia més antigua de su cultivo data de una
soga de cafiamo en 26,000 a.C en la Republica Checa (Hourfane et al., 2023). Otro
hallazgo maés reciente la sitia alrededor de 10,000 afos atras en China, de acuerdo con
evidencia arqueoldgica, en donde se utilizaba para obtenciéon de alimento y fibras.
Evidencia de su uso como elemento medicinal o alimenticio se ha encontrado presente en
civilizaciones antiguas como Egipto, en momias; por los antiguos griegos y los escitas.
Entre un gran nimero de otras civilizaciones. Sus propiedades psicoactivas no se conocian
atn en el mundo occidental, sus principales usos eran para la obtencion de fibras y
alimento. Fue hasta 1840 cuando se introdujo su uso medicinal en Europa. Su popularidad
aumento considerablemente en Europa y Estados Unidos, encontrandose en formulaciones
medicinales diversas como calambres menstruales, asma, insomnio, como apoyo en la
labor de parto, migrafias, infecciones de garganta y abstinencia del uso de opio. (Klumpers
& Thacker, 2019) La planta para sus diversos usos hizo su primera aparicion en el
continente Americano a través de chile, en 1545; y Canad4, en 1606 (ElSohly et al., 2017).
Su adaptabilidad a diferentes climas la ha llevado a una distribuciéon mundial. Los registros
historicos revelan que la planta ha sido utilizada como fuente de fibra, alimento, aceites,
elemento recreativo, religioso, alimento para ganado y para el cuidado de piel y cabello.
Ademas de su uso como elemento medicinal, en donde se ha destacado su uso terapéutico

para el tratamiento de dolor cronico, depresion e inflamacion (Hourfane et al., 2023).

Su clasificacion taxondémica aun es tema de debate. Desacuerdos entorno a qué tipo
de clasificacion aun persisten, debido a que se puede clasificar por su taxonomia botéanica,
quimiotaxonomia, taxonomia vernacular y recientemente, secuenciacion genética
(Klumpers & Thacker, 2019). Actualmente se acepta su clasificacion como Cannabis

sativa con una abundante presencia de cultivares, o cominmente denominados como sepas

3



(Klumpers & Thacker, 2019) (Farag & Kayser, 2017). Su rica diversidad fenotipica es el
resultado de la seleccion y cruza que ha sufrido por cientos de afios (Farag & Kayser,

2017).

Dentro de sus caracteristicas botanicas mas importantes cabe destacar que la planta
es anual, dioica y floreciente, que presenta dimorfismo sexual entre machos y hembras
(Figura 1). La planta hembra es de importancia debido a que en sus flores se encuentran
microestructuras denominadas tricomas glandulares (Figura 2) carentes en la planta
macho, los cuales poseen concentraciones significativas de cannabinoides y otros

compuestos de importancia bioldgica (Farag & Kayser, 2017).

Figura 1: La planta de cannabis: aspectos botanicos.

(A) Hembra C. sativa; (B) Porcion de las flores femeninas; (C) Flor femenina pistilada (estigmas, estilo,
bractea perigonal y estipula); (D) Porcion de las flores masculinas que muestran anteras; (E) Semillas
maduras. Obtenido de (Farag & Kayser, 2017).



Figura 2: Fotografias microscopicas de los tricomas de C. sativa.

(A) Tricomas en las flores; (B) tricoma capitado entallado; (C) tricoma capitado sésil; (D) tricoma
bulboso; (E) tricomas en la bractea; (F) tricomas en el tallo; (G) tricomas en la superficie adaxial de una
hoja floreal. La flecha indica un tricoma capitado sésil; (H) tricomas en la superficie abaxial de una hoja.
Presencia abundante de tricomas capitados sésiles pequefios y tricomas bulbosos. Obtenido de (Farag &
Kayser, 2017).

La planta contiene un gran nimero de compuestos quimicos, alrededor de 550
moléculas. Estos componentes principalmente pertenecen a las clases de los
cannabinoides, terpenoides, estilbenos, lignanamidas, carotenoides, flavonoides y

alcaloides (Hourfane et al., 2023).
2.1.2.  Fitocannabinoides

El término fitocannabinoide hace referencia a terpenoides bioactivos que antes se
creian exclusivos de la planta Cannabis sativa. No obstante, actualmente ha se han
descubierto en otros organismos como plantas y hongos. De forma similar, el término
cannabinoides se refiere a moléculas con una estructura quimica caracteristica, o también
como ligandos farmacologicos de receptores de endocannabinoides humanos (Giilck &
Moiller, 2020). Se ha acumulado evidencia sobre el uso, eficacia y seguridad de los
fitocannabinoides en diversos padecimientos como nduseas y vomito, insomnio, ansiedad,
pérdida de apetito, dolor neuropatico y cronico, desordenes psiquiatricos, epilepsia
(Klumpers & Thacker, 2019) y se ha sefialado su actividad antiparasitaria, antiviral,
antiinflamatoria, anticancerigena, neuroprotectora, dermocosmética (Hourfane et al.,

2023), desordenes gastrointestinales (Martinez et al., 2020) entre otros.



Aun con su popularidad creciente y decreciente a nivel mundial, no fue sino hasta
1964, tras el aislamiento del tetrahidrocannabinol (THC) por Gaoni & Mechoulam (Gaoni
& Mechoulam, 1964), que comenzaron los esfuerzos cientificos para elucidar sus
propiedades moleculares y los elementos endégenos humanos y animales con los cuales
interactiia. Asi fue como comenzaron a descubrirse los primeros componentes de un
sistema ampliamente estudiado actualmente y cuya modulacion presenta una interesante
propuesta terapéutica, el Sistema Endocannabinoide o, como se le ha nombrado mas
recientemente al conjunto de éste y otros mediadores moleculares de los cannabinoides, la

Endocannabinoidoma (eCBoma).

El tetrahidrocannabinol (THC), el principal ingrediente psicoactivo de la planta de
mariguana, es el principal componente del uso de la mariguana como droga ilicita debido
a sus efectos intoxicantes (Kicman & Toczek, 2020). Por otra parte se ha enfocado el
interés a cannabinoides ‘’no psicoactivos’ como el cannabidiol (CBD), cannabigerol
(CBG), cannabicromeno (CBC) y cannabidivarin (CBDV) por sus falta de estos efectos
(Martinez et al., 2020). Cabe destacar que hay una tendencia de denominar a cannabinoides
como el CBD como ‘’no intoxicantes’’ debido a que podrian modular los sintomas de
ciertos desordenes neuropsiquiatricos por lo que el término ‘’no psicoactivo’ no
concuerda del todo (Kicman & Toczek, 2020). Particularmente el cannabidiol y el
cannabigerol han mostrado tener potencial terapéutico debido a su baja toxicidad y que
no producen efectos psicotomiméticos como el THC (Brierley et al., 2016; Iffland &
Grotenhermen, 2017; Kicman & Toczek, 2020; Kulpa et al., 2023) . Estos se encuentran
en diferentes cantidades en la planta de cannabis y actualmente son sujetos de extensivos
estudios por su capacidad de interactuar con numerosos receptores en animales. Los
efectos fisiologicos de los cannabinoides estan mediados por multiples mecanismos diana.
Entre éstos se encuentran receptores cannabinoides (CBRs), otros receptores acoplados a
proteina G, receptores de glicina, 5-HT, PPARs, TRPs, entre otros (Turner et al., 2017).
Ademas de interactuar directamente con receptores, al ser degradado por la enzima FAAH
(fatty acid amide hydrolase; 4cido graso amida hidrolasa), principal enzima que degrada
cannabinoides enddgenos como la anandamida, el cannabidiol puede inhibir su actividad
sobre ésta, estimulando el tono de cannabinoides enddgenos y su sefializacion (Fernandez-

Ruiz et al., 2015; Toczek & Malinowska, 2018).



Numerosos estudios han descrito el perfil de seguridad del CBD, a dosis variables.
Principalmente se ha observado que su administracion no afecta adversamente funciones
psicologicas o psicomotoras, ademas de no alterar parametros fisioldgicos como ritmo
cardiaco, presion sanguinea y temperatura corporal. En humanos se ha reportado que el
uso cronico y a dosis altas de hasta 1500 mg por dia han sido muy bien toleradas (Iffland
& Grotenhermen, 2017). En un estudio en ratones en donde se buscaba inducir toxicidad
aguda y sub-aguda por medio de la administracion de cannabidiol a dosis de 0 hasta 2460
mg/kg por la via oral, se observaron cambios comportamentales a partir de los 600 mg/kg,
como letargia, pérdida del apetito y pérdida de peso. Ademads, cambios bioquimicos en
marcadores sanguineos ALT y AST, asi como cambios histomorfoldgicos en higado.
Finalmente, los autores destacan que dosis tan altas como 2460 mg/kg de cannabidiol no
es aplicable en la mayoria de los casos en la vida real y sefialan la necesidad de estudios

crénicos y sub-cronicos (Ewing et al., 2019).

De la misma forma el cannabigerol ha sido probado en modelos animales a diferentes
dosis y se ha evaluado su actividad psicotomimética y estimulante del apetito con dosis de
hasta 240 mg/kg. El cannabigerol administrado a diferentes dosis por via oral en ratas pre
saciadas mostrd aumentar el apetito de los animales sin efectos perjudiciales en el balance,
control motor o fuerza muscular (Brierley et al., 2016). Por su parte, los estudios entorno
a la toxicidad del cannabigerol en humanos son mas escasos. En un estudio en ratas pre-
saciadas, se utilizaron dosis maximas de 240 mg/kg de cannabigerol y se evalud su
actividad psicotomimética y estimulante del apetito, y no mostro efectos similares al THC,
alteraciones comportamentales o efectos perjudiciales en el balance, control motor o fuerza
muscular incluso a dosis de 240 mg/kg (Brierley et al., 2016). Se ha propuesto que la
actividad terapéutica de cannabinoides, y otros compuestos naturales, mejora cuando se
administran simultdneamente dos o mas en la misma formulacion. A la interaccion entre
fitocannabinoides entre si mismos u otros compuestos, como los terpenos, se le ha

denominado efecto séquito. (Namdar et al., 2019).
2.2. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Como se ha mencionado, el cannabidiol y el cannabigerol, entre otros cannabinoides,

se han estudiado por su potencial terapéutico en enfermedades de importancia en medicina



humana y medicina veterinaria, tales como enfermedades inflamatorias intestinales y una
de sus comunes consecuencias, el cancer de colorrectal (Grill et al., 2018). La enfermedad
inflamatoria intestinal (EII) representa a un grupo de enfermedades heterogéneas que se
presentan como cuadros de inflamacion gastrointestinal cronicos y reincidentes cuya
exacta etiologia y mecanismos patoldgicos permanecen inciertos (Saez et al., 2023). El
término engloba ciertas enteropatias cronicas con caracteristicas en comun que han sido
descritas en animales y humanos (Jergens & Simpson, 2012). Principalmente consiste en
dos entidades muy bien establecidas pero no completamente discretas y muy relacionadas,
la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerativa (CU) (Malik, 2015), descritas
inicialmente por Crohn y Wilks, respectivamente, y representan dos etiologias
significativas de enfermedades gastrointestinales cronicas con presencia en todo el mundo
(Figura 3). Ambas se caracterizan por remisiones y recaidas con interacciones complejas

entre genes, estimulos medio ambientales y respuesta inmune (Eltantawy et al., 2023).

Incidencia
mas baja, pero
aumentando

Figura 3: Tendencias de la incidencia de EII en el mundo.
Traducido de (Malik, 2015).

Basados en sintomas, localizacion de la enfermedad y caracteristicas
histopatologicas es que se puede diferenciar a estas dos entidades. La enfermedad de Crohn

es transmural, asociada a la formacion de granulomas, y se puede manifestar en cualquier
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parte del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano. Mientras que la colitis
ulcerativa afecta areas superficiales de la mucosa del colon (Saez et al., 2023). La etiologia
es incierta pero generalmente se acepta que es una enfermedad mediada por una respuesta
inmune anormal contra la microbioma en individuos genéticamente susceptibles (Figura

4) (Lu et al., 2022).

Detonante Predisposicion
ambiental genética

Respuesta Microbioma
inmune intestinal

Figura 4: Mecanismo de EII.
Traducido de (Malik, 2015)

2.2.1. Epidemiologia

La incidencia anual y prevalencia de EC y CU varia en todo el mundo dependiendo
de laregion geografica, medio ambiente, tendencias migratorias y grupos étnicos. En Norte
América, por ejemplo, ambas enfermedades se presentan en un estimado de hasta 20
personas por cada 100 mil habitantes. Por su parte, la prevalencia se ha vuelto similar para
la enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerativa, con un estimado de 25 a 300 y de 35 a 200
por cada 100 mil habitantes, respectivamente. La mediana de edad estimada a la que se

diagnostican en Norteamérica es a los 30 afios, con un rango promedio entre los 33 a los



45 anos, para la enfermedad de Crohn; y la media y mediana de edad de diagnostico de la

colitis ulcerativa en un rango de los 40 a 45 anos (Malik, 2015).
2.2.2.  Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo se encuentran detonantes ambientales como antigenos,
virus, bacterias y componentes de la dieta; autoantigenos, predisposicion genética,
microbiota intestinal o alteraciones en ésta por antibidticos, dieta, obesidad,
medicamentos, infecciones, higiene, estrés entre otros. Fumar es un factor de riesgo para
la enfermedad de Crohn pero se ha asociado el dejar de fumar como un factor de riesgo
para la colitis ulcerativa, una comorbilidad psiquiatrica, una apendectomia parece ser un
factor protector para la CU pero después de un diagnéstico de CU una apendectomia parece

empeorar el curso de la enfermedad (Eltantawy et al., 2023; Malik, 2015).
2.2.3.  Patofisiologia

El sistema inmune intestinal tiene un importante rol en mantener el balance entre si
mismo y el inmenso ecosistema de alrededor de 300 a 500 especies de bacterias que habitan
en el intestino. La desregulacion del balance que mantiene el sistema inmune intestinal se
asocia a la etiologia de EII (de Mattos et al., 2015). En una EII ocurren dafos en la barrera
intestinal. La causa del dafo puede ser un agente infeccioso, compuesto quimico o
alteracion metabolica relacionada a disbiosis por dieta, la reaccion se perpetua por una
respuesta de resolucion deficiente en el proceso inflamatorio y éste se puede ver apoyado
por una falla en los mecanismos de tolerancia a microorganismos comensales o a sefiales
propias en el tejido dafado. Aun asi, hay incertidumbre si las alteraciones en la barrera
epitelial son previas o posteriores al proceso inflamatorio en lamina propia (Saez et al.,
2023). En homeostasis, las respuestas inflamatorias, de tolerancia y resolucion se
encuentran equilibradas por las interacciones y dinamica entre las respuestas Thl, Th17,
Th2, Th9 y Treg. El desequilibrio est4 principalmente asociado a células de la respuesta
inmune adaptativa que responden a antigenos propios produciendo inflamacion cronica.
Ademas de esto, las alteraciones en los procesos de autofagia y la pérdida de la tolerancia
a antigenos propios en la mucosa intestinal determinan la intensidad y duracion de la
respuesta inflamatoria en la colitis experimental. Hay sistemas que las clasifican en base a

su estadio y localizacion. Sin embargo, realmente hay una gran cantidad de presentaciones
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clinicas por lo que aunque los sistemas de clasificacion de los fenotipos de EII son
ampliamente utilizados, su confiabilidad puede ser limitada (de Mattos et al., 2015). Los
signos clinicos pueden ser leves, moderados o severos y limitarse o no, al tracto
gastrointestinal. Entre estos se encuentra el dolor en diferentes medidas, diarrea, fiebre,
malnutricion, debilidad, fatiga, cambios de peso, heces o diarrea con sangre, hemorragias
severas, desordenes de crecimiento pediatrico, dafio a otros drganos como ojos, piel,
higado y articulaciones, aunque estos son mas evidentes en la enfermedad de Crohn
(Seyedian et al., 2019). Finalmente, estos mismos factores que conllevan al desarrollo de
inflamacion cronica colorrectal también contribuyen a la ocurrencia de carcinogénesis
inducida por inflamacion, manifestaindose como céancer colorrectal (CCR) (Shah &
Itzkowitz, 2022). Pacientes con EC o CU tienen hasta 25 veces mads riesgo de padecer
cancer colorrectal que el resto de la poblacion. Esto puede ocurrir debido a que la EII es
una inflamacion activa y persistente, la inmunosupresion, enfermedad de larga duracion,
un diagndstico a temprana edad, historial familiar de CCR, colangitis esclerosante primaria

coexistente, entre otros factores de riesgo (Malik, 2015).
2.2.4. Diagnostico

El diagnostico preciso de EII estd basado en evidencia clinica, como la endoscopica,
pruebas de laboratorio y de imagen. La evaluacion por endoscopia actualmente es la prueba
de referencia para detectar y medir el grado de inflamacion intestinal, aunque resulta
costoso e incomodo para el paciente. Otros exdmenes menos invasivos pueden servir de
apoyo al diagndstico como colonoscopia, apoyado por exdmenes de rutina como examen
fisico, examenes de laboratorio, como es el conteo sanguineo completo, ritmo de
sedimentacion eritrocitica, proteina C-reactiva, albumina, hierro, ferritina y examen de
heces (calprotectina fecal); ultrasonido abdominal, resonancia magnética, examenes

radioldgicos y capsula endoscdpica (Yamamoto-Furusho et al., 2017).
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2.2.5. Tratamientos

Dependiendo de los signos, el curso de la enfermedad y el tiempo de deteccion,
¢ésta puede restituirse o no, si es una enfermedad leve. En caso contrario, sino se detecta y
maneja a tiempo puede proseguir a un estadio moderado o de moderado a severo. El
principal objetivo del tratamiento y diagndstico es eliminar o detener los sintomas o el
progreso de la enfermedad y mejorar la salud del paciente, asi como evitar el tratamiento
quirurgico. Los objetivos del tratamiento médico son: tratamiento clinico y mejoramiento
de la condicidn clinica, reducir los efectos clinicos secundarios, mejorar calidad de vida,
reducir la toxicidad por medicamentos, apoyo nutricional y restringir la necesidad del
paciente de ser internado o de requerir cirugia (Seyedian et al., 2019). Se suelen dar
aminosalicilatos, corticoesteroides o ciclosporinas a individuos con manifestaciones leves,
moderadas y severas, respectivamente. Otras estrategias terapéuticas pueden involucrar la
manipulacion de la microbioma (de Mattos et al., 2015), si los pacientes no responden se
les ha tratado con inhibidores de calcineurina, tracolimus, inhibidores de TNFa o un
anticuerpo neutral, entre otros. Estos pueden ser ttiles pero generalmente poco efectivos
(Seyedian et al., 2019). La terapia convencional no ha logrado reducir la necesidad de
intervencion quirargica. La aproximacion para estas enfermedades también logran
disminuir la tasa de hospitalizacion, cirugia e infeccion, al evitar el uso de esteroides,
mejorar la calidad de vida y disminuir el riesgo de cancer y mortalidad (Malik, 2015).
Ademas, estas terapias no logran la remision clinica y traen consigo efectos secundarios
como inmunosupresion y vulnerabilidad a infecciones, dafio a 6rganos, altos costos o
requerimiento de tecnologia mas avanzada (de Mattos et al., 2015). Se han estudiado
algunas plantas que han mostrado eficacia en el tratamiento de EIl como baicaleina,
berberina, indigo naturalis, andrografolido, curcumina, bromeliana, entre otros, con

resultados variables e interesantes (Guo et al., 2017).

Evidencia anecddtica sefiala a la planta de cannabis (Cannabis sativa L.) como una
alternativa terapéutica para el tratamiento complementario para el alivio sintomatico de
enfermedades inflamatorias intestinales. No obstante, limitaciones importantes existen
para la obtencion de evidencia contundente y el desarrollo de terapias efectivas (Carvalho

et al., 2020). Algunas de estas limitantes del uso de fitocannabinoides como elementos
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medicinales son sus propiedades fisicoquimicas. Como su baja solubilidad en agua y su
estabilidad. Los fitocannabinoides pueden degradarse debido a la influencia del calor, la
luz y el almacenamiento (Reddy et al., 2023). E1 CBD es un buen ejemplo de esto, al ser
un compuesto altamente lipofilico es dificil de administrar por la via oral (Kok et al., 2022).
Por esta via presenta baja biodisponibilidad y perfiles farmacocinéticos variables. Debido
a que es un compuesto de altamente lipofilico, generalmente se utiliza en formulaciones
oleosas o alcohdlicas, en capsulas de gel suave, gotas sublinguales o en spray oro-mucoso.
Ademas, su lipofilicidad disminuye el ritmo de absorcidn en tracto gastrointestinal por su
precipitacion (Grifoni et al., 2022) y tanto el CBD como el THC presentan un excesivo
metabolismo de primer paso. Es decir, el metabolismo que sufren antes de llegar al sitio
diana. Estas propiedades de los fitocannabinoides son responsables de sus perfiles de
absorcion pobre, erratica y variable. Finalmente, la nanotecnologia provee una gama de
herramientas importantes para descartar estas limitaciones. La encapsulacion de fCBs en
nanoportadores, o sistemas de nanoentrega, puede protegerlos de la degradacion y mejorar

sus cualidades (Reddy et al., 2023).
2.3. Nanotecnologia y sistemas de nanoentrega

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que engloba a la ciencia de materiales
y las tecnologias derivadas de ella que pueden ser aplicadas a la biologia, quimica, fisica,
ingenieria y ciencia de materiales (RC, 2024; D. K. Singh et al., 2023). Esta ha sido
redefinida debido a sus amplias y diversas aplicaciones. Sus diferentes definiciones
enfatizan que se basa en el desarrollo de materiales altamente ordenados y
nanoestructurados que pueden reaccionar de una manera predeterminada ante una serie de
estimulos. Los materiales que conforman particulas a nanoescala tienen caracteristicas
unicas debido a su tamafio, que las hacen diferentes a los materiales en voliumenes grandes,
esto es debido a caracteristicas relacionas a la relacion entre su superficie y volumen. Asi
mismo, implica la creacion de particulas, dispositivos y sistemas bioldgicos a escala
nanométrica, que se pueden afinar para interactuar con células y tejidos a nivel molecular.
Su aplicabilidad en la medicina se puede orientar a las areas de diagndstico y aproximacion
de enfermedades, tema de gran importancia a nivel mundial (Navalakhe & Nandedkar,

2007). Algunas de las ventajas que ofrece el nanodimensionamiento en la entrega de
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farmacos son la disminucion de la variabilidad entre la respuesta de los pacientes, aumento
de la solubilidad oral, disminucion de la dosis requerida y un inicio mas répido de la

actividad terapéutica (Bhatia, 2016).

De la nanotecnologia aplicada en las ciencias biomédicas surge el concepto de
nanomedicina. Actualmente la nanotecnologia ha permitido mejoras importantes en areas
como terapia anticancer, imagenologia para el diagnostico de enfermedades, ingenieria de
tejidos, sistemas de entrega de genes y farmacos. Existen numerosos sistemas de
nanoentrega con sus respectivas ventajas y aplicaciones, entre los que se encuentran los
nanocristales, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas metalicas, micelas, dendrimeros,
nanoparticulas de oro, etc. (Farjadian et al., 2019). En el campo de la biomedicina, la
nanotecnologia se ha aplicado a la medicina herbal. Los medicamentos herbales han
ganado relevancia en todo el mundo y han mostrado ser prometedores para mantener y
mejorar la salud, asi como tratar enfermedades, al ser considerados mas seguros y
econdmicos a comparacion de medicinas modernas (Dewi et al., 2022). Al compararlos
con formulaciones farmacologicas convencionales, la nanotecnologia en medicina herbal
puede contribuir al control de la cinética de liberacion, entrega dirigida, mejoras en
solubilidad y permeabilidad, aumento de la estabilidad fisicoquimica y aumento en el
tiempo de vida en almacén. El rol y la importancia de los productos naturales en la
medicina estd avalado por numerosa evidencia cientifica. Su capacidad de modular
multiples blancos bioldgicos, vias de sefializacion y de tener significancia terapéutica,
sobre todo en enfermedades multifactoriales y complejas, como el cancer, ha captado
interés. (Vanti, 2021). No obstante, muchos de estos compuestos fitoquimicos tienen
limitaciones tales como baja absorcion y distribucion y baja biodisponibilidad, que resulta
en una actividad biologica reducida. El uso de sistemas de liberacion basados en
nanotecnologia puede ayudar a superar algunas de estas limitaciones de la medicina herbal,

principalmente sobre su biodisponibilidad y bioactividad (Dewi et al., 2022).

Nuevas posibilidades se han abierto para productos basados en cannabis en cuanto
a rutas de administracion y sistemas de entrega, debido al aumento en el niimero de
productos canndbicos, asi como sus aplicaciones médicas. Estos productos son

principalmente destinados a ser administrados por la via oral y la via inhalada. Por estas
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vias, los cannabinoides pueden ser altamente metabolizados por el higado, por lo que se
han utilizado otras vias como la oromucosa, transdermal y rectal, sin ser ampliamente
utilizadas (Lazzarotto Rebelatto et al., 2023). A pesar de sus propiedades medicinales, su
eficacia terapéutica en humanos es limitada por sus propiedades fisicoquimicas como su
baja solubilidad en agua y estabilidad. E1 CBD, por ejemplo, est4 categorizado como una
droga Clase II por el Sistema de Clasificacion de Biofarmaceuticos, con alta lipofilicidad
(LogP=6,97) y baja solubilidad en agua (28.9 mg/L). Estas propiedades son responsables
de perfiles de absorcion pobres, erraticos y variables. Ademads, en humanos, este
cannabinoide presenta excesivo metabolismo de primer paso por enzimas CYP (CYP3A4
y CYP2C19) que contribuyen en gran parte a la pérdida del compuesto que llega a

circulacion sistémica, hasta en un 75% (Reddy et al., 2023).

Se han desarrollado multiples sistemas basados en nanotecnologia para superar los
retos de la administracion de cannabinoides. Su encapsulacion en sistemas de nanoentrega
puede protegerlos de la degradacion, asi como mejorar sus cualidades fisico-quimicas,
biodisponibilidad, disminuir dosis requeridas y los efectos fuera de sitios diana (Assadpour
et al., 2023; Lazzarotto Rebelatto et al., 2023; Reddy et al., 2023; Dasram et al., 2022;
Bhatia, 2016). Estas formulaciones se pueden dividir en dos aproximaciones generalmente
reportadas: las nanosuspensiones y los nanovectores. Las primeras son soluciones acuosas
en donde se dispersan compuestos insolubles en presencia de excipientes adecuados,
seguido una reduccion de particula. No obstante, estos métodos no permiten la liberacion
controlada, la direccidon activa o pasiva o la adecuada proteccion contra la degradacion
fisica o quimica. Por su parte, los nanovectores representan herramientas muy
prometedoras, al poseer altos niveles de eficiencia de encapsulacion lo que conlleva a un
periodo en circulacion extendido, tasas de eliminacion reducidas, aumento en la estabilidad
fisicoquimica, mejoras en la captacion celular y optimizacion del perfil farmacocinético.
De acuerdo a su naturaleza, se pueden dividir en poliméricos, que utilizan polimeros
sintéticos o naturales degradables o no degradables; basados en lipidos, como nano- y
microemulsiones, vesiculas, nanoportadores lipidicos sélidos y nanoestructurados; e
inorganicos, que incluyen diversas nanoestructuras como Dots cuanticos, nanotubos de

carbon, nanoparticulas de oro, magnéticas y de silice (Grifoni et al., 2022). En la siguiente
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tabla se muestran algunos de los sistemas de nanoentrega formulados para la encapsulacion

de cannabidiol (Tabla 1)

Tabla 1: Ventajas y desventajas de tecnologias nano-basadas para cannabinoides.

Tipo de Ventajas Desventajas
Nanoparticula
Sistemas Micelas poliméricas -Aumento de la solubilidad -Baja eficiencia de carga del
coloidales de cannabinoides farmaco
basados en -Liberacion controlada de -Baja estabilidad fisica in
polimeros farmaco vivo
-Previene  los  efectos -Dependencia de la
psicotropicos de los concentracion critica micelar
cannabinoides (estas NPs no
cruzan la barrera
hematoencefalica)
-Efecto EPR debido a
pequefio tamafio de
particula
Nanoparticulas -Liberacion controlada de -Los productos de
poliméricas farmaco  (varios  dias), degradacion del polimero
particularmente interesante pueden ser toxicos
en terapias cronicas -Los métodos de preparacion
-Aumento de estabilidad y pueden utilizar solventes
proteccion contra organicos toxicos
degradacion al compararlo
con entrega de farmacos
sitio-especificos basados en
sistemas lipidicos
-El perfil de liberacion de
farmaco se puede ajustar
dependiendo del tipo de
polimero
-Los métodos de
preparacion son versatiles
Sistemas Liposomas -La cantidad de -Baja eficiencia de
coloidales cannabinoide liberado se encapsulacion a comparacion
basados en puede modular por la de otras NPs
lipidos relacion -Baja estabilidad en fluidos

fosfolipido:colesterol en la
membrana
-Alta biocompatibilidad e
interaccion con membranas
bioldgicas

biologicos

-Rapida  distribucion  en
tejidos o vida media baja (No
apropiado para liberacion
sostenida del farmaco)

-Los fosfolipidos pueden
sufrir oxidacion y reacciones
similares a la hidrolisis
-Altos costos de produccion
-El método de preparacion
tradicional utiliza solventes
organicos

-Puede activar una respuesta
inmune
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Sistemas de entrega
auto-
nanoemusificantes

Nanoemulsiones

Portadores  lipidicos
nanoestructurados

Nanocapsulas
lipidicas

-Facilidad de preparacion y
ampliacion

-Bajo costo de produccion
-Proveen alta
biodisponibilidad por via
oral
-Reducido
particula
-Reduce el efecto de las
sales biliares en la absorcion
de cannabinoides

-Bajo inicio de la accion
(Tmax reducida)

tamaflo de

-Sistemas mas estables que
los liposomas

-Aumento de solubilidad y
biodisponibilidad

-Mejora la  hidratacion
cuando se utiliza de manera
topica

-Bajo costo de produccion
-Alta eficiencia de
encapsulacion para
cannabinoides

-Facilidad para produccion a
gran escala utilizando la
técnica de homogeneizacion
a alta presion

-Las imperfecciones en la
matriz lipidica acomodan a

los cannabinoides mas
facilmente que las
nanoparticulas lipidicas

solidas, lo que impacta en la
eficiencia de encapsulacion
-Previenen que la particula
coalesca debido a la matriz
solida a comparacion de las
nanoemulsiones

-El nucleo lipidico aumenta
el ritmo de incorporacion de
los cannabinoides ademas

de que la envoltura
polimérica provee
estabilidad

-Funcionalizacion de

superficie eficiente debido a
la presencia de polimero

-Se pueden utilizar métodos
de baja energia en su
preparacion sin utilizar una

-Amplio rango de tamaiios de
particula debido a que las
nanoparticulas se forman in
situ

-La precipitacion del farmaco
en fluidos gastrointestinales
es mas comun que en otros
sistemas basados en lipidos

-Se pueden observar
fenémenos de inestabilidad
como la coalescencia,

oxidacion de los aceites o
lipidos utilizados en Ila
formulacion

-Estas particulas son mas
sensibles a cambios en la
preparacion o en los
parametros de almacenado,
lo que puede conllevar a
transiciones en la fase
lipidica

-Aunque estos sistemas son

las  estables que las
nanoparticulas lipidicas
solidas, aOn se observan
problemas con la estabilidad
a largo plazo tras el
almacenado
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alta cantidad de surfactante
o co-surfactante

Suspensiones Nanotubos de carbono -Mejora las propiedades -Produccion costosa
coloidales mecanicas (alta fuerza de Baja degradabilidad
inorganicas tension) -Problemas  toxicologicos
-Penetra membranas (complicaciones
celulares debido a un pulmonares)
tamafio de particula
reducido
-Propiedades
espectroscopicas reducidas
(e.g., Raman y
fotoluminiscencia) que

permiten el rastreo |y
monitoreo en tiempo real
del rendimiento del farmaco

Nanoparticulas -Propiedades  opticas y -Problemas toxicologicos
metalicas magnéticas especificas -Impurezas en los procesos
(importante para de sintesis de estas particulas

aplicaciones en cancer)
-Fuerte absorcién en plasma
-Aplicaciones multimodales

puede resultar en sistemas
inestables (las nanoparticulas
son altamente reactivas)

-Generalmente se
caracterizan por un tamafio
y forma uniformes

Obtenido de (Lazzarotto Rebelatto et al., 2023)

Se ha reportado en modelos in vitro € in vivo la eficacia de nanoformulaciones con
CBD, en donde mejord su solubilidad y el CBD nanoencapsulado logré disminuir la
expresion de marcadores inflamatorios sin signos de toxicidad observables. Asi mismo, se
evalud la actividad anticancerigena de nanoparticulas cargadas con CBD en lineas
celulares ovaricas y de cancer de mama, asi como en modelos murinos, en combinacién
con fadrmacos antitumorales paclitaxel y doxorrubicina, respectivamente, donde se
reportaron efectos sinérgicos in vivo, lo que permitid la reduccion de dosis en los agentes

tumorales y por ende sus efectos secundarios (Assadpour et al., 2023).

Dentro de las nanoparticulas inorganicas metalicas, las nanoparticulas de oro
destacan, debido a sus propiedades fisicoquimicas que las hacen ideales para varias
aplicaciones, especialmente en terapia, deteccion y diagnodstico o entrega de farmacos
precisa. En el caso de las nanoparticulas de oro su excelente estabilidad y
biocompatibilidad, facilidad para funcionalizar sus superficies, la baja toxicidad y

transferibilidad de farmacos las hacen ser blancos de interés en biomedicina. Con el
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aumento en su popularidad, también surgen cuestionamientos sobre su seguridad, dado que
diferentes factores pueden influir en su toxicidad tales como el tiempo de exposicion,
condiciones experimentales, materiales para funcionalizacion y cubrimiento, la ruta de
administracion, carga superficial, dosis, tamafio y forma (Milan et al., 2022). Ya se han
sintetizado nanoparticulas de oro como nanoportadores de cannabidiol. Josiah et al.,
reportaron la sintesis verde de nanoparticulas de oro y plata utilizando cannabidiol como
agente reductor y de recubrimiento, dichos investigadores probaron su efecto citotoxico en
células queratinociticas humanas para evaluar su potencial como tratamiento para
enfermedades de la piel. En este estudio se obtuvieron nanoparticulas estables de oro y
plata utilizando el CBD como agente reductor, de forma esférica y de tamafnos menores a
10 nm. En los ensayos de citotoxicidad, estas nanoparticulas mostraron ser menos
citotoxicas en células HaCaT que el CBD solo. Por otra parte, las nanoparticulas de oro
recubiertas de CBD mostraron mayor citotoxicidad sobre esta linea celular, lo que indicaria
un potencial benéfico en el tratamiento de cancer (Josiah et al., 2021). Singh et al., también
reportaron la sintesis de nanoparticulas de oro a partir de extractos acuosos de diferentes
partes de la planta de cannabis para evaluar su efecto de inhibicion de biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, obteniendo particulas de tamanos de entre
12 a 40 nm. No obstante, el enfoque de dicho estudio evaluaba el efecto extracciones

acuosas de la planta en donde no se consider6 la presencia de cannabinoides (P. Singh et

al., 2018).

Para la encapsulacion de cannabinoides con materiales poliméricos, principalmente
se ha reportado la encapsulacion de THC, CBD y cannabinoides sintéticos u otros
derivados de la planta de cannabis. Wang et al., aprovecharon las caracteristicas de la
zeina, un subproducto del almidon de maiz, para formular nanoparticulas de cannabidiol.
La zeina posee una alta capacidad de autoensamblado para general nanoparticulas y esto
la hace ventajosa para encapsular nutracéuticos. Estas nanoparticulas se combinaron con
proteina de suero para conferir estabilidad y se obtuvieron nanoparticulas homogéneas de
tamafo promedio de entre 140-160 nm solubles en agua (C. Wang et al., 2022; C. C. Wang
et al., 2022). Por su parte, Fraguas-Sanchez et al., formularon nanoparticulas de PLGA
cargadas con CBD. capaces de ser internalizadas en células de cancer de ovario. Los

autores evaluaron la estabilidad y las propiedades antitumorales in vitro e in ovo en
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modelos cancer de ovario. Las nanoparticulas formuladas mostraron estabilidad en
almacén al ser liofilizadas, una liberacion sostenida y controlada de CBD por un periodo
de 4 dias y cualidades anticancerigenas in vitro e in ovo (Fraguas-Sanchez et al., 2020). El
PLGA es un polimero que se ha utilizado ampliamente para el desarrollo de
nanoportadores de farmacos debido a su biodegradabilidad y falta de toxicidad. La
encapsulacion de cannabinoides (como el THC) con PLGA ha mostrado aumentar su
citotoxicidad en células cancerigenas de colon, a comparacion del THC soluble, a tiempos
de incubacién prolongados (t> 120 h). Mientras que a tiempos de incubacion menores (96
h) el cannabinoide soluble mostré producir mas citotoxicidad. Lo que podria deberse a una

liberacion controlada del cannabinoide por parte de las nanoparticulas (Reddy et al., 2023).

Explorar diferentes sistemas de nanoentrega para cannabinoides contribuird a justificar
su uso terapéutico en enfermedades inflamatorias intestinales, para tratar el proceso
inflamatorio y otras consecuencias como el cancer colorrectal. En el presente trabajo
evalua el potencial de la nanoformulacion de diferentes sistemas de entrega basados en
nanotecnologia para la entrega de cannabidiol y cannabigerol, y evalua su potencial
citotoxico en lineas celulares intestinales cancerigenas y su potencial antiinflamatorio en
un modelo murino de inflamacién intestinal. En México, actualmente son pocas las
investigaciones que buscan describir los efectos antiinflamatorios de cannabinoides
solubles o en sistemas de nanoentrega sobre padecimientos de importancia humana y

veterinaria, por lo que resulta de importancia integrar este tipo de perspectivas terapéuticas.
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3. JUSTIFICACION

La planta de cannabis ha sido utilizada por el humano durante milenios. Sus
propiedades medicinales y su potencial terapéutico son objeto de interés en todo el mundo
por la diversidad de enfermedades en las que puede ser util como un tratamiento paliativo.
Los extractos y componentes de la planta de cannabis (Cannabis sativa L.) han demostrado
mejorar los signos y sintomas de numerosas enfermedades dolorosas e inflamatorias,
mejorando la calidad de vida de los pacientes. Ademas, los rangos de seguridad y la falta
de efectos secundarios de algunos de sus componentes, como lo son los fitocannabinoides
no psicoactivos como el cannabidiol y el cannabigerol, hacen de éstos una herramienta
terapéutica prometedora a evaluar. Los cannabinoides se han investigado por su potencial
antiinflamatorio y anticancerigeno en enfermedades que afectan tanto a humanos como a
animales, tales como las enfermedades inflamatorias intestinales (EIls). Las Ells son
enteropatias cronicas incurables que pueden afectar tanto a humanos como animales. Las
consecuencias de los procesos inflamatorios intestinales disminuyen el bienestar de
quienes las padecen e incluso pueden conllevar al padecimiento de cancer y la muerte. Los
tratamientos convencionales se basan en reducir la actividad del sistema inmune, pero
resultan inefectivos, fallando en evitar la mejoria a mediano y largo plazo. Ademas, los
efectos secundarios resultantes del uso de farmacos convencionales traen efectos
secundarios sistémicos que comprometen ain mas el bienestar y la vida. La blisqueda de
alternativas terapéuticas eficaces y seguras para el tratamiento de las Ells resulta de
importancia para su control. Sin embargo, los fitocannabinoides al igual que un gran
numero de fitoterapéuticos de origen natural, tienen limitaciones fisicoquimicas que
obstaculizan su administracién como elemento terapéutico, asi como su almacenamiento a
largo plazo. La nanotecnologia, particularmente los nanofarmacéuticos, proveen una
solucion al problema. El nanodimensionamiento de fitoterapéuticos puede contribuir a
superar sus limitantes fisicoquimicas y mejorar sus cualidades farmacologicas.
Actualmente son pocas las investigaciones que evaluan la eficacia de nanofarmacéuticos a
base de cannabinoides en enfermedades inflamatorias intestinales. En México,
actualmente son pocas las investigaciones que buscan describir los efectos
antiinflamatorios de cannabinoides en Ells, por lo que resulta de importancia integrar este

tipo de perspectivas terapéuticas.
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4. HIPOTESIS

La administraciéon de nanoparticulas con cannabidiol y cannabigerol disminuye la

respuesta inflamatoria en un modelo murino de colitis
5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los cannabinoides cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG)

solubles y nanoencapsulados en un modelo de colitis.
5.2. Objetivos especificos

1. Disefio y caracterizacion de multiples sistemas de nanoentrega para cannabidiol y
cannabigerol.

2. Analizar el efecto de los cannabinoides CBD y CBG en un modelo murino de
colitis.

3. Analizar el efecto de un sistema de nanoentrega de CBD y CBG adecuado en la

respuesta inflamatoria en un modelo murino de colitis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefio y caracterizacion de sistemas de nanoentrega

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico y se adquirieron en Sigma-
Aldrich ® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y CTR Scientific México (Monterrey, México).
Los copolimeros Eudragit L-100 y acido poli(lactico—co—glicolico) (PLGA) se adquirieron en
Helm México (© HELM AG. Hamburgo, Alemania). Las metodologias para la sintesis de
nanoparticulas de oro, de zeina y el complejo hibrido metalico-polimérico se realizaron en el
Laboratorio de Inmunobiologia y Virologia en la Unidad A de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
(UANL, San Nicolas, Nuevo Ledn). Las metodologias para la sintesis de nanoparticulas de PLGA
y Eudragit L100 se realizaron en el Laboratorio de Quimica Analitica en la Unidad B de la Facultad

de Ciencias Biologicas (UANL, San Nicolds, Nuevo Ledn).

6.1.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

Primero, se estandarizo la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs), utilizando el
cannabidiol y el cannabigerol como agentes reductores. La sintesis de las nanoparticulas
de oro se realizo utilizando como precursor una sal de 4cido tetraclorodurico (HAuCL4)
en una solucion etanolica. Se probaron diferentes concentraciones del precursor de oro, de
cannabinoides y NaOH hasta lograr obtener una solucién color rojo vino, indicador de la
presencia de nanoparticulas. Durante la estandarizacion se utilizaron volimenes de 5 mL
de etanol absoluto y concentraciones del precursor de 2mM a 0.01mM, y diferentes
concentraciones de cannabinoides en agitacion magnética a temperatura ambiente. A la
solucion de HAuCLI4 se le agregaron diferentes volimenes de cannabinoides en solucioén
etanolica a una concentracion de 0.1 g/mL y una relacion 1:1 de CBD:CBG. Finalmente
se agregd un volumen de 350 pul de NaOH a 0.1M y se dej6 en agitacion magnética por 30

minutos.
6.1.2. Sintesis de nanoparticulas de zeina

Para la sintesis de nanoparticulas poliméricas de zeina se adaptd la metodologia
utilizada por el equipo de trabajo del Laboratorio de Inmunobiologia y Virologia de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas (UANL, San Nicolds, Nuevo Leo6n). Se prepararon
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soluciones de 0.01 y 0.02 g de zeina en 10 mL de etanol al 80% y 0.06g de cannabinoides
en una relaciéon 1:1 CBD:CBG. La solucion se calentdé a 95°C durante 30 minutos.
Posteriormente se colocaron 6 mL de agua desionizada en un vaso precipitado y en un
homogeneizador a 5,000 rppm (Homogeneizador T 25 ULTRA-TURRAX, IKA®) durante
2 minutos. Se afiadieron volimenes por goteo lento de la solucion de zeina y cannabinoides

hasta que un color turquesa transparente fuera perceptible.
6.1.3. Sintesis del nanocomplejo hibrido metdalico-polimérico

La solucion final de AuNPs a utilizar fue de 5 mg de HAuCL4 a 0.5mM en etanol,
afnadiendo 0.3 mg de solucion de cannabinoides (CBD:CBG a 1:1) a una concentracion de
0.1 g/mL y finalmente 0.35mL de NaOH a 0.1M en agitacion magnética a temperatura
ambiente por 30 minutos. La solucién de AuNPs se colocod en una caja de Petri a 40°C
durante 3h para retirar el etanol por evaporacion. Seguido, se prepard una solucion de zeina
al 0.1% en etanol al 80% y se le dio tratamiento térmico calentandola a 95°C por 30
minutos. La solucion de zeina tratada se utilizo para resuspender las AuNPs en un volumen
final de 2 mL. Répidamente se obtuvieron 100 pL de esta solucion (zeina + AuNPs) y se
colocaron por goteo en 6 mL de agua desionizada en un homogeneizador a 5,000 rpm

durante 2 minutos. Finalmente se obtuvo una solucion color turquesa transparente.
6.1.4. Sintesis de nanoparticulas con polimero Eudragit L-100

Para esta metodologia de sintesis se utilizo la técnica de nanoprecipitacion. Para la
preparacion de la fase acuosa, donde un volumen de 10 mL de agua bidestilada, se colocod
en el reactor. La fase oleosa fue preparada anadiendo 80 mg de polimero Eudragit L-100
y 20 mg de compuesto activo (CBD o CBG) a un volumen de 8 mL de metanol, que se
sometid a proceso de sonicacion durante 1 minuto (2510R-DTH BRANSONIC®).
Posteriormente la fase oleosa fue afiadida al inyector y depositada por gravedad en el
reactor, formandose las nanoparticulas poliméricas. Una vez formadas, fue necesaria la
eliminacion de solventes con destilacion rotatoria al vacio, asociada a bafio maria
(Laborota 4003 control Heidolph®) a una velocidad de 120 rpm por 20 minutos a 25 °C.
La suspension obtenida fue llevada a volumen de 10 mL con agua bidestilada. Finalmente,
se prepararon blancos siguiendo la misma metodologia, sin la adicion de el compuesto

activo.
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6.1.5. Sintesis de nanoparticulas con polimero PLGA

La fase acuosa fue preparada midiendo un volumen de 10 mL de agua bidestilada, que
fueron depositados en el reactor. La fase oleosa fue preparada anadiendo 40 mg de
polimero PLGA y 4 mg de compuesto activo (CBD o CBG) a un volumen de 8 mL de
acetona, que se sometieron a proceso de sonicacion durante 30 segundos (2510R-DTH
BRANSONIC®). Posteriormente la fase oleosa fue agregada al inyector e
instantaneamente por gravedad fue cayendo al reactor, obteniendo las NP. Una vez
formadas las NP se eliminaron los solventes con destilacion rotatoria a vacio (Laborota
4003 control Heidolph®) a una velocidad de 120 rpm por 15 minutos a 25 °C. La
suspension de nanoparticulas obtenidas fue llevada a volumen conocido de 10 mL con
agua bidestilada. Finalmente, se prepararon blancos siguiendo la metodologia descrita,

exceptuando la adicion del compuesto activo.
6.2. Caracterizacion de los sistemas de nanoentrega y efecto in vitro.

Las soluciones de nanoparticulas fueron caracterizadas en base a su tamafio e indice
de polidispersidad (PDI) por dispersion dindmica de luz (DLS) (Zetaseizer Nano ZS,
MALVERN ®) y eficiencia de encapsulacion por medio de un método indirecto a través
de espectrofotometria del sobrenadante en muestras centrifugadas y lectura de absorbancia
relacionada a una curva de calibracion, para posteriormente determinar la cantidad de
compuesto activo libre y una relacién por medio de una curva de calibracion de diluciones

de los cannabinoides. La eficiencia fue determinada con la siguiente formula (1):

activo libre x 100
Hg ) —100

T il
ug activo total

1)

Adicionalmente, la solucion con AuNPs se analiz6 por medio de
espectrofotometria ultravioleta visible (UV-vis) (NanoDrop™ 2000, Thermofisher) para
determinar la presencia de la resonancia del plasmén de superficie de las nanoparticulas
en tiempos diferentes y la interaccion quimica entre los cannabinoides y la nanoparticula
de oro por medio de espectroscopia por infrarrojo transformado de Fourier (FTIR) en un

espectrometro FTIR Spectrum One (PerkinElmer, Frontier IR/NIR systems).
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6.2.1. Barrido y curva de calibracion

Se prepararon soluciones estdndar de 200 ppm pesando 2 mg de CBD y CBG,
respectivamente, y aforando a 10 mL con metanol. Posteriormente, a partir de la solucion
estandar fueron preparada soluciones a una concentraciéon de 20 ppm, tanto para CBD,
como para CBG. Por separado, se realizo un barrido de espectro de absorcion abarcando
las longitudes de onda de 190 a 380 nm. La curva de calibracion se realizoé preparando
soluciones de 6, 9, 12, 15 y 18 ppm partiendo de la solucion estandar de cada compuesto
activo (CBD y CBG). Se ley6 absorbancia de las diferentes concentraciones a 215 nm para

las soluciones de CBD y 216 nm para CBG.
6.3. Cultivo celular y ensayo de viabilidad

La linea celular de adenocarcinoma de colon humano, Caco-2 (ATCC® Caco-2
HTB-37™), se cultivo y propagd durante 21 dias en frascos de cultivo de 25 cm? con medio
de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EE.UU.) con antibitico/antifingico
penicilina/estreptomicina (1% de una mezcla comercial de 100 U/mL de penicilina y 100
png/mL de estreptomicina (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA)) y suero
fetal bovino (SFB) al 10%, en una atmosfera htimeda estéril a 37°C y CO2 al 5%,
realizando pases cada 5-7 dias. Una vez llegada a la confluencia deseada, los frascos se
lavaron con PBS y se cosecharon las células con tripsina al 0.25 % (trypsin-EDTA 0.25%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Después de lavar y centrifugar las células
suspendidas, se resuspendieron en medio de cultivo y se cuantificaron por el método de
exclusion con azul tripan (0.4%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos (Corning; Life Sciences Inc., NY) a una densidad de
10,000 células por pozo en las condiciones de cultivo mencionadas durante 24 horas.
Posteriormente, se retird el medio de cultivo, se realizaron lavados con PBS y se anadieron
los tratamientos correspondientes. Los tratamientos se administraron por triplicado a
diferentes concentraciones de tratamiento y se utilizaron células tratadas con vehiculo y
células sin tratamiento, como parte de los controles. Después del tiempo de tratamiento, se
removi6 el medio de cultivo y se afiadi6 una solucion de medio fresco sin rojo fenol y sin
SFB con 0.33% (m/V) bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (Thermo

Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA) y se incub6é nuevamente durante 4 horas. Al
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finalizar, se retird el medio y se disolvieron los cristales de formazan con 100 uL. de DMSO
durante 30 minutos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Finalmente, se realizé una
lectura de absorbancia por medio de espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm
utilizando un espectrofotometro (Agilent Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA). La evaluacion del metabolismo celular

dependiente de mitocondria se evalu6 utilizando la siguiente formula (2):

Abs. Células tratadas

%Viabilidad celular = Abs. Células control X100

()]
6.4. Efecto de los cannabinoides y los sistemas de nanoentrega in vitro

Se analizo en efecto de los cannabinoides cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG),
individualmente y en conjunto (CBD:CBG 1:1), nanoparticulas de zeina (ZeNP),
nanocomplejo oro-zeina (ZeAuNP), nanoparticulas de Eudragit L-100 (EuNPs) y
nanoparticulas de PLGA (PLGA-NP), asi como de sus controles de nanoparticulas vacias,

en la viabilidad de células Caco-2.

6.5. Efecto de los cannabinoides y un sistema de nanoentrega en un modelo in vitro

de colitis

Se analizo el efecto de los cannabinoides en conjunto y un sistema de nanoentrega
a dos concentraciones de cannabinoides (9.5 uM y 23.7 uM) en células Caco-2 estimuladas
con 800 png de solucion de acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico (TNBS 5% Sigma-
Aldrich® St. Louis, MO, EE.UU.) durante 24 y 48 horas. También se consider¢ el vehiculo
de los cannabinoides (metanol) y de los SNEs (nanoparticulas vacias o Blanco-NPs) como
parte de los tratamientos. El efecto de los tratamientos en la viabilidad celular se realizé

por medio del ensayo de MTT con la metodologia anteriormente descrita.
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6.6. Modelo in vivo de EII

6.6.1. Estandarizacion del modelo de colitis inducida por dcido trinintro-

benceno-sulfonico

6.6.1.1. Modelo Animal

Se utilizaron ratones cepa BALB/c hembras de 25-30g de peso. Los cuales se
mantuvieron 5 dias previos a la experimentacion en jaulas transparentes de policarbonato
con acceso ad libitum a agua purificada y comida para roedores de laboratorio (Nutricubos
Purina, México) y ciclo de luz/obscuridad de 12h/12h y humedad relativa de 40-60% en el
Departamento de Inmunologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Los procedimientos experimentales in vivo se realizaron en el Departamento de
Inmunologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Siguiendo la metodologia de (Schicho & Storr, 2012) y (Mar-Solis et al., 2021), se
estandariz6 un modelo murino de colitis por medio de la administracion de acido

tinitrobenzenosulfonico % (TNBS 5% Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EE.UU.).

6.6.1.2. Induccion de colitis

Previo a la induccion, los animales pasaron por un ayuno de 24 horas. Al dia 1 de
experimentacion, los animales fueron anestesiados con un coctel de xilacina y
tiletamina/zolazepam una dosis de 5 y 50 mg/kg respectivamente por la via intraperitoneal
colocados en posicion de Trendelenburg (Figura 5 A). Una vez anestesiados y con ausencia
de reflejo interdigital, se procedio a la sujecion del animal en posicion de Trendelenburg
con un dispositivo de sujecion y se insertd cuidadosamente el catéter plastico por la via
intrarrectal a 30mm del ano (Figura 5 B). Se administraron 100uL de solucion etandlica al
50% con 4 mg de TNBS, retirando cuidadosamente el catéter. Previo al completo retiro

del catéter se administrd un volumen de aire previamente cargado de S0uL.
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Figura 5: Manejo de los animales de laboratorio.

6.6.1.3. Modelo experimental.

Los tratamientos utilizados se exponen en la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2: Tratamientos experimentales.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Control WT Grupo 5
TNBS  WT Grupo 6
; Grupo 7
R
MgXE LS Grupo 8
Eu-NP
TNBS 10 mg/kg CBs Grupo 9

TNBS

TNBS

TNBS
TNBS

WT

CBs
100 mg/kg

CBs
10 mg/kg

Blanco NPs
Vehiculo CBs

Blanco NPs

Se utilizaron dos dosis de cannabinoides solubilizados en polietil-glicol y de

cannabinoides nanoencapsulados suspendidos en agua bidestilada, y sus respectivos

vehiculos (polietil-glicol y nanoparticulas vacias denominadas como Blanco NPs). Una

dosis alta, considerada como 100 mg/kg; y una dosis baja, considerada como 10 mg/kg de

CBD:CBG en unarelacion 1:1. Los tratamientos fueron administrados diariamente durante

5 dias por la via intraperitoneal utilizando una jeringa de insulina calibre 30G x 13mm

29



basandonos en lo descrito por (Schicho & Storr, 2012)s. Finalmente, fueron sacrificados

24 horas después de la Gltima administracion del tratamiento correspondiente.

6.6.1.4. FEutanasia y colecta de muestras
Los animales fueron observados continuamente durante todo el ensayo. Los individuos
cuyo peso corporal disminuia subitamente (>20% PV) eran retirados del ensayo, el resto
de los animales fueron sacrificados al terminar el protocolo experimental por medio de
exposicion prolongada a éter anhidro y puncion cardiaca de acuerdo con la NOM-033-
SAG/Z00-2014. Una vez sacrificados se obtuvo la totalidad del intestino grueso a partir
del ciego y se dispuso en PFA al 4% para el andlisis histologico y una seccion distal en
tiocianato de guanidina para la extraccion de 4cidos nucleicos (TRIzol® Reagent,

Invitrogen, CA, EE. UU.).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas de los sistemas de nanoentrega
7.1.1.  Resonancia del plasmon de superficie y enlaces quimicos de AuNPs.

Los resultados de las bandas de absorbancia se graficaron y se exponen en la figura 6.
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Figura 6: Presencia de la resonancia del plasmoén de superficie de AuNPs por medio de
espectrofotometria UV-vis.

La resonancia del plasmon de superficie de AuNPs fue evidente bajo
espectrofotometria UV-vis. Al dia 1 se observaron 2 bandas de maxima absorbancia a los
462 nm y 537 nm. Al dia 4 se observaron las mismas bandas de absorbancia, con la
diferencia de que la segunda banda a los 537 nm presentaba la mayor absorbancia y
finalmente los dias 7 y 10 la banda de absorbancia maxima se observo a los 537 nm.
Posteriormente se analizaron los enlaces quimicos entre AuNPs cargadas y los
cannabinoides por medio de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
utilizando una muestra de cannabinoides en su forma pura combinados 1:1. Los resultados

se graficaron y se representan en la siguiente figura (Figura 7).
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Figura 7: Enlaces quimicos presentes en las nanoparticulas de oro (AuNPs) en comparativa con
los cannabinoides (CBD:CBG).

Se sefialan con cuadros rojos los sitios de corrimiento de bandas, indicativos de cambios en la
absorbancia de luz infrarroja por parte de los compuestos quimicos.

Mediante esta metodologia se observaron algunos corrimientos en las bandas
sefaladas con rectas negras verticales, indicindonos posibles interacciones con los grupos
funcionales indicados en cada recta. EI mas destacable corresponde a la desaparicion de
una banda visible en los en analisis de los cannabinoides individuales a los 3280 nm
(marcada en rectangulo rojo), que desaparece la muestra de AuNPs. Esto también se

observa a los 1280 nm (marcado en un rectangulo rojo). Esto indica que uno de los
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radicales OH de la estructura de los cannabinoides (Figura 8) es el que esta fungiendo

como donador de electrones de la molécula de 4cido cloroaurico (HAuCLy4).

A

B

Figura 8: Estructura quimica de los cannabinoides.
A) Cannabidiol (PubChem ID: 644019). B) Cannabigerol (PubChem ID: 5315659).

7.1.2.  Tamaiio, indice de polidispersidad (PDI) 'y eficiencia

encapsulacion/atrapamiento (EE)

Las caracteristicas de las nanoparticulas se resumen en la siguiente tabla (Tabla 3).

de

Tabla 3: Caracteristicas de nanoparticulas.

Tipo de NP Tamafio promedio
ZeNPs 144.8 nm + 41.6 nm
AuNPs 121.1 £ 13.52 nm
ZeAuNPs 229.9+79.12 nm
EuNPs CBD 50.6 £ 0.40 nm
EuNPs CBG 41.8£0.67 nm

PLG-NPs CBD 144.8 £ 2.40 nm

PLG-NPs CBG 123.9 £ 1.25 nm

PDI

0.148

0.392

0.070

0.189

0.121

0.099

0.089

EE%

69.99 + 2.68
88.4% + 0.78
67.83% £ 5.94
94.3%
98.73%
92.12%

98.83%

NP: nanoparticula; PDI: indice de polidispersidad; EE%: eficiencia de encapsulacion/atrapamiento; CBD:

Cannabidiol; CBG: Cannabigerol;
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Los SNEs, EuNPs y PLGA-NPs mostraron los pardmetros més adecuados para las
caracteristicas observadas de nanoparticulas, con tamafos menores a 150 nm, PDIs

menores a 0.2 y %EE superiores al 90%.

7.2. Efecto de los cannabinoides y sistemas de nanoentrega sobre la viabilidad

celular.

El efecto de los cannabinoides, nanoparticulas y sus componentes en la viabilidad
celular se analizd6 por medio del ensayo de MTT, utilizando diferentes dosis de los

tratamientos. Los resultados se graficaron tal como se muestra en la figura 9.
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Figura 9: Efecto del cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG) solos y en combinacion en la
viabilidad de células Caco-2.

*Se utilizd metanol al 0.33% como vehiculo en todas las dosis de cannabinoides y se graficé como datos
comparativos.

A las dosis de 0.8 uM y 4.7 uM los cannabinoides se comportaron de manera
similar (P>0.05). A 9.5 uM el cannabidiol mostrd tener significativamente menos efecto,
disminuyendo la viabilidad que los cannabinoides en conjunto (P<0.05). A 14.2 uM los
cannabinoides en conjunto mostraron un efecto en mayor medida que el cannabidiol
(P<0.05), el cannabigerol (P<0.001) y el vehiculo (P<0.05). Esta tendencia se repite a 19
uM (CBD P<0.001; CBG P<0.00001; y vehiculo P<0.005) y a 23.7 uM (CBD P<0.05;
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CBG P<0.0001; y vehiculo P<0.00001), mostrando un efecto dosis dependiente. Se calculd
la IC50 de los cannabinoides individuales y en conjunto, como se muestra en la tabla 4, la
IC50 de los cannabinoides en conjunto en una relacion 1:1 de CBD:CBG fue menor a la

de los cannabinoides administrados individualmente.

Tabla 4: IC50 de los cannabinoides en lineas celulares Caco-2 a las 24h.

Tratamiento IC 50

Cannabidiol 24.53 £ 1.95 uM
Cannabigerol 42.63 +7.25 uM
Cannabinoides (CBD:CBG - 1:1) 12.76 £ 0.43 uM

Inicialmente el efecto de los cannabinoides cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG)
en la viabilidad celular fue evaluado en la linea celular humana Caco-2 (adenocarcinoma
de colon). Los cannabinoides se utilizaron en una relacién de 1:1 CBD:CBG, utilizando
metanol como solvente a concentraciones desde 0.793 a 0.23.774 uM. Debido a que el
peso molecular del cannabidiol y el cannabigerol son muy similares (314.47 g/mol y
316,48 g/mol, respectivamente), los valores de molaridad hacen referencia a las

concentraciones de los cannabinoides en conjunto en el tratamiento.

El efecto de los SNEs de cannabinoides en la viabilidad celular se evaluo6 a las mismas
concentraciones utilizadas en los cannabinoides solubles. Los ensayos se llevaron a cabo
a las 24 horas de exposicion a los tratamientos y los resultados de absorbancia y actividad

metabolica del ensayo de MTT se graficaron y analizaron (Figura 10).
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Figura 10: Efecto de los sistemas de nanoentrega de cannabinoides en la viabilidad de células
Caco-2.

Al comparar los diferentes sistemas de nanoentrega de cannabinoides y los cannabinoides solubles, el
sistema EuNP destaca por mantener una mayor viabilidad que los CBs a las mismas concentraciones,
contrario al sistema ZeAuNPs. Los resultados de viabilidad se graficaron en porcentaje y la concentracion
del tratamiento en molaridad.

Las nanoparticulas de oro se sintetizaron en medio etanélico el cual mostré afectar
la supervivencia de las células tratadas y las adyacentes por lo que no fue considerado para
esta evaluacion (no se muestran los datos). Las diferencias entre tratamientos son evidentes
a partir de la concentracion de 4.7 uM, en donde las células tratadas con PLGA-NPs
mostraron valores de viabilidad menores que ZeNPs (P<0.05) y mayores que ZeAuNPs
(P<0.005), mientras que ZeAuNPs mostraron tener menor impacto que ZeNPs (P<0.001)
y su blanco (P<0.05). A la concentracion de 9.5 uM las PLGA-NPs, EuNPs y ZeNPs
disminuyeron la viabilidad significativamente menos que ZeAuNPs (P<0.05). Ademas,
ZeAuNPs y ZeNPs tuvieron menos efecto disminuyendo la viabilidad que EuNPs
(P<0.05). A la concentracion de 14.26 pM de cannabinoides, ZeNPs y ZeAuNPs
mostraron el mayor impacto en la viabilidad al compararlos con EuNPs (ZeNPs P<0.05);
ZeAuNPs (P<0.005) y PLGA-NPs (ZeNPs P<0.005); ZeAuNPs P<0.001). A esta
concentracion EuNPs mostraron afectar menos la viabilidad que el tratamiento de PLGA-
NPs (0.05). A 19 uM, ZeAuNPs y ZeNPs mostraron disminuir la viabilidad celular en
mayor medida(P<0.05), siendo igual entre ellos (P>0.05) asi como PLGA-NPs y EuNPs
(P>0.05). A la dosis mas alta, PLGA-NPs mostr6 menos efecto que EuNPs (P<0.05),
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ZeNPs (P<0.005) y ZeAuNPs (P<0.05), de forma similar que EuNPs tuvo

significativamente menos efecto que ZeNPs (P<0.05). Posteriormente se calcul6 la IC50

de los diferentes SNEs de cannabinoides (Tabla 5)

Tabla 5: IC50 de los sistemas de nanoentrega de cannabinoides.

Tratamiento IC 50

EuNPs 18.67 £ 0.54 uM
PLGA-NPs 16.13 £2.73 uM
ZeNPs 9.22+0.37 uM
ZeAuNPs 2.77£0.18 uM

El sistema de EuNPs fue evaluado in vitro en lineas celulares Caco-2 estimuladas

con 800 pug

de TNBS durante 24 y 48 horas a dos concentraciones de cannabinoides. Los

resultados de viabilidad celular se graficaron y analizaron en la Figura 11.
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Figura 11: Efecto del sistema EuNPs de cannabinoides (CBD:CBG) en células Caco-2 estimuladas
con TNBS durante 24 y 48 horas en la viabilidad celular.

TNBS: 4cido trinitrobencenosulfonico; CBs: cannabinoides; EuNPs: nanoparticulas de Eudragit L-100;
Blanco NPs: vacias; WT: sin tratamiento. ¥P<(0.05 ****P<(0.0001.
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Todas los grupos de células tratadas con TNBS mostraron una significativa
disminucion de su viabilidad a comparacion de las células sin tratamiento o que solo fueron
tratadas con nanoparticulas vacias (Blanco NPs) (P<0.05). A las 24 horas, todos los
tratamientos de cannabinoides se comportaron estadisticamente igual (P>0.05) que las
células que solo fueron tratadas con TNBS, TNBS y metanol y TNBS y Blanco NPs.
Interesantemente, a las 48 horas post tratamiento, las células tratadas con EuNPs a 23.7
uM de cannabinoides mostraron mayor porcentaje de viabilidad que las células tratadas
con TNBS y nanoparticulas vacias (P<0.05). La viabilidad de las células tratadas con
nanoparticulas con 9.5 uM de cannabinoides mostraron un efecto similar al compararlas
con las células tratadas con TNBS y Blanco NPs (P>0.05) pero no fueron estadisticamente

diferentes a las células tinicamente tratadas con TNBS (P>0.05).

7.3. Modelo murino de colitis inducido por acido trinitrobencenosulfénico y efecto

de los cannabinoides y los sistemas de nanoentrega.
7.3.1.  Andlisis histologico de colon

Las muestras de colon fueron procesadas por la técnica histologica y tefiidas con la
tincion de H&E y la histoquimica de PAS. Las laminillas fueron observadas bajo un
microscopio de luz y se tomaron micrografias representativas de 3 secciones del colon:
una seccion proximal, medial y distal. Bajo el presente protocolo de induccion de colitis
se registrd una mortalidad anticipada del 25% en todos los grupos tratados con TNBS. Los
individuos que a la inspeccidn se observaban notablemente decaidos fueron sacrificados
humanitariamente y se colectaron muestras para observar el proceso inflamatorio. Como
se describe en la figura 4, los principales hallazgos en estos individuos fueron areas
diseminadas de erosion del epitelio intestinal con zonas de hemorragia y congestion,
observable a lo largo de todo el intestino (Figura 12 A-C, E-G e I-K). En la histoquimica
de PAS, que evidencia la presencia de compuestos ricos en hidrocarbonos, como los
encontrados la capa apical de mucina en el epitelio intestinal y las células caliciformes que
la producen, se observo una pérdida de la PAS-positividad en las areas erosionadas del

epitelio y una reduccion variable de esta, en la region apical epitelial (Figura 12D, Hy L).
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Figura 12: Cambios morfologicos en porciones proximal, medial y distal de colon de ratones BALB/c
con colitis inducida por TNBS.
A,B,C,E,F, G, 1 J, K: tincion H&E. D, H y L: histoquimica PAS. Barra de escala a 100um.

Los individuos que culminaron el ensayo de experimentacion mostraron un menor
grado de erosion epitelial y hemorragia, con zonas de congestion (Figura 13). Al comparar
el colon de estos individuos con el de los controles WT (Figura 13 A-D), los principales
hallazgos observables fueron zonas de erosion epitelial, hemorragia y congestion en grados
variables (Figura I13Ey F, 1y J,y My N), la presencia de zonas de infiltrado celular mixto
de grados variables en mucosa y submucosa, se encontraban en las 3 zonas observadas en
colon (Figura 13C, G, K y N) y pérdida de PAS-positividad en la region apical y en zonas
erosionadas (Figura 13D, H, L y O).
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Figura 13: Cambios morfologicos en colon de ratones BALB/c sanos (Grupo WT) y como modelo
murino de colitis inducida por TNBS.

A,B,C,E,F,G,1,],K,L, M, N tincién H&E. D, H, L y O histoquimica PAS. Barra de escala a 100um.
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Interesantemente, en los grupos tratados con cannabinoides (y nanoparticulas de
cannabinoides) (Figura 14) se observaron estas regiones extendidas de erosion epitelial o
hemorragia (Figura 14 Ay B; Dy E; G y H). Esto no era evidente en el colon de animales
tratados con solo con TNBS y los vehiculos (Figura 14 M-N).

Grupo CBNPs 1

Grupo CBNPs |
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Grupo TNBS y vehiculo

Figura 14: Cambios morfolégicos en secciones de colon de ratones BALB/c como modelo murino de
colitis inducida por TNBS bajo efecto de los diferentes tratamientos.

CBNPs, Nanoparticulas de cannabinoides; CBs, cannabinoides; 1, dosis alta; |, dosis baja. A, B, D, E, G, H,
J,K, My N tincién H&E. C, F, I, L y N histoquimica PAS. Barra de escala a 100um.

7.3.2.  Analisis de expresion de ARNm de tejido colonico

Se tomaron secciones de colon y se dispusieron en tiocianato de guanidina (TRIzol)
para la conservacion del contenido gendémico y disociacion de proteinas. Se realizé una

extraccion de ARN total y una retrotranscripcion. Posteriormente ese realizo el gPCR de
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un gen antiinflamatorio IL-4, un gen proinflamatorio TNFa y un gen normalizador Gpd-1.

Los resultados se analizaron utilizando el método 244t y se graficaron (Figura 15).
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Figura 15: Efecto de los cannabinoides y EuNPs en la expresion de ARNm de A) IL4 y B) TNFa en
colon de un modelo de colitis inducido por TNBS.

TNBS: é4cido trinitrobencenosulfénico; C+: control positivo a colitis; CBs: cannabinoides; EuNPs:
nanoparticulas de Eudragit L-100; Blanco NPs: nanoparticulas vacias; ns: no significativo. *P< 0.05
**P<0.01 ***P<0.005 ****P<(0.0001

Los tratamientos con cannabinoides y nanoparticulas de cannabinoides a dosis baja
incremento significativamente la expresion de IL-4 en individuos con colitis inducida por

TNBS (Figura 15A). Este aumento fue estadisticamente mayor en comparacion con el
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grupo control positivo de colitis, asi como con los grupos tratados con nanoparticulas
vacias y con el vehiculo del tratamiento (P<0.0001). No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos con cannabinoides y nanoparticulas a dosis baja
(P>0.05), indicando que ambos ejercen un efecto similar sobre la expresion de IL-4. En
contraste, el tratamiento con nanoparticulas a dosis alta no generd un aumento significativo
de IL-4 respecto al control positivo. Sin embargo, presentd diferencias con respecto al

grupo de nanoparticulas vacias (P<0.0001), sugiriendo un efecto moderado.

En cuanto a la expresion de TNF-a (Figura 15B), se observo una reduccion tras el
tratamiento con cannabinoides y nanoparticulas, tanto en dosis alta como baja. Esta
disminucion fue significativa para los cannabinoides a dosis alta y baja (P<0.05), asi como
para las nanoparticulas a dosis alta (P<0.05) y baja (P<0.0001). No obstante, en la mayoria
de los casos, estos tratamientos no mostraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a sus controles con vehiculo (P>0.05), excepto en el tratamiento con
nanoparticulas de cannabinoides a dosis baja, el cual presentd una reduccion significativa
en la expresion de TNF-a, a comparacion con el grupo tratado con nanoparticulas vacias
(P<0.005). Este mismo tratamiento fue ademas el mas efectivo, mostrando una mayor
disminucién de TNF-a en comparacion con los cannabinoides a dosis baja y con las

nanoparticulas a dosis alta (P<0.01).

Estos resultados en conjunto destacan que el tratamiento con nanoparticulas de
cannabinoides a dosis baja es el mas eficaz dentro de los evaluados, al promover
simultdneamente un aumento significativo en la expresion de IL-4, una citocina

antiinflamatoria; y reduccion marcada de TNF-a, un mediador clave de la inflamacion.
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8. DISCUSION

En el tracto gastrointestinal se encuentran expresados componentes del sistema
endocannabinoide y endocannabinoidoma, como receptores CB1 y CB2, los
endocannabinoides anandamida (AEA) y 2-araquidonil glicerol (2-AG) (Camilleri &
Zheng, 2023); asi como otros receptores con afinidad por cannabinoides, tales como
GPR55, GPR119, PPARs y TRPV1; junto con ligandos similares a endocannabinoides.
Estos componentes han sido asociados con una variedad de funciones bioldgicas, como
regulacion de la neurotransmision del sistema nervioso entérico en la permeabilidad y
motilidad intestinal, la funcién del sistema inmune, la homeostasis de glucosa y el
metabolismo lipidico, entre otros. Ademads, desempefian un papel crucial en procesos
inflamatorios intestinales. Diversos estudios han explorado el rol de la
endocannabinoidoma y el potencial antiinflamatorio de cannabinoides como el cannabidiol
y el cannabigerol en diferentes modelos celulares, animales y estudios clinicos (Deiana,
2017; Pistis & O’Sullivan, 2017), asi como su implicacion en la inflamacion crénica

intestinal (Carvalho et al., 2020; Lima et al., 2022).

En modelos in vitro de células Caco-2, se ha investigado el papel de algunos de
estos receptores y ligandos. Por ejemplo, se ha descrito que los endocannabinoides y
mediadores similares a endocannabinoides estdn involucrados en la regulacion de la
permeabilidad intestinal (Alhamoruni et al., 2010; Karwad et al., 2019). En un estudio de
(Lee et al., 2022), se describié brevemente el efecto del cannabidiol en células Caco-2,
reportando una IC50 de 20uM para esta linea celular utilizando la técnica de MTT.
Mientras que en otro estudio, se reportd una IC50 de 48.58uM a las 24 horas y de 35.13
uM a las 72 horas (Russo et al., 2021). Por su parte, (Rozanc et al., 2021) evaluaron
extractos de la planta de cannabis, asi como los cannabinoides puros THC y CBD, en
células Caco-2 y células epiteliales humanas de intestino (HUIEC). Los extractos
utilizados contenian otros cannabinoides, como cannabicromeno, dcido cannabigerolico y
cannabinol. Los autores reportaron que estos extractos redujeron selectivamente la
viabilidad celular, siendo este efecto més pronunciado en células Caco-2, especialmente

con los cannabinoides puros CBD y THC. Similarmente, en el presente estudio se analizd
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el impacto individual y combinado del cannabidiol y el cannabigerol en la actividad

metabolica de estas células por medio del ensayo de MTT.

Nuestros resultados muestran una disminucion dosis-dependiente de la actividad
metabolica celular, especialmente al tratar las células con una combinaciéon de los
cannabinoides en conjunto, lo que se reflejo con una IC50 de 12.75 uM. Por separado, la
IC50 para el cannabidiol fue de 24.37 uM, mientras que para el cannabigerol fue de 40.62
uM. Estos resultados contrastan con los hallazgos de (Rozanc et al., 2021), quienes
utilizaron extractos de cannabis que contenian mds de dos cannabinoides de diferentes
familias quimicas, sobre la linea celular Caco-2. En su estudio, los extractos con multiples
cannabinoides tuvieron un impacto menor en la viabilidad celular en comparacién con los
cannabinoides solos, reportando una IC50 de cannabidiol de 19.27 uM. Esta discrepancia
podria deberse a las diferencias en las concentraciones relativas de los cannabinoides
presentes en los extractos utilizados y, posiblemente, a un evento conocido como ‘’efecto
séquito’’, en el cual la presencia de varios cannabinoides puede generar interacciones
farmacodinamicas que modulan los efectos de los compuestos individuales (Christensen
etal., 2023). Ademads, diversos estudios han utilizado agentes farmacologicos para evaluar
su efecto en la inflamacion inducida por el 4cido trinitrobenceno sulféonico (TNBS) en
modelos de colitis (Sui et al., 2024). Un estudio, células Caco-2 tratadas con acido
dinitrobencenosulfonico (DNBS), demostrd que la administracion de cannabidiol redujo
la produccion de especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion lipidica, lo que suguiere
un efecto protector frente a los dafos causados en la inflamacion intestinal (Borrelli et al.,

2009).

Uno de los principales desafios en el uso terapéutico de los cannabinoides es su
baja solubilidad en agua. De acuerdo con la literatura, los sistemas de nanoentrega pueden
conferir solubilidad a moléculas lipofilicas e insolubles en agua, como es el caso de los
cannabinoides. Su naturaleza lipofilica es una de las principales razones que explican su
absorcion irregular. Principalmente, el empleo de sistemas de nanoentrega ha demostrado
ser eficaz para mejorar la solubilidad de compuestos como los cannabinoides, lo que podria
contribuir a incrementar su biodisponibilidad (Grifoni et al., 2022). En este contexto, las

nanoparticulas poliméricas de PLGA, Eudragit L-100 y zeina han demostrado ser
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vehiculos de nanodimensionamiento de cannabinoides prometedores para mejorar la
solubilidad acuosa de los cannabinoides. De manera similar a la metodologia utilizada en
el presente estudio, un trabajo previo sintetizd nanoparticulas de zeina y proteina de suero
cargadas con cannabinoides mediante la técnica de precipitacion antisolvente. Este estudio
reportd tamafios de particulas que variaban entre 203.6 £ 1.87 nm a 344.28 + 4.14 nm,
dependiendo de las concentraciones de reactivos. Ademads, se reportaron indices de
polidispersidad (PDI) en rangos de entre 0.20 a 0.36; y una eficiencia de encapsulacion
(EE) del 69% (C. Wang et al., 2022). En el presente estudio, las nanoparticulas de zeina
mostraron un tamafio promedio de 144.8 nm = 41.6 nm, un PDI de 0.148 y una EE del
69.99% =+ 2.68. Por otro lado, (Fraguas-Sanchez et al., 2020) emplearon una metodologia
de emulsion y evaporacion de solvente para sintetizar nanoparticulas de PLGA cargadas
de CBD. Los autores reportaron tamafios de nanoparticulas entre 229 + 2 y 236 + 12 nm,
con PDIde 0.165 y una EE que vari6 entre 78.08% + 1.98 y 95.22% + 3.12. En este estudio,
utilizando una metodologia similar, las nanoparticulas de PLGA cargadas con CBD y CBG
mostraron tamafios de 144.8 = 2.40 nm y 123.9 + 1.25 nm, con PDIs de 0.089 y 0.099,
respectivamente. La EE de 92.12% y 98.83%, en nanoparticulas de PLGA cargadas de
CBD y CBG, respectivamente, valores que se encuentran dentro de los rangos reportados
por Fraguas-Sanchez et al., (2020). En relacion con el polimero Eudragit L-100, se realizo
un estudio en el que se sintetizaron sistemas de nanodimensionamiento cargados con CBD
y CBG a base de fibras electrohiladas hidrosolubles por medio de la técnica de

electrohilado (Andriotis et al., 2021).

Los resultados mostraron tamanos de 1pm a 5.87um, con EEs de un 90.5 a un 99%. Es
importante sefialar que el sistema de nanoentrega desarrollado por Andriotis et al., (2021)
es diferente en notables aspectos al reportado en este estudio, tanto en la morfologia de las
fibras electrohiladas como su metodologia de sintesis, que en nuestro caso se centr6 en la
produccion de nanoparticulas. Nuestros sistemas basados en Eudragit L-100 presentaron
tamafios de 41.8 £0.67 nmy 50.64 + 0.40 nm; con EEs de 94.3% y 98.73%, para particulas
de CBD y CBG, respectivamente, lo que refleja una eficiencia de encapsulacion
comparable a la observada en otros sistemas. Por ltimo, las nanoparticulas metéalicas han
ganado importancia gracias a sus cualidades fisico-quimicas Unicas (Lazzarotto Rebelatto

etal., 2023).
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En un estudio previo, se formularon nanoparticulas de oro y plata mediante una
“’sintesis verde’’ a partir de extractos acuosos de Cannabis sativa con el fin de evaluar su
efecto en la inhibicion de biofilms (efecto antimicrobiano). Sin embargo, un extracto
acuoso no es el vehiculo dptimo para obtener cannabinoides debido a su cualidad lipofilica
(P. Singh et al.,, 2018). Una de las principales razones para descartar el uso de
nanoparticulas de oro (AuNPs) fue la insolubilidad de los cannabinoides en medios
acuosos. El vehiculo utilizado para la sintesis en el presente estudio fue etanol,
obstaculizando su administracion en cultivos celulares y en animales. Finalmente, la
sintesis del nanocomplejo oro-zeina (ZeAuNPs), aunque in vitro mostrdé resultados
interesantes en la concentracion mas baja, la reproducibilidad de la metodologia de sintesis
requeria de una re-estandarizacion, lo que aumento el tiempo necesario para obtener
resultados consistentes. Al analizar los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad
celular mediante la técnica de MTT en células Caco-2, tratadas con cannabinoides libres y
los diferentes sistemas de entrega, las nanoparticulas EUNP y PLGA-NP mostraron menor
citotoxicidad a concentraciones similares de cannabinoides al tratarse durante 24 horas. En
base a estos resultados, la eleccion de utilizar EuNPs como sistema de nanoentrega de
cannabinoides para estudios posteriores se fundamento en su efecto mas constante sobre
la viabilidad celular a diferentes concentraciones, asi como en su IC50 mas alta en
comparacion con otros SNEs y CBs, ademas de la alta reproducibilidad de la metodologia
de sintesis por precipitacion antisolvente. Este SNE fue empleado en células Caco-2
tratadas con TNBS para evaluar su efecto en la viabilidad celular. Nuestros hallazgos
indican que la administraciéon de 23.7 uM de cannabinoides nanoencapsulados con
Eudragit L100 inhibi6 el efecto del TNBS en la disminucion de la viabilidad celular a las
48 horas de tratamiento. En trabajos previos han disenado sistemas nanométricos para la
entrega de cannabinoides, principalmente de cannabidiol, para su evaluacion in vitro. Por
ejemplo, (Navarro et al., 2021) desarrollaron nanoparticulas a base de los polimeros de
PLGA, polietilenglicol-PLGA (PEG-PLGA) y PEG-PLGA-Maleimida (PEG-PLGA-
Mal), cargadas con el cannabinoide sintético JWH-133, cannabinoide agonista selectivo
CB2, para tratamiento de ateroma. Los autores obtuvieron particulas de tamafo promedio
de 150-200 Mas recientemente, (Alcantara et al., 2024) disefiaron nanoparticulas lipidicas

solidas cargadas con CBD para tratar inflamacion cronica. Estas NPs tuvieron tamafio
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promedio de 123 £+ 2.00 nm con eficiencia de carga del 95.16% mostrando propiedades de
liberacion controlada y prolongada. Los estudios in vitro indicaron que las nanoparticulas
mostraron reducir especies reactivas de oxigeno, 0xido nitrico y citocinas proinflamatorias

TNFa e IL-6 en lineas celulares de condrocitos y macrofagos.

En cuanto al modelo de colitis inducido por TNBS fue basado en lo reportado por
(Schicho & Storr, 2012) y (Mar-Solis et al., 2021). Por su parte, (Schicho & Storr, 2012)
evaluaron el efecto de la administracion de cannabidiol (CBD) en el proceso inflamatorio
inducido por TNBS en colon de ratones CD1. En ambos trabajos, el tratamiento con TNBS
mostré provocar lesiones caracteristicas de colitis en colon, tales como destruccion del
epitelio intestinal y aumento en el infiltrado celular inflamatorio. En nuestro estudio, la
administracion intrarrectal de TNBS en ratones BALB/c produjo dafios similares en
distintas partes del colon, visto a través de tincion H&E e histoquimica de PAS. (Schicho
& Storr, 2012) concluyeron que la administracion de cannabidiol por la via intraperitoneal
e intrarrectal representaban rutas de administracion utiles parta tratar la inflamacion de
colon. En la literatura revisada, solo un trabajo ha evaluado el efecto antiinflamatorio de
nanoparticulas de cannabinoides en un modelo in vivo de enfermedad inflamatoria
intestinal. En este estudio, (Zhang et al., 2024) disefiaron nanoparticulas autoensamblantes
de polimeros inulina, bromuro de trifenilfosfonio y acido a-lipdico (TPP-IN-LA), para
mejorar las cualidades anticolitis del cannabidiol. Las nanoparticulas obtenidas tuvieron
un tamafio de 143 + 3.11 nm y eficiencia de encapsulacion de 59.71%. Las nanoparticulas
y sus respectivos controles, en donde se incluyd CBD libre, fueron administrados durante
21 dias en un modelo murino de colitis ulcerativa inducido por DSS en el agua potable,
iniciando al dia 15 de los tratamientos. Se realizé andlisis de cuantificacion de niveles de
actividad de mieloperoxidasa (MPO), un indicador de la actividad neutrofilica relacionado
al grado de inflamacion, y de factores proinflamatorios como NO, TNFa, IL-13, IL-4 e IL-
10 en tejido de colon, ademas de analisis histologico por tincion H&E e histoquimica de
PAS, entre otros. Los autores reportaron que los tratamientos con cannabinoide libre y
nanoencapsulado mostraron disminuir los efectos productores de colitis del DSS como la
pérdida de peso, diarreas, heces con sangre y dafio tisular. Finalmente, los autores
reportaron que el CBD libre y nanoencapsulado mostraron disminuir los niveles de factores

proinflamatorios y aumentar los antiinflamatorios, reportando un mayor efecto
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antiinflamatorio en los animales tratados con nanoparticulas de CBD. De manera similar,
en el presente estudio, ambas formas de administracion de cannabinoides (CBs y EuNPs)
mostraron proteger al colon del dafio causado por el TNBS, asi como disminuir la
expresion de la citocina proinflamatoria TNFo y aumentar la de IL-4, teniendo un mayor
efecto mencionado cuando los cannabinoides se encontraban encapsulados con el polimero

Eudragit L100.

9. CONCLUSIONES

La nanoencapsulacion de cannabinoides permite mantenerlos en una solucion acuosa,

aumentando potencialmente su biodisponibilidad y disminuyendo su citotoxicidad in vitro.

Los cannabinoides CBD y CBG en una relacion 1:1 nanoencapsulados muestran un
efecto citoprotector in vitro e in vivo ante la exposicion del agente productor de colitis

TNBS en células Caco-2.

La administracion de CBD y CBG solubles y nanoencapsulados con el polimero
Eudragit L100 disminuyen el efecto proinflamatorio del TNBS en colon, siendo superior

cuando se encuentran nanoencapsulados.
10.PERSPECTIVAS

El presente trabajo de investigacion es de los primeros en evaluar el efecto
antiinflamatorio de los cannabinoides CBD y CBG solubles y nanoencapsulados en un
modelo in vivo de colitis inducido por TNBS. Los resultados indican que la
nanoencapsulacion de cannabinoides para el tratamiento de colitis es una herramienta
terapéutica con potencial benéfico para quienes padecen enfermedad inflamatoria

intestinal y es una alternativa que merece ser explorada a profundidad
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