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RESUMEN

Delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) pueden ser utiles en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, particularmente
al emplearse en combinaciones. El proposito de este estudio fue evaluar el efecto
antinociceptivo y antiinflamatorio de CBD y combinaciones THC:CBD 1:1y 1:3 sobre
conductas dolorosas en un modelo murino de artritis inducida por antigeno, asi como
su perfil toxicoldgico y la cuantificacién de niveles sanguineos de THC y CBD por
UPLC-MS/MS. En suma, se encontré que la combinacion THC:CBD 1:1 es
particularmente Gtil para disminuir el dolor espontaneo, con un perfil toxicolégico no
relevante, particularmente cuando se alcanzan concentraciones sanguineas menores
a 200 ng/mL de CBD y menores a 100 ng/mL de THC.

Palabras clave: tetrahidrocannabinol, cannabidiol, efecto séquito, interacciones

farmacocinéticas y farmacodinamicas.

ABSTRACT

Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) may be useful for the
treatment of inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, particularly by using
them in combination. This study aimed to evaluate the anti-inflammatory and anti-
nociceptive effect of CBD or a THC:CBD combination (1:1 and 1:3 dose ratio) over
painful behaviors in a murine model of Antigen Induced Arthritis, as well as their
toxicological profile and the THC and CBD quantification by UPLC-MS/MS. In
summary, we found that the 1:1 THC:CBD combination is particularly useful to reduce
spontaneous pain, without a relevant toxicological profile, particularly when reaching
concentrations below 200 ng/mL for CBD and 100 ng/mL for THC.

Keywords: tetrahydrocannabinol, cannabidiol, AIA, entourage effect, pharmacokinetic

and pharmacodynamic interactions.

viii



indice general

INEFOAUCCION ...t sttt ettt b e bttt e b et e e et et e neebesbesee b ee 1
F N gL o= 0 [=T ] (=TSSP 2
2.1  Cannabis y CanNabINOIAES ..........ccceviriririeieieee et 2
2.1.1 Composicion de la planta de Cannabis...........ccccceveirrineineneee s 2
2.1.2 Sistema endocannabiNOIdE.........c.oviririeieieee et 2
2.1.3 Potencial terapéutico y farmacodinamia de los fitocannabinoides.............cc.cccceeuennen. 8
2.1.4 Aspectos farmacocinéticos de [0S cannabinoides............ccoveveerrenieeneeneinecrens 12
2.1.5 Tetrahidrocannabinol, cannabidiol y sus combinaciones...........c.ccocevevvevveenenenennne. 14
2.2 AIIItIS TEUMALOIAR ... eiuitieeieeeee ettt sttt b ettt e st et e e e st eseesesseneens 18
2.2.1 Fisiopatologia de la artritis reumatoide ..........ccocveeeeeieeieiiceceseeee e 18
2.2.2 Dolor y artritis reuUmMatOIde ..........ccveeeviiiiecceeeceeeee ettt st st s 19
2.2.3 Tratamientos actuales de la artritis reumatoide..........cccecvereeererenenenenereeeeee e 21
2.2.4 Uso de Cannabis para el tratamiento de la artritis reumatoide ..........ccccceceeerereennene. 23
2.2.5 Uso creciente y legislacién de cannabis y sus derivados........cceceeveeeceieeeenieeneene, 25
B 11 3 (] Tox o o OSSOSO 27
HIPOIESIS ...ttt b etk b et b et b ettt s bttt et b ene 28
(O 01 T=3 1Y 01 TSR 28
5.1 ODJEUIVO GENEIAL......ceiiiieeieiicteeese ettt ettt st e et e s te et e tesseessesseesseseeseensessennees 28
5.2 ObjetiVOS ESPECITICOS ...ocuveiiitieiececeee ettt sttt e a e te s be et e s be e besasebesbeennas 28
MatErialeS Y MELOUOS ......ccueeeiirieiecie ettt et te st et e st e e e e sbesreetesbeeseenbesaeensasreennas 29
LT oo I 0 [= =] {0 T Lo PSS 29
6.1 Evaluacion in vivo del efecto antinociceptivo, antiinflamatorio y perfil toxicolégico de
distintas combinaciones de Delta-Tetrahidrocannabinol y cannabidiol ..............cccccoecvevrnnenne. 29
6.1.1 ANIMAIES € ESTUIO.......ceeiieiiriiierierteeeeee ettt 29
6.1.2 FArMACOS Y COMPUESTOS .....ccueeveiiieteetieteeteiteeieesteereetestesaaestesteessesbesssestesseensasteessensesssenns 30
6.1.3 Modelo de induccion de dolor crénico: Artritis Inducida por Antigeno...................... 30
6.2 Cuantificacion de punto final de los niveles sanguineos de THC y CBD en el modelo in
VIVO ettt ettt et et sttt et e et e s et et et e ea e et e e heea e e bt ea e e n e e eRe et eteehtenteeheen e e bt enteneeeae et e st eaeenteeteentenreeneenes 36
6.2.1 FAIMACOS Y FEACLIVOS .....cueeuieeieeietietietestetetete ettt sttt testesbestesae s e e e e eseeseeseesenes 36
6.2.2 CONICIONES ANAITICAS ....c.eveviieiirieiieerietse ettt 37
6.2.3 Preparacion de SOIUCIONES SLOCK .......ccueveieiririsiesiesieseee et 38



5.2.4 Procesamiento de la curva de calibracion, controles y muestras............cccceveeeneenene 38

6.2.5 ValidaCiON eI MELOTO........ e oo e e e e e et e e e e eeeeeaseeeseaneeeseaaenes 39
6.3 ANALISIS ESTATISTICO c.ceeeeeeeeeeee ettt ettt e e et e e s et e e s eerteessasaeeessasaeeessasaeeesseseeesssnrees 40
T RESUIATOS ....eeeeeeeeeieeeeeeee ettt ettt e ettt e e e ettt e e saaeeeesasateessasatessasateesassaeeesasateesanraeeesasraeeesas 42

7.1 Establecimiento del estado artritico y efecto de la administracion repetida de CBD y las
combinaciones THC:CBD 1:1y 1:3 sobre lainflamacion ...........cccoveceviieecinecciceceeeceee, 42

7.2 Efecto de la administracion repetida de CBD y las combinaciones THC:CBD 1:1y 1:3
sobre las conductas indicativas de dOlOr...........ccceeviiievieiieeeseceee e s 43

7.3 Perfil toxicolégico asociado a la administracion repetida de CBD y las combinaciones

THCICBD Li1 Y L3 ettt sttt ettt s bt et bt e st e b sae et e e be e s e st e emee b e saeenes 49
7.4 Validacion del método analitico para la cuantificacién de THC y CBD en sangre total
(EDTA) de raton por UPLC-MS/MS.......c.corireiseieeseese sttt 52
7.5 Concentraciones sanguineas de THC y CBD asociadas a la respuesta antinociceptiva
Y €l perfil tOXICOIOGICO IN VIVO ...ooeuiiiiiieiiieirie ettt 59
8. DISCUSION dE rESUIAUOS ......eeveeeeiieiieiietiees ettt st sttt seeseere s s 69
S B O] o Tod (117 o] 1= OSSPSR 82
O == £ 01T ol 1)Y= 1 USRS 83
11, BiBHOGIAfia...c.coeieeiieieeee ettt 84
L2, ANEXOS oottt ettt sttt et b ettt e h e bt bt et e bt e a e et e eh e et e e bt ehe e bt ehe et e abeeatenteeneens 93
12.1 ListadO de ADreVIatUras .........cccoevirierieieieieieeneseseee ettt s 93



1. Introduccion

Cannabis es una planta fenotipicamente diversa, con distintos marcadores
taxondmicos que estan definidos por el contenido de sus cannabinoides mayoritarios:
tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD). Los efectos terapéuticos asociados
con el uso de los cannabinoides abarcan diversas areas de la investigacion, incluyendo
los efectos antitumorales, antioxidantes, antidepresivos, antimicrobianos,
neuroprotectores, analgésicos y antiinflamatorios, siendo estos dos ultimos sobre los
que descansa un gran numero de las publicaciones recientes sobre el uso de

cannabinoides.

El uso con fines analgésicos y antiinflamatorios de los cannabinoides ha cobrado
relevancia en los Ultimos afios y es particularmente interesante en el caso de
padecimientos que cursan con dolor crénico, donde en un alto porcentaje de los
pacientes, se reporta que las estrategias farmacologicas convencionales para el

manejo del dolor son insuficientes.

A pesar del evidente potencial farmacologico de los cannabinoides, su uso individual
esta limitado a causa de los efectos secundarios que pueden provocar, en el caso de
THC, o de la estrecha ventana terapéutica, para CBD. En los Ultimos afos, se ha
planteado que el uso combinado de THC y CBD podria ser una alternativa mas
favorable que su uso individual, pues se ha propuesto que CBD tiene la capacidad de
modular los efectos asociados a THC a través de mecanismos tanto farmacocinéticos
como farmacodindmicos. No obstante, no parece ser suficiente con administrar ambos
cannabinoides en conjunto, sino que se requiere encontrar la dosis, via de
administracion y la combinacién ideal THC:CBD que potencie sus efectos terapéuticos
a la vez que se reducen los efectos adversos asociados a su uso. En este trabajo se
evaluo el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de CBD y combinaciones THC:CBD
1:1 y 1:3 sobre conductas dolorosas en un modelo murino de artritis inducida por
antigeno, asi como su perfil toxicologico y la cuantificacion de niveles sanguineos de
THC y CBD asociados a tales efectos por medio de UPLC-MS/MS.



2. Antecedentes

2.1Cannabis y cannabinoides

2.1.1 Composicion de la planta de Cannabis

Cannabis (Cannabis sativa L.), es una planta de floracién fenotipicamente diversa que
ha sido ampliamente utilizada para fines comerciales y medicinales (Smith CJ., 2022).
Se han reconocido mas de 483 compuestos fitoquimicos en la planta de cannabis.
Estos compuestos activos incluyen a los fitocannabinoides, terpenos, esteroides,
etcétera (Oladimeji A.V., 2020). Los cannabinoides, que incluyen a los compuestos
endodgenos y a los fitocannabinoides -compuestos terpenofendlicos C21 Unicos
derivados de la planta de cannabis- tienen la capacidad de interactuar con el sistema
endocannabinoide, a través del cual ejercen sus efectos. Los fitocannabinoides mas
abundantes son el acido A-9-tetrahidrocannabindlico (THCA) y el acido cannabidiélico
(CBDA), siendo estos precursores de sus formas neutras A-9 tetrahidrocannabinol
(THC) y cannabidiol (CBD), respectivamente (Smith CJ., 2022).

Las diferencias cuantitativas y la proporcion de THC:CBD en Cannabis aportan
marcadores quimiotaxonémicos Utiles para distinguir entre los biotipos de la planta, lo
que la vuelve quimicamente compleja. (Guy G., 2006). Los distintos fenotipos de la
planta producen diferentes respuestas in vivo, donde Cannabis sativa puede ser
dividida en tres fenotipos: Fenotipo 1, con THC (>0.5% y CBD<0.5% (THC/CBD >>1);
Fenotipo 2 (tipo intermedio), con CBD como el cannabinoide mayoritario, pero con THC
presente en varias concentraciones (THC/CBD aproximadamente de 1); y Fenotipo 3
(tipo fibra o cafiamo), con contenido de THC especialmente bajo (THC/CBD <<1).
(Kinghorn D., 2017).

2.1.2 Sistema endocannabinoide

Del mismo modo que existen compuestos cannabinoides en la planta de cannabis, en
el ser humano estan presentes compuestos estructural y funcionalmente similares a

tales compuestos, los cuales reciben el nombre de endocannabionoides, Asi mismo,



los receptores y enzimas involucradas en su sintesis y metabolismo se contemplan
dentro del llamado sistema endocannabinoide. De manera que, antes de abordar el
mecanismo de accion de los fitocannabinoides es necesario comprender el de los
endocannabinoides, puesto que estos actian sobre los mismos receptores y ejercen

sus efectos, a través de ellos.

El sistema endocannabinoide comprende a los receptores cannabinoides 1y 2 (CBly
CB2), a los endocannabinoides (ECB) y a las enzimas que regulan su biosintesis e
inactivacion (Katz-Talmor D., 2018). Dos principales ECB fueron identificados en la
década de 1990: anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG). AEA es
predominantemente sintetizada por la enzima N-aciltransferasa y la fosfolipasa D
hidrolizante de la N-acil-fosfatidiletanolamina, mientras que el 2-AG es sintetizado por
la diacil glicerol lipasa (DAGL). Ambos ECB son sujetos de degradacion por medio de
oxigenacion e hidrdlisis. La hidrodlisis de la AEA se realiza por medio de la amida
hidrolasa de acidos grasos (FAAH), mientras que para el 2-AG se requiere de la
monoacilglicerol lipasa. Por otro lado, la ciclooxigenasa-2 (COX-2), lipooxigenasas 0
enzimas del citocromo P450 realizan la degradacion por oxidacion de los ECB (Katz-
Talmor D., 2018).

2.1.2.1 Receptor CB1

Tanto CB1 como CB2, pertenecen a la superfamilia de las proteinas regulatorias de
unioén a guanina (proteina G) acopladas a receptores tipo Gin, siendo CB1 el principal
mediador de los efectos psicotrépicos de cannabis, lo que se explica a causa de su
elevada distribucion a nivel de SNC (Katz-Talmor D., 2018) (Ronan P.J., 2016). CB1
se presenta en distintas estructuras del encéfalo, con una mayor concentracion en
amigdala, hipocampo, corteza, ganglios basales y cerebelo, siendo expresado por los
axones de las terminales presinapticas. Su distribucion corresponde a los efectos de
comportamiento tipicos del consumo de cannabis: placer, ansiedad, miedo, péanico,
involucramiento en los procesos de aprendizaje/memoria, pensamiento,

concentracion, movimiento, coordinacion, modulacion del apetito y percepcion



sensorial y temporal (Ronan P.J., 2016). En general, la activacion de estos receptores
ejerce un efecto inhibitorio sobre la célula presinaptica. CB1 predomina en neuronas
GABAérgicas, a través de las cuales inhibe la liberacion del acido gamma-
aminobutirico (GABA); no obstante, CB1 también puede ser encontrado en neuronas
glutamatérgicas, por medio de las cuales inhibe la liberacion del glutamato, principal
neurotransmisor excitatorio. Al actuar sobre estos dos tipos de neuronas de naturaleza
opuesta, los efectos de los agonistas de CB1 pueden, a su vez, también resultar
opuestos y, en consecuencia, formar intrincadas redes de vias neuronales de

inhibicion y excitacion (Ronan P.J., 2016).

CB1 también se expresa en tejidos no neuronales, encontrandose en una variedad de
tejidos periféricos como la glandula tiroidea, glandula adrenal, higado, tejido adiposo,
tracto gastrointestinal, rganos reproductivos, células del sistema inmune y, de manera
destacada en el area de las enfermedades reumaticas, en condrocitos y osteocitos
(Katz-Talmor D., 2018) (Ofek O., 2006). Ademas, se ha sugerido que CB1 facilita la
adhesién de sinoviocitos tipo fibroblasto (FLSs) a fibronectina, por lo que reduce la
capacidad migratoria de estas células y posiblemente contribuya a la disminucién de

la destruccion del cartilago (Katz-Talmor D., 2018).

2.1.2.2 Endocannabinoides como neurotransmisores retrogrados

Los ECB son considerados como neurotransmisores (NTS) puesto que median
funciones de sefalizacién interneuronal y cuya liberacién desde las neuronas esta
regulada por la concentracion de Ca?'. No obstante, difieren de los NTs
convencionales en cuanto a que no permanecen almacenados en vesiculas sinapticas
esperando su liberacion en respuesta a un estimulo, sino que son sintetizados a
demanda. Otra diferencia es que los ECB no transmiten el impulso eléctrico en el
sentido clasico, de neurona presinaptica a neurona postsinaptica, sino en sentido
inverso, lo cual otorga a los ECB su nombre de "neurotransmisores retrégrados”
(Purves, 2016).



2.1.2.3 Senfalizacion endocannabinoide via receptor CB1

La produccion de AEA y 2-AG es estimulada por una sefial de segundo mensajero en
el interior de las neuronas postsinapticas, tipicamente un aumento en la concentracion
de Ca?* postsinaptico. El posible mecanismo de liberacion de los ECB consiste en que
estos, por su naturaleza hidréfoba, son capaces de difundir a través de la membrana
postsindptica hasta alcanzar la hendidura sinaptica. Subsecuentemente, los
receptores cannabinoides localizados en la terminal de la neurona presinaptica son
activados, exhibiendo un efecto inhibitorio transitorio de la neurona presinaptica,
limitando asi la liberacion de los NTs clasicos (GABA o glutamato) (Purves, 2016)

(figura 1 a).

Hasta el momento, se conoce que CB1 actla a través de 3 vias de sefalizacion (figura
1 b).

Via 1. El receptor CB1 acoplado a proteinas Gin, inhibe a la adenil ciclasa, lo que
ocasiona una disminucion de los niveles de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) vy,
consecuentemente, reduce la actividad de la proteina cinasa A o PKA (también
llamada proteina cinasa dependiente del cAMP) (Katz-Talmor D., 2018) (Ronan P.J.,
2016). Esta pérdida de actividad inhibitoria mediada por PKA incrementa la actividad
de canales de potasio, provocando la salida de K* al espacio extracelular,
disminuyendo el potencial de membrana de la neurona presinaptica hasta llevarla a un

estado de hiperpolarizacion no responsivo a estimulos.

Via 2. La subunidad B& del receptor CB1 acoplado a proteina G activa las vias de la
proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) y la cinasa 3-fosfoinositidol (P13K-Akt)
(Katz-Talmor D., 2018). La activacion de MAPK puede desencadenar la produccion de
factores de transcripcion, como la proteina de activacion 1 (AP-1), que se relaciona
con la activacién de linfocitos T en la mayoria de las respuestas de este tipo de células;
la sefializacién via PI3K-Akt participa en la supervivencia de los linfocitos T y permite

gue sigan llevando a cabo sus actividades en la respuesta inmune (Abbas A. , 2015).



Via 3. La activacion de CB1 conlleva la estimulacién de canales rectificadores internos
de potasio a la vez que inhibe los canales de Ca?*.
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Figura 1. Sefalizacion endocannabinoide via CB1. Tomado de: “Cannabinoids for the
treatment of rheumatic diseases — where do we stand?” (p.490). Por Katz-Talmor et al.,

2018, Nat Rev Rheumatol, 14.



2.1.2.4 Receptor CB2

CB2 se encuentra mayoritariamente distribuido en tejidos periféricos, con elevada
expresion en células inmunes (Lowin T. S. M., 2019); no obstante, ciertos estudios han
demostrado que también es expresado en otros tipos de células como condrocitos,
osteocitos, fibroblastos, FLSs y en algunas regiones del encéfalo (aunque en mucho
menor concentracion que CB1) como en el ganglio de la raiz dorsal y cerebelo (Katz-
Talmor D., 2018) (Ronan P.J., 2016).

Al poseer un 48% de homologia de secuencia con CB1 y pertenecer a la misma
superfamilia de las proteinas G acopladas a Giw, las funciones del CB2 son similares
al inhibir a la adenil ciclasa y activar a la MAPK. Un efecto adicional de la activacion
de CB2 es que puede causar un incremento transitorio de los niveles intracelulares de

calcio via fosfolipasa C (Katz-Talmor D., 2018).

Aungque la sefalizacion de CB2 es predominantemente a nivel periférico, han
aumentado las evidencias de que este receptor puede participar en cierto grado en la
sefializacion cannabinoide cerebral, principalmente al formar heteromeros funcionales
con CB1, a través de los cuales, CB2 podria reducir la sefializacion y, por ende, la

respuesta celular mediada por CB1 (Ronan P.J., 2016).

2.1.2.5 Otros receptores cannabinoides

A pesar de que CB1 y CB2 son los receptores mas estudiados del sistema
endocannabinoide, algunos de los efectos de los ligandos a estos receptores no
pueden ser explicados solamente por su unidn a ellos, por lo que se ha sugerido que
otros receptores, como el Receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) y el receptor

55 acoplado a proteina G (GPR55), podrian estar involucrados.

2.1.2.6 Implicaciones analgésicas del mecanismo de los cannabinoides

Los cannabinoides ejercen sus efectos en 3 niveles: periférico, espinal y supraespinal.

A nivel periférico la activacion de los receptores CB2 puede llevar a la modulacion de



la produccion y liberacion de mediadores inflamatorios, como las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y las citocinas; mientras que la activacion de CB1 periféricos
modulan la transduccion del dolor. A nivel espinal, los receptores CB1 inhiben la
liberacibn de neurotransmisores pronociceptivos (como glutamato) desde las
aferencias primarias. Finalmente, a nivel supraespinal, la alta concentracion de CB1
permite la modulacién de sefales ascendentes de dolor en el tAlamo y en el circuito
limbico frontal, entre otras areas implicadas con la percepcion del dolor (Narouze,
2021).

2.1.3 Potencial terapéutico y farmacodinamia de los fitocannabinoides

A causa de su naturaleza lipofilica, tanto THC (log P: 7.26 (Furgan T., 2020), log Kow
= 6.97 (HSDB)) como CBD (Log P: 7.75 (Furgan T., 2020), log Kow: 8 (Tabboon P.,
2022)) tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer sus
efectos, particularmente analgésicos y antiinflamatorios, a nivel de SNC y SNP
(sistema nervioso periférico) en las zonas con mayor expresion de receptores

cannabinoides (Narouze, 2021).

2.1.3.1 Tetrahidrocannabinol

El THC (figura 2) es un analogo de la AEA, siendo responsable en gran parte de las
acciones del cannabis, incluyendo las actividades psicoactivas, de memoria,
analgésicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antipruriticas, broncodilatadoras y
antiespasmaodicas (Narouze, 2021). Sus actividades analgésica y antiinflamatoria se
encuentran mediadas por la activacion de los receptores CB1 y CB2. EI THC tiene una
elevada afinidad de union al receptor CB1 (Tabla 1) (Gallily R., 2015), mismo al que se
atribuyen la mayor parte de los efectos adversos asociados al uso de THC y variedades
de cannabis con alto contenido de este (Narouze, 2021). THC exhibe antinocicepcién
mediada por el agonismo parcial del receptor CB1 a través de la activacion de sitios

supraespinales y vias moduladoras del dolor serotoninérgicas y noradrenérgicas



descendientes via activacion de 5-HT7, 5HT2A y a-2 adrenorreceptor. Adicionalmente,
se ha sugerido que el efecto analgésico del THC se enfoca preferencialmente en las
cualidades afectivas del dolor, dada su amplia distribucion en la amigdala,
perteneciente al sistema limbico (Narouze, 2021).

o)

Figura 2. Estructura quimica del A-9-
Tetrahidrocannabinol (THC). Tomado de (-)-09-trans-
Tetrahydrocannabinol, por Royal Society of Chemistry,
ChemSpider (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.15266.html).

2.1.3.2 Cannabidiol

CBBD (figura 3) posee propiedades terapéuticas importantes, pero no se ha encontrado
gue induzca los efectos intoxicantes asociados a THC, pues no parece actuar como
agonista de los receptores CB1y CB2 al tener una baja afinidad de unién a estos (tabla
1) (Urits 1., 2020). Por el contrario, CBD ha mostrado actuar como un inhibidor
alostérico no competitivo del receptor CB1, modulando asi sus efectos (Urits 1., 2020).
De tal modo que, la actividad antinociceptiva del CBD parece ser a través de la
regulacion de la percepcion del dolor mediante mecanismos no CB1/CB2, sino a través
de otros receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), como el 5-HT1A (efecto
antialodinico), canales idénicos TRPV1 (efecto ansiolitico y antinociceptivo), TRPAL
(canal de cationes de potencial de receptor transitorio, subfamilia A, miembro 1),

TPRM8 (Canal del potencial receptor transitorio de melastatina 8), y PPARs


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.15266.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.15266.html

(Receptores activados por proliferadores peroxisomales) (De-Gregorio D., 2019). La
activacion de receptores de glicina contribuye a la analgesia en modelos de dolor
neuropaticos e inflamatorios. Adicionalmente, CBD incrementa los efectos de AEA al
inhibir su captura y metabolismo a través de la FAAH (Narouze, 2021).

HO
OH

Figura 3. Estructura quimica del cannabidiol (CBD). Tomado de
cannabidiol, por Royal Society of Chemistry, ChemSpider
(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.454786.html).

CBD aporta beneficios neurolépticos mediante su funcion anti convulsionante, en la
que aumenta la cantidad de dopamina, inhibe de la captacion de la serotonina y
potencia la actividad noradrenérgica (Guy G., 2006). CBD también presenta efectos
antioxidantes, analgésicos y un importante efecto antiinflamatorio, al inhibir la
produccion de enzimas ciclooxigenasas y lipooxigenasas (Guy G., 2006), factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucinas (IL) inflamatorias como IL-1j3, IL-6 e IFN-
(Interferon- B) (Anil SM., 2022).
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Tabla 1. Farmacologia cannabinoide. Compilacién de los datos experimentales sobre afinidad y eficacia de diferentes

moléculas cannabinoides por los principales receptores endocannabinoides

CB1 CB2 TPRV1 GPR55
Compuesto Potencia,

Afinidad, nM Eficacia  Afinidad, nM  Eficacia  Afinidad, nM Eficacia nM Eficacia

Endocannabinoides principales (Agonistas parciales)

Emax : Ki: 1,660— Emax:
AEA Ki: 239.2 Emax : 66% Ki: 439.5 58% 2,504 100% ECso: 18 Emax: 73%
Ki: 11.2— Emax :
2-AG Ki: 4.4-472 Emax: 92% 1,400 87% Ki: — Emax: — ECso: 3 Emax: 99%

Fitocanabinoides principales (agonistas/ agonistas inversos/antagonistas)

Emax:
A9 -THC Ki: 25.1 Emax: 61%  Ki: 35.2 67% Ki: — Emax: — ECs0: 8 Emax: 92%
Emax:
CBD Ki: 2,210.5 Emax: Nulo  Ki: 2,860 Emax: =15 Ki: 3,600 ~91% ICso : 445 Emax: antagonista

Compilacion de datos experimentales de desplazamiento, union a GTPyS (analogo no hidrolizable de GTP) y ensayo de Ca*
citoplasmatico que proveen una medida relativa de las propiedades presentadas de las distintas moléculas cannabinoides. K;:
Constante de inhibicion; ECso: Concentracidn efectiva 50; ECmax: Concentracidn efectiva maxima. Tomado y modificado de:
Legare, C. A., Raup-Konsavage, W. M., & Vrana, K. E. (2022). Therapeutic potential of cannabis, cannabidiol, and cannabinoid-
based pharmaceuticals. Pharmacology, 107(3-4), 131-149.

2.1.3.3 Accion antiinflamatoria de los cannabinoides

Los cannabinoides son potentes agentes antiinflamatorios y exhiben sus efectos a
través de la induccion de apoptosis de células inmunes, inhibicién de la proliferacion
celular, supresion de la produccion de citocinas proinflamatorias e induccion de células
T reguladoras (Treg) (Nagarkatti P., 2009), (Katz-Talmor D., 2018).

Desde la década de 1990, se han realizado diversos estudios que muestran que THC
tiene la capacidad de inducir apoptosis en macrofagos y linfocitos T y B,
presuntamente a traves de la activacion de Bcl-2 y caspasas. Se ha mostrado también
gue la induccién de apoptosis mediada por THC es mayor en linfocitos naive (virgenes)
en comparacion con linfocitos activados por mitégeno. Es probable que este proceso
esté relacionado con los receptores CB2, puesto que las células activadas presentan

menores niveles de CB2 en su superficie celular. Por otra parte, CBD ha mostrado la
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capacidad de inducir apoptosis in vitro en linfocitos CD4+ y CD8+ a concentraciones
de 4-8 uM al incrementar la produccion de ROS y promover la actividad de las
caspasas 3 y 8. Esta funcién proapoptética de los cannabinoides no se presenta en
células del sistema nervioso donde, por el contrario, tienen un efecto protector sobre
la apoptosis en oligodendrocitos via receptores CB1 y CB2, al sefializar mediante la
via PI3K/Akt (Nagarkatti P., 2009).

Estudios in vitro han evaluado el efecto de cannabinoides como THC y CBD sobre la
produccion de citocinas de distintos tipos de células de la respuesta inmune, sin
embargo, los resultados parecen ser dependientes de la linea celular y de la
concentracion de cannabinoides en estudio. De manera general, los estudios apuntan
a que el THC disminuye la produccion de TNF-a, factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) e IFN- y. Otros cannabinoides también han
mostrado suprimir la actividad de ciertas citocinas, tal es el caso del cannabinoide
sintético no psicoactivo Acido ajulémico (AjA), que mostré disminuir la secrecion de IL-
6 liberada de macréfagos en un estudio in vitro en un modelo de artritis inducida por
adyuvante, y los cannabinoides sintéticos CP55,940 y WIN55,212-2 con potentes
efectos antiinflamatorios mediante la disminucion de la produccion de IL-6 e IL-8 en

sinoviocitos similares a fibroblastos reumatoides (Nagarkatti P., 2009).

A su vez, las citocinas también tienen efectos sobre el sistema endocannabinoide,
ejemplo de ello es que IL-12 e IFN-y han mostrado reducir la expresion y la actividad
de la FAAH, mientras que IL-4 o IL-10 estimulan su actividad (Nagarkatti P., 2009).

2.1.4 Aspectos farmacocinéticos de los cannabinoides
La farmacocinética de los cannabinoides es compleja a causa de la gran variedad de

interacciones que presentan cuando son administrados en conjunto con otros
principios activos, los cuales pueden incluir a otros fitocannabinoides, y su
comportamiento es altamente influenciado por la via de administracion (Hlozek T.,

2017). En humanos, la via mas comun para los productos de cannabis es la via

12



inhalatoria, pues presenta una mayor biodisponibilidad (THC 11-45%), al evitarse el
metabolismo de primer paso, y alcanzando la concentracién maxima (Cmax) de THC en
circulacién en unos pocos minutos, misma que disminuye rdpidamente, mientras que
en tejidos altamente lipofilicos, como el cerebro, permanece elevada por mas tiempo.
Por otro lado, cuando THC, CBD o sus combinaciones son administrados por via oral,
la Cmax de los cannabinoides se presenta alrededor de los 120 min y se relaciona con
una biodisponibilidad marcadamente menor (6-20% para THC y 6-19% para CBD) a
causa del elevado metabolismo hepético. No obstante, a través de esta via de
administracion, no solamente las concentraciones sistémicas permanecen elevadas
durante mas tiempo en comparacion con la via pulmonar, sino que también en tejidos
altamente lipofilicos permanecen elevadas por periodos mas largos, permitiendo que
ambos cannabinoides ejerzan sus efectos durante mas tiempo (Hlozek T., 2017).

2.1.4.1 Metabolismo de los cannabinoides
Una importante ruta metabdlica involucra la oxidacion de THC en su posicion 11 para

formar al 11-OH-THC a través de la accion de las enzimas CYP2C9 y CYP2C19
(Nasrin, 2021). 11-OH-THC es un metabolito activo que presenta efectos psicoactivos
equivalentes o incluso mayores a los del propio THC, cobrando relevancia en las vias
de administracion que promueven su formacion. El 11-OH-THC no suele acumularse
a causa de que este es, a su vez, sustrato de CYP2C9, enzima que se encarga de
oxidarlo ain mas hacia el metabolito inactivo 11-COOH-THC. Sin embargo, las
concentraciones residuales de THC permiten la conversion a 11-OH-THC durante
dias, por lo que su actividad no puede ser despreciada (Andrenyak, 2017). Por otra
parte, CBD también sufre procesos de oxidacion a través de las enzimas CYP2C19 y
CYP3A4, para formar 7-OH-CBD, y posteriormente 7-COOH-CBD, aunque en este
caso ninguno de los dos metabolitos presenta actividad bioldgica (Andrenyak, 2017).
El metabolismo de THC y CBD presenta un mayor grado de complejidad cuando estos
son administrados en conjunto, pues se ha demostrado por medio de ensayos in vitro
que tanto THC como CBD y sus metabolitos son inhibidores de enzimas del sistema
CYP450. THC ha presentado inhibicion competitiva de las enzimas CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9 y CYP2D6, mientras que 11-OH-THC ha mostrado inhibir competitivamente
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a CYP2B6, CYP2C9 y CYP2D9. Por otro lado, CBD puede inhibir competitivamente
CYP3A4, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 y CYP2E1. Adicionalmente, THC y CBD han
presentado inhibicion mezclada de CYP2C19 y CYP1A2 (Nasrin, 2021). Tales
acciones representan potenciales interacciones farmacocinéticas no solo entre estos
dos cannabinoides, sino con un amplio abanico de farmacos cuando son administrados

a la par.

2.1.5 Tetrahidrocannabinol, cannabidiol y sus combinaciones
Derivado de su potencial farmacologico asociado a la ausencia de efectos intoxicantes,

el uso de CBD en productos de cannabis los ha hecho mas atractivos para su
consumo, ya sea por si solo o en combinacion con el THC donde, presumiblemente,
CBD modula los efectos asociados a intoxicacion por THC, tales como defectos de
memoria, paranoia, aumento del riesgo de enfermedad psicética e incremento a la
dependencia al cannabis (Pennypacker SD., 2020). A causa de esto, se ha propuesto
gue productos que contengan CBD pueden mitigar los efectos intoxicantes del THC en
sus formulaciones y, si bien esto ha sido explorado desde épocas tan tempranas como
1970, los resultados tanto clinicos como preclinicos hasta la fecha han sido

complicados y controversiales.

2.1.5.1 Variedades y extractos de Cannabis con mayor efecto terapéutico
Numerosos estudios in vivo han evaluado el efecto analgésico y antiinflamatorio de

THC y CBD administrados individualmente, sin embargo, estos suelen presentar una
limitacién importante en cuanto a su relacién dosis-respuesta, pues presentan una
curva tipo campana que los relaciona con una estrecha ventana terapéutica, donde
solo limitadas dosis de estos presentan efectos terapéuticos, lo que dificulta su uso en
la clinica como agentes individuales (Gallily R., 2015). Ejemplo de esto es el trabajo
de Malfait y colaboradores (2000) en donde se encontré que CBD ejercio un efecto
supresor dosis-dependiente tanto en artritis clinica como en el dafio a articulaciones
en un modelo murino de artritis inducida por colageno (CIA) administrado via
intraperitoneal; sin embargo, la curva dosis-efecto obtenida mostréo un comportamiento

en forma de campana, donde la dosis de 5 mg/kg de CBD ejercio el efecto terapéutico
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optimo, mientras que la dosis mas baja (2.5 mg/kg) y la mas alta (20 mg/kg) no

mostraron efectos significativos (Malfait AM., 2000).

Resultados similares se presentaron cuando se evalud la administracion de CBD via
oral, donde la dosis de 25 mg/kg mostré efectos terapéuticos 6ptimos, mientras que la
dosis mas alta y la mas baja no presentaron efectos significativos, siendo de 10 mg/kg
y 50 mg/kg, respectivamente. Este estudio, pese a mostrar resultados prometedores
respecto al uso de CBD para tratamiento de enfermedades inflamatorias,

especificamente la artritis, se ve limitado a una sola dosis terapéuticamente relevante.

Con el objetivo de superar las limitaciones del uso de cannabinoides en cuanto a
dosificacion, se han hecho esfuerzos por encontrar patrones dosis-respuesta
predecibles. En 2015, Gallily y colaboradores realizaron un estudio donde compararon
el efecto antiinflamatorio y antinociceptivo en el modelo de formacion de oedema
inducido por zymosan de CBD administrado individualmente (1, 5, 25y 50 mg/kg, i.p.),
asi como el efecto de un extracto estandarizado de cannabis clona 202 (5, 25 y 50
mg/kg) donde, en correspondencia con estudios previos, la administracién de CBD
puro mostré una relacion dosis-respuesta tipo campana; por otra parte, el extracto de
cannabis clona 202 mostré una respuesta dosis-dependiente en los tres parametros
ensayados: el extracto previno el oedema, el dolor y la produccion de TNF-a inducida

por zymosan, con un efecto terapéutico mejorado en dosis crecientes.

La diferencia en los efectos del CBD puro respecto al extracto estandarizado es
atribuible a la diferente composicién en cannabinoides en el extracto, donde por medio
de cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS) se encontré6 que la
composicién del extracto fue la siguiente: CBD 17.9%, THC 1.1%, cannabicromeno
(CBC) 1.1%, cannabigerol (CBG) 0.2% y cannabinol (CBN) y cannabidivarol (CBDV)
en trazas (Gallily R., 2015). Estos resultados sugieren que la limitacion del uso de CBD
puro puede ser superada al presentarse en conjunto con otros componentes naturales
de la planta, donde cabe resaltar la proporcién de los dos cannabinoides principales

de la planta THC:CBD 1:16. De esta forma, el estudio soporta lo planteado
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previamente, donde el uso de combinaciones de cannabinoides, particularmente THC
y CBD, posee mayor potencial terapéutico, mas predecible y con probable reduccién

de efectos adversos en comparacion con su administracién individual.

En 2021, Shebaby y colaboradores realizaron la evaluacion de las actividades
antiinflamatorias in vitro e in vivo del aceite de cannabis libanés (COE), aceite que ha
sido empleado tradicionalmente en el Libano para tratar diversas enfermedades,
principalmente cancer, diabetes y dolor crénico asociado con artritis. En principio, se
determind por medio de GC/MS que los constituyentes principales fueron
cannabinoides (85.15%), sesquiterpenos (5.89%) y monoterpenos (4.12%). La
proporcion de cannabinoides fue marcadamente dominada por CBD (59.1%) y THC
(20.2%), que resulta en una relacién aproximada de THC:CBD 1:3. El estudio reveld
que la actividad antiinflamatoria del COE presentd una marcada disminucion de la
inflamacion en modelos crénicos (formalina) y agudos (carragenina), donde en ambos
casos los resultados fueron dosis dependientes con una inhibicion maxima de 50% y
56% (25 y 50 mg/kg) y 41y 47% ((25 y 50 mg/kg), respectivamente (Shebaby W.,
2021).

2.1.5.2 Categorias de la interaccion THC-CBD
En general, la literatura enfocada en el uso conjunto de THC y CBD sefiala que la

interaccidn entre estos ya sea a nivel farmacocinético o farmacodinamico, es bastante
compleja. La esperanza del uso conjunto de ambos cannabinoides sobre minimizar los
efectos adversos del THC a través de la presencia del CBD podria no ser tan clara,
pues existen estudios que sefalan que, en lugar de atenuar estos efectos, CBD podria
ser capaz de aumentarlos. El tiempo ha demostrado que es complicado establecer la
razon CBD/THC que cause antagonismo 0 potenciacion. Si bien, esto sigue siendo
cierto actualmente, se cuenta con indicios que apuntan a que proporciones altas de
CBD/THC son capaces de atenuar el estado intoxicante provocado por THC, mientras
gue dosis equivalentes o bajas de CBD/THC podrian aumentar dicho efecto. Zuardi y
col., indican que considerando solo estudios de los dos cannabinoides administrados

simultdneamente, la proporciéon media de dosis de CBD/THC fue 8.8 (x11.1) cuando
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se observaron efectos antagonicos, y de 1.8 (+1.4) cuando los efectos del THC fueron
potenciados (Zuardi AW., 2012) . Por su parte, Solowij y col., mostraron que los niveles
de THC pueden ser reducidos en proporciones altas de THC:CBD, como el 1:20, pero
aumentadas en bajas cantidades de CBD, como 2:1 .

Es asi como, con base en una minuciosa revision realizada por Pennypacker y col.,
(Pennypacker SD., 2020) (Pennypacker SD, 2022) se han establecido cuatro

categorias clinicamente relevantes:
1) THC:CBD 2 1:1 CBD puede incrementar los efectos de THC;
2) THC:CBD ~ 1:2 CBD no tiene efecto significativo sobre los efectos de THC;

3) THC:CBD >1:2, <1:6 CBD puede no tener efecto o actuar como protector contra

los efectos de THC vy,

4) THC:CBD 21:6. CBD tiene efecto protector sobre los efectos de THC.

2.1.6 Uso de cannabinoides para el tratamiento de enfermedades cronicas
Se ha explorado el rol del sistema endocannabinoide sobre la inflamacién, asi como

en el desarrollo, remodelamiento y metabolismo éseo en patologias tales como la
artritis reumatoide, principalmente en modelos animales (Ehrenkranz J., 2019),
mientras que los estudios en humanos son muy escasos, esto puede ser reflejo de las
restricciones legislativas que histéricamente han rodeado la investigacion con
cannabis (Ehrenkranz J., 2019). Sin embargo, los modelos de dolor artritico y
neuropatico en animales han demostrado una clara reduccion del dolor y alodinia bajo
tratamiento con cannabinoides (Lowin T. T. R., 2020), esto apunta a que la medicina
basada en cannabis puede representar una opcion interesante para tratar sintomas
comunes y debilitantes de enfermedades reumaticas en casos particulares cuando las

otras terapias convencionales han sido exploradas sin éxito (Katz-Talmor D., 2018).
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2.2 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica, cronica y de naturaleza
autoinmune, que afecta principalmente a las articulaciones, caracterizada por la
presencia de inflamacién con participacién de autoanticuerpos anti-inmunoglobulina G
(IgG, Factor Reumatoide (FR)) y proteinas citrulinadas (anticuerpos antiproteina
citrulinada (ACPASs)) (Smolen J., 2018) (Bingham B., 2009). La inflamacion de la
membrana sinovial de las articulaciones frecuentemente resulta en la erosion ésea y

la eventual destruccién de las articulaciones cuando no es tratada (Shams S., 2021).

2.2.1 Fisiopatologia de la artritis reumatoide
El curso inicial de la patogénesis de la AR esta marcado por la activacion de la

respuesta inmune innata, donde la estimulacion de las células presentadoras de
antigeno (CPA) mediadas por la presencia de FR y ACPAs en la sinovia derivan en
una quimioatraccion de linfocitos B, linfocitos T CD4+, células dendriticas, neutrdfilos,
mastocitos y macréfagos en el area afectada, que eventualmente resulta en la
hiperplasia y neovascularizacion de la membrana sinovial (Cisneros-Caballero A.F.,
2017).

Por otro lado, los osteoclastos, condrocitos y fibroblastos sinoviales son activados en
respuesta a la inflamacion del tejido sinovial, y posteriormente contribuyen a la
destruccion del cartilago y hueso. La médula 6sea subyacente también es infiltrada y
dafiada por agregados de linfocitos T y B autorreactivos que perpetdan la reaccion
autoinmune patogénica (Cisneros-Caballero A.F., 2017).

Los estudios epidemioldgicos de la AR han mostrado que su prevalencia se encuentra
en el rango de 0.5-1.0% en la poblacion occidental blanca. Se estima que la
prevalencia es similar entre los distintos paises occidentales, aunque difiere entre
etnicidades (Smolen J., 2018).

El tratamiento de la AR es desafiante dada la elevada inervacion de las articulaciones,

la cual incluye la presencia de nociceptores que rodean la articulacion, lo que explica
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la marcada relacién entre las patologias de las articulaciones y el severo dolor que las
acompanfa. Esto resulta en la sensibilizacion de las neuronas nociceptivas aferentes
primarias (Bingham B., 2009). De hecho, el dolor es el sintoma mas comudn de la AR,
presentandose en hasta el 97% de los pacientes, siendo también la principal razén

gue motiva a los pacientes a acudir a consulta médica (Cao Y., 2020).

2.2.2 Dolor y artritis reumatoide
La capsula y la sinovia de las articulaciones tienen una gran cantidad de fibras

aferentes periféricas del ganglio de la raiz dorsal, mismas que poseen un elevado
numero de neuronas sensitivas primarias Aa, AB, Ad y C. Cuando se presenta
inflamacion de la sinovia se activa y sensibiliza a los nervios aferentes presentes en
ella, lo que conduce a la percepcion de dolor. Este mecanismo ocurre no solo en la
sinovia, sino también en la cdpsula de las articulaciones, el menisco lateral, hueso
subcondral, ligamentos, la envoltura del tenddn y el masculo, todo lo cual contribuye

de manera importante a la generacion del dolor cronico (Cao Y., 2020) (Figura 4).

Si bien, la inflamacién en las articulaciones es un mecanismo importante para la
generacion del dolor en la AR, este también puede presentarse en ausencia de
inflamacion y expandir su distribucion hacia tejidos adyacentes al de las articulaciones,
lo que sugiere que la hiperalgesia puede ser causada por mecanismos de regulacion
central mas que por la sola estimulacion de nociceptores periféricos (Figura 4) (Cao
Y., 2020) (Zhang A., 2018).

En la AR a nivel local de las articulaciones, la inflamacién de la sinovia puede ser
causada por la presencia de citocinas proinflamatorias que activan o sensibilizan fibras
nociceptivas aferentes y transmiten las sefiales del dolor via tracto espinotalamico
hacia zonas implicadas con la percepcion del dolor como la corteza somatosensorial y
el sistema reticular y limbico. Las citocinas proinflamatorias como el TNF, IL-183 e IL-6
pueden actuar directamente sobre nociceptores mecanosensoriales o en vias
postsinapticas en la médula 6sea y circuitos supraespinales. La actividad de las

citocinas en estos sitios de unién puede reducir los umbrales de activacion de los
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transductores de estimulos evocados en los nociceptores primarios (sensibilizacion
periférica) (Simon, 2021) (Figura 4).

Consecuencias a nivel nervioso:

¢ Pérdida de las vias de
inhibicion descendente

« Aumento de vias
facilitadoras descendentes

e Sensibilizacién central a

nivel de la médula espinal
Receptores a

citocinas
(TNF-q, IL-1B,
IL-6 e IL-17)
Nfeuronas Nociceptores Consecuencias a nhivel de la
arerentes 7 articulacion:
primarias ;
Membrana s Erosion subcondral
.-~ sinovial e Exposicion de  nervios
Capsula ‘ subcondrales
------ Macrof ¢ Inflamacidn sinovial
- -~ Vacrotago + Degradacion de cartilago
Citocinas “-.  Cartilago » Resorcion osea
pro inflamatorias erosionado  Infiltrado leucocitario en la

sinovia y liquido sinovial

Osteoclasto

Figura 4. Mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la presencia de dolor e inflamacién en
artritis reumatoide. ACC: Corteza Cingulada Anterior; PAG: Sustancia Gris Periacueductal,
RVM: Médula Rostral Ventromedial; DRG: Ganglio de la raiz dorsal; TNF-a: Factor de necrosis
tumoral a; IL-1B: Interleucina 1B; IL-6: Interleucina 6; IL-17: Interleucina 17.

2.2.2.1 Sensibilizacion inmune de los canales idnicos en nociceptores
La modificacion de la actividad de los canales iénicos también es un mecanismo clave

para la conduccion del dolor (Baral P., 2019), estando relacionada con la actividad de
los canales de sodio de apertura de voltaje, los cuales son proteinas importantes en la

excitabilidad y transduccién sensorial, puesto que son responsables de la
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despolarizacion del potencial de membrana en reposo, y la subsecuente iniciacion del

potencial de accion (PA) en neuronas (Campos-Rios A., 2021).
TRPV1

El receptor TRPV1 es un canal de cationes de apertura por ligando no selectivo,
activado por capsaicina, calor, protones y lipidos enddgenos llamados endovaniloides
(Palazzo, 2010) (Abbas M. , 2020) (Cao Y., 2020). Asi como se encuentran en las
neuronas aferentes primarias periféricas y del ganglio de la raiz dorsal, los receptores
TRPV1 también se expresan en estructuras espinales y supra espinales, asi como en
aguellas que pertenecen a la via descendente antinociceptiva enddgena, el cual es un
circuito del SNC supraespinal cuya tarea es contrarrestar el dolor. Incluye la PAG y la
RVM, cuya activacion lleva a la analgesia (Palazzo, 2010). La activacion de los
receptores TRPV1 causa dos efectos: la despolarizacién de la membrana y el eflujo
de calcio. Las consecuencias de estos efectos varian dependiendo del tipo de célula
desde la excitacion neuronal hasta la secrecion y contraccion del masculo liso (Abbas
M., 2020).

Durante la inflamacion de tejidos o dafio, las citocinas, prostaglandinas, NGR y
bradicininas promueven en las neuronas un incremento en la expresion y/o actividad
de TRPV1. Se ha encontrado que la neutralizacion de TRPV1 puede reducir la
hipersensibilidad mecanica de ratones en el modelo de artritis inducida por antigeno
(CIA); sin embargo, el rol del TRPV1 en el dolor relacionado a AR es controversial (Cao
Y., 2020).

2.2.3 Tratamientos actuales de la artritis reumatoide

El tratamiento de la AR tiene dos metas terapéuticas, siendo 1) la disminucion de la
inflamacion y el dolor en las articulaciones y 2) maximizar la funcién de las
articulaciones, previniendo su destruccion y deformacion. Para lograr esto se emplea
una combinacién de aproximaciones farmacoldgicas, actividad fisica, control de peso

y buenos habitos como evitar fumar y descansar apropiadamente.
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2.2.3.1 Alivio del dolor y la disminucion de la inflamacion
Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) incluyendo al acido acetil

salicilico (aspirina), el naproxeno e ibuprofeno son considerados como de rapida
accion. Su uso a largo término esta asociado con efectos secundarios como nausea,
dolor abdominal, Ulceras y sangrado gastrointestinal. Los corticoesteroides también
son farmacos con potente accion antiinflamatoria, pero acarrean serios efectos
secundarios, por lo que solo son recomendados en dosis bajas y por periodos cortos
de tiempo. Los opioides débiles como la codeina, el dextropropoxifeno y el tramadol
podrian tener un rol efectivo en el manejo del dolor a corto término causado por la AR,

pero sus efectos adversos superan a los beneficios (Bullock J., 2018).

2.3.3.2 Remision y disminucion de la progresion de la destruccion de las
articulaciones y su deformacién
Los llamados farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARDS)

son considerados farmacos de accion lenta, pero a diferencia de los AINEs y
glucocorticoides, estos ademéas de minimizar el componente inflamatorio de la
enfermedad también reducen la destruccion de las articulaciones, por lo que se han
posicionado como los farmacos de eleccion en el tratamiento de la AR. Usualmente
la terapia comienza con metotrexato (MTX), farmaco inmunosupresor que requiere
pruebas sanguineas regulares para identificar posibles efectos adversos. No obstante,
tiene la ventaja de poder ajustar la dosis de manera flexible, y posee menores efectos
adversos que otros DMARDs (Bullock J., 2018).

Los DMARDSs biolégicos, son farmacos de rapida efectividad en la disminucién de la
progresion del dafio a las articulaciones causado por la AR; sin embargo, presentan
serios efectos secundarios, como incremento de riesgo a infecciones (Bullock J.,
2018). Son recomendados cuando otros farmacos de segunda linea no son efectivos.
Desafortunadamente, estos farmacos son caros y no se encuentran al alcance de

todos los pacientes (Bullock J., 2018).

Lamentablemente, tras haber intentado muchas de las opciones terapéuticas

convencionales, algunos pacientes deben continuar viviendo con un control
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inadecuado o minimo del dolor reumatico. Investigaciones recientes han sugerido que
los cannabinoides como el THC y el cannabidiol CBD podrian ser utiles en el
tratamiento de la AR (Ehrenkranz J., 2019) (Lowin T. T. R., 2020) (Katz-Talmor D.,
2018) (Gonen T., 2020) (Hendricks O., 2019) (Zhu M., 2018) (Lowin T. S. M., 2019) al
actuar como moduladores de la actividad del sistema inmune. Se ha observado que
los ligandos endocannabinoides y sus receptores son criticos en la neurotransmision,
el control del apetito, las emociones, la percepcion del dolor y la respuesta inmune
(Zhu M., 2018).

2.2.4 Uso de Cannabis para el tratamiento de la artritis reumatoide

En 2008, el estudio de Richardson y colaboradores apuntd que los receptores del
sistema endocannabinoide pueden ser objetivos terapéuticos en el tratamiento del
dolor y la inflamacion asociados con osteoartritis (OA) y artritis reumatoide. Esta
prediccién esta sustentada en que los investigadores identificaron que AEA y 2-AG
estaban presentes en fluido sinovial de pacientes con AR y OA, mientras que no fueron
detectados en fluidos de la sinovia de voluntarios normales (Richardson D., 2008). Mas
aun, en otro estudio se encontrd, que tanto mRNA como la proteina CB2 se
encontraron en pacientes con AR, y que la expresion de CB2 est4d aumentada por

mediadores proinflamatorios (Gui H., 2015).

En 2015, el estudio de Gui y colaboradores mostré una disminucién de los sintomas y
un marcado alivio de la destruccion articular en ratones con CIA tratados con HU-308
(dosis de 0.3 y 1.0 mg/kg), un cannabinoide sintético agonista selectivo del receptor
CB2. Los resultados indicaron que la administracion de 1.0 mg/kg de HU-308 permitié
gue los ratones desarrollaran una enfermedad significativamente menos severa con
menor infiltracién sinovial de células mononucleares y polimorfonucleares y menor
erosion del cartilago y hueso en comparacion con los ratones CIA tratados con
vehiculo (evaluado por andlisis histolégico). Ademas, por medio de estudios
radiograficos se encontr6 en los ratones que recibieron la misma dosis del

cannabinoide, este previno la erosion focal 6sea y articular de las rodillas. Por otro
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lado, se observé una reduccion de anticuerpos anti-Cll en los ratones ClI tratados con

HU-308 en comparacién con el grupo control (Gui H., 2015).

Adicionalmente, un estudio in vitro por Gui y col. analizando macrofagos peritoneales
de ratones CB2** y CB2”, mostr6 que HU-308 inhibe la produccién IL-6 y TNF-a de
manera dosis-dependiente. La deficiencia de CB2 elimind completamente estos
efectos, lo que implica que CB2 media los efectos inhibitorios de HU-308 sobre la
produccion de IL-6 y TNF-a en macréfagos. La funcion de los macrofagos es
particularmente distinguida en la patogénesis de la AR, pues son los principales

productores de citocinas proinflamatorias (Gui H., 2015).

En otro estudio llevado a cabo por Hammell y colaboradores en 2016 se probé la
eficacia in vivo de una administracion transdérmica de CBD para reducir la inflamacion
y los comportamientos asociados a dolor en un modelo de monoartritis inducida por
adyuvante en ratas (Hammell D.C., 2016). Los resultados mostraron que la
administracion de CBD en dosis de 6.2 y 62.3 mg/dia (por 4 dias) disminuyen la
inflamacion de la rodilla ipsilateral y la puntuacion del dolor, asi como la
hipersensibilidad al calor en el modelo de monoartritis inducida.

En 2018, Zhu y colaboradores encontraron una disminucion de la severidad de la
enfermedad en ratones tratados con JWH133, un agonista selectivo de CB2, en un
modelo de CIA, asi como una marcada reduccion en la produccién TNF-qa, IL-1 e IL-
6.

Estudios como los que se han expuesto muestran la importancia del receptor CB2 en
la induccion de efectos antiinflamatorios, en gran parte debido a la regulacion que
ejercen sobre los macrofagos, mismos que juegan un rol crucial en enfermedades
como la AR. Por otro lado, el receptor CB1 ha mostrado inducir efectos
proinflamatorios al promover la polarizacion de los macrofagos M1, la generacion de
especies reactivas de oxigeno, fibrosis y aumento de la sefializacion de TLR4 (Lowin
T. S. M., 2019). Como consecuencia, puede concluirse que en materia del uso de

cannabinoides para tratamiento de la AR es importante procurar el uso de
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cannabinoides, o combinaciones de estos, que induzcan preferencialmente la
activacion del receptor CB2, de tal forma que se minimicen los efectos proinflamatorios

mediados por el CB1, asi como sus efectos intoxicantes a nivel de sistema nervioso.

En humanos, Blake y colaboradores llevaron a cabo un estudio preliminar multicéntrico
sobre la eficacia, tolerabilidad y seguridad de CBM (Sativex) en el dolor causado por
AR, donde se encontré que, en comparacion con el grupo placebo, la terapia basada
en cannabis se asocio con mejoras significativas en parametros del dolor y la calidad
de suefio (Blake D. R., 2006). Esto se demostré empleando un aerosol consistente en
extracto de cannabis con cantidades en relacién 1:1 de los cannabinoides mayoritarios
THC y CBD. Sativex fue administrado por via oromucosal con cada activacion del

aerosol conteniendo 2.7 mg de THC y 2.5 mg de CBD.

2.2.5 Uso creciente y legislacion de cannabis y sus derivados

A causa de los numerosos efectos terapéuticos potenciales de cannabis, un creciente
ndamero de paises que incluyen a Canada, India, Tailandia, Alemania, Turquia, Italia,
Brasil, Francia y algunas regiones en Estados Unidos han aprobado el uso de cannabis
y sus derivados para uso medicinal, particularmente para el tratamiento de patologias

asociadas al dolor crénico (Abuhasira, 2018) (Ransing R., 2022).

Un estudio en 2018 realizado en poblacion francesa revel6 que en aquellos pacientes
con tratamiento establecido de cannabis medicinal estaba indicado principalmente
para el tratamiento de dolor crénico, condiciones de salud mental, desérdenes del

suefio y enfermedades de caracter artritico o musculoesquelético (Baron E., 2018).

En 2017, México dio el primer paso en la regulacion sobre el uso de la Cannabis, al
publicar en el Diario Oficial de la Federacion el Anteproyecto de Ley para la regulacion
del Cannabis, mismo que estipula los usos del cannabis y sus derivados (capitulos I,
IV'y V), entre las que se encuentran el uso cientifico y de investigacion en las areas de

medicina o farmacéutica, terapéutica o paliativa e industrial, el cual fue aprobado y
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expedido como Ley Federal para la Regulacion del Cannabis, con diversas

disposiciones de la ley General de Salud y del Codigo Penal Federal en el afio 2021.

En virtud de la repentina afluencia de productos derivados de cannabis en el mercado
y del creciente movimiento en México hacia la legalizacion de tales productos el
desafio al que se enfrenta la comunidad cientifica es grande. Por un lado, la literatura
existente en torno al uso eficaz y seguro de cannabis y sus derivados es escasa y, en
muchas ocasiones, contradictoria, lo que limita en gran medida su recomendacién de
uso en la clinica para el tratamiento de distintas patologias. Por otra parte, el
surgimiento de tan extensa cantidad de productos basados en cannabis encontrados
ya en un mercado que ofrece limitado control sobre ellos y se reduce a la prohibicion
de tales productos en consecuencia de los riesgos asociados a su uso que, si bien son
reales, también ofrecen un evidente potencial terapéutico en patologias donde las
estrategias farmacologicas convencionales son insuficientes. En consecuencia, el
desafio presentado resulta ineludible pues la alternativa implicaria negar a la poblacion
la informacién necesaria para la toma de decision acertada con base en sus
necesidades y objetivos clinicos. En este sentido, es indispensable profundizar en el
conocimiento sobre la farmacocinética y farmacodinamia de los cannabinoides, asi
como la busqueda de las combinaciones, dosis y vias de administracion ideales para
el tratamiento de distintas enfermedades, principalmente aquellas asociadas a

procesos de inflamacién y dolor crénico.
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3. Justificacion

Existen diversas opciones terapéuticas para el alivio del dolor crénico, en el cual se
incluyen patologias como la artritis reumatoide; sin embargo, ninguno de los farmacos
empleados de primera y segunda linea para tratar la AR tienen actividad analgésica a
largo término que no venga acompafada de significativos efectos secundarios que
varian desde la intolerancia gastrica que lleva a la ulceracion y sangrado
gastrointestinal de los AINEs, los problemas hepaticos y deterioracién de la médula
Osea de los DMARDSs hasta los riesgos de tolerancia y adiccion de los opioides (Bullock
J., 2018). Por lo que es necesario continuar explorando nuevos farmacos con potencial
analgésico que, idealmente, reduzcan la progresiéon del dafio a las articulaciones. Los
cannabinoides, principalmente el THC y CBD, han mostrado tener un significativo
potencial terapéutico para el alivio del dolor y enfermedades inflamatorias, por lo que

son una opcion atractiva en el alivio de la AR.

En las dltimas décadas, ha habido un creciente movimiento hacia la legalizacion de la
planta de cannabis y de sus derivados cannabinoides (Romero-Sandoval EA, 2018),
al ser estos productos orientados hacia objetivos clinicamente no satisfechos en
muchos pacientes afectados de enfermedades clinicas resistentes al tratamiento (Guy
G., 2006). Puesto gue la situacién clinica y social tiene una fuerte tendencia hacia la
legalizacion de estos productos, seria imprudente permanecer con tan limitado
conocimiento sobre su farmacocinética, farmacodinamia, via de administracion y
proporciones ideales de los cannabinoides principales. Puesto que los inconvenientes
deben coexistir con las ventajas del uso de cannabis y sus derivados, para encontrar
el balance entre estos dos aspectos es necesario profundizar nuestro conocimiento en

ambos.

La relacion THC:CBD resulta particularmente llamativa, puesto que promete una
aproximacion hacia el entendimiento del maximo efecto terapéutico de estos
cannabinoides, acompafado de la menor cantidad de efectos adversos, entre los que

se incluye la accion psicoactiva del THC.
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4. Hipotesis

La combinacion de THC:CBD en proporcion 1:3 tiene un efecto analgésico y
antiinflamatorio mayor, con un perfil toxicolégico mas favorable que la combinacion
THC:CBD en proporcion 1:1.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio individual de CBD vy las

combinaciones THC:CBD en una proporcion 1:1 y 1:3 sobre conductas de tipo
doloroso en un modelo de artritis unilateral crénica por administracion de adyuvante
completo de Freund (CFA) en ratones macho ICR, asi como su perfil toxicolégico y los

niveles sanguineos de THC y CBD.
5.2 Objetivos especificos

» Determinar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de CBD y la combinacion
de THC:CBD en proporcién 1:1 y 1:3 administrados via intraperitoneal, por
medio de la medicién de las conductas indicativas de dolor espontaneo y
medicion del % de inflamacién, en el modelo de dolor crénico de tipo artritico
por administracion unilateral de adyuvante de Freund (CFA) en ratones macho
ICR.

« Evaluar el perfil toxicolégico a través de signos y sintomas espontaneos
después de la administracion de CBD y las combinaciones THC:CBD en
proporciones 1:1 y 1:3, en los animales de experimentacion mencionados
previamente.

» Comparar los niveles de la concentracion sanguinea de THC y CBD, después
de la administracion individual de CBD y las combinaciones de THC:CBD 1:1y
1:3.
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6. Materiales y métodos
Tipo de estudio
Estudio experimental, prospectivo, de asignacion aleatorizada a dosis repetidas.

6.1 Evaluacion in vivo del efecto antinociceptivo, antiinflamatorio y perfil toxicol6gico

de distintas combinaciones de Delta-Tetrahidrocannabinol y cannabidiol

6.1.1 Animales de estudio

6.1.1.1 Consideraciones bioéticas
Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion de la empresa de

investigacion FS Scientia Pharma, S.A. de C.V. (Reg. COFEPRIS No. 20 CI 24 028
032) bajo el titulo “Evaluacion del efecto antinociceptivo de distintas combinaciones de
delta-tetrahidrocannabinol y cannabidiol en un modelo experimental de dolor crénico”
con cadigo: FS-PC-22-001. El modelo animal se realiz6 de acuerdo con lo estipulado
por la NOM-062-ZO0-1999: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Los tratamientos administrados fueron
proporcionados por medio de una donacion de productos de investigacion por parte de

la Asociacion de la Industria Nacional del Cannabis de México.

6.1.1.2 Condiciones de alojamiento
La parte experimental del modelo se realizd en las instalaciones del Laboratorio de

Farmacologia de la Unidad Académica multidisciplinaria Reynosa-Aztlan de la
Universidad Autébnoma de Tamaulipas. Se emplearon 52 ratones macho de la cepa
ICR (Institute of Cancer Research) adquiridos de una fuente certificada (Laboratorios
Harlan, México) con pesos entre los 25-34 gramos (28.88 + 2.29 g, media + SD) y con
4 semanas de edad. Los ratones fueron hospedados en cajas colectivas de acrilico
estandar con un maximo de 4 ratones por caja; se mantuvieron las condiciones de
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, temperatura de 21 + 2 °C y humedad relativa de
40-70% de acuerdo con los lineamientos descritos por la NOM-062-Z00-1999. Los

animales de experimentacion recibieron agua y comida ad libitum y fueron
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acondicionados por 2 semanas previo al inicio de la induccion del estado artritico. Los
ratones fueron aleatorizados para su integracion a los diferentes grupos de evaluacion
con base en el tratamiento a ser administrado. El tamafio de muestra para cada
tratamiento fue el siguiente: PBS n=9, vehiculo n=9, CBD n=12, combinacion
THC:CBD 1:1 n=11 y combinacion THC:CBD 1:3 n=11.

6.1.2 Farmacos y compuestos

Las combinaciones THC:CBD 1:1y 1:3 se encontraron en extractos diluidos en aceite
de coco. Aceite de triglicéridos de cadena media (aceite de coco, MCT oil) grado
reactivo, Beyond Raw Chemistry Labs. Cannabidiol Pure 2000 CBD Paradise (2000
mg, 30 mL). CFA (Cat. F5881) Sigma-Aldrich (Toluca, México). Solucién salina
amortiguada con fosfatos (PBS) pH 7.4.

6.1.3 Modelo de induccion de dolor crénico: Artritis Inducida por Antigeno

Con el objetivo de evaluar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de los distintos
tratamientos, se empled el modelo de Artritis Inducida por Antigeno (AlA), en el cual
se hace uso del Adyuvante Completo de Freund (CFA). El fundamento de este modelo

se describe a continuacion.

Fundamento del modelo de induccion del estado artritico
El modelo de AIA se basa en la inmunizacion con antigenos exdégenos contenidos en

el CFA, el cual es una emulsién que contiene aceites minerales (aceite de parafina,
monooleato de manida como agente emulsificante) y antigenos, frecuentemente
albumina sérica metilada (MBSA) o micobacterias inactivadas por calor. Un esquema
prototipo del uso de CFA para hiperinmunizar animales de experimentacion consiste
en administrar el CFA con antigeno en uno o varios sitios locales seguido por una o
varias inyecciones de refuerzo, cada una de ellas en intervalos establecidos
(usualmente una semana entre cada administracion) (Billiau, 2001). Es comun que las
administraciones sean en el espacio intraarticular de la extremidad ipsilateral de los
animales de experimentacién, mientras que la extremidad contralateral sirve como
control negativo de la administracion. Esto genera una respuesta inmune y la

subsecuente artritis limitada a la articulacion administrada por el antigeno (Choudhary,
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2018). La AlA crea un estado patoldgico local transitorio que simula la AR que dura de

semanas a meses [Bas et al, 2016], y se desarrolla en dos fases: una inflamacion

aguda articular e hipertrofia sinovial seguida por una fase de involucramiento éseo

(Billiau, 2001). Los ratones expuestos a AlA desarrollan sensibilidad transitoria a

estimulacién mecanica y a calor en la pata ipsilateral de la articulacion de la rodilla

inflamada, asi como comportamientos de evasion y resguardo (Bas, 2016), conductas

que son empleadas para determinar el estado de hiperalgesia. El grado de

hipersensibilidad mecanica sigue un curso similar al de la inflamacion en la

articulacion.

6.1.3.1 Induccion del estado artritico
Se empled una versién modificada del

modelo de inflamacién artritica de la
rodilla, previamente validada en
diversos laboratorios  (figura 5)
(Jimenez-Andrade, 2012) (Ghilardi JR,
2012) (Fernandes ES, 2011).
Primeramente, los ratones fueron
anestesiados con mezcla de
ketamina/xilazina (100/ 5 mg/kg via i.p.).
Una vez alcanzado el plano anestésico,
el CFA (5 uL) fue administrado via
intraarticular  (femorotibial), en la

extremidad posterior derecha de los

Articulacién

L ]
U
. |
\% CEA

Figura 5. Imagen representativa de la
administracion intraarticular de CFA/PBS. CFA:
Adyuvante completo de Freund; PBS: Solucion
Buffer de Fosfatos

ratones, proceso repetido de manera espaciada, llevandose a cabo en los dias 0, 7,

14 y 21 (4 inyecciones en total). Adicionalmente, se incluyé un grupo control de la

administracion (control negativo), el cual fue administrado intraarticularmente con PBS,

con la finalidad de permitir comparar la evolucion del estado artritico en los ratones

administrados con CFA en comparacion con este grupo control.
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Una vez establecido el proceso artritico en el dia 14 (post administracion de CFA), se
procedié a la administracion de los distintos tratamientos (tabla 2): 1) vehiculo,
conteniendo aceite de coco, en el cual se encuentran disueltos los cannabinoides
(tabla 3) en los siguientes grupos (n=9), 2) CBD (15 mg/kg) (n=12), 3) Combinacion
THC:CBD 1:1 (THC: 13.5 mg/kg, CBD: 15.7 mg/kg) (n=11) y 4) Combinacion THC:CBD
1:3 (THC: 13.5 mg/kg, CBD 41.9 mg/kg) (n=11). Los tratamientos fueron administrados
diariamente a la misma hora (7:30 h) via intraperitoneal de los dias 14-26 post
administracion de CFA.

Tabla 2. Tratamientos administrados

Agente Volumen de Concentracion  Concentracion

administrado  Tratamiento n administracion de THC de CBD THDCO(SrI’rS] d/i ) CBEI)DO(SrI; d/T( )
(i.a) ip. () (mg/ml) (mg/ml) e/ke eke
PBS N/A 9 N/A N/A N/A N/A N/A
CFA Vehiculo 9 100 N/A N/A N/A N/A
CFA CBD 12 100 N/A 6 N/A 15
CFA THC:CBD 1:1 11 100 5.41 6.26 13.5 15.7
CFA THC:CBD 1:3 11 100 5.38 16.76 13.5 41.9

Concentracion de los extractos determinada por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucidn con deteccion por espectrometria

de masas. Dosis estimada para un peso promedio de 40 g por raton, no se realizé ajuste de dosis. Peso de los ratones previo a la

administracion de los tratamientos 37.98 + 3.89 g (mediaSD). i.p.: Via intraperitoneal; i.a.: via intraartritica.

Tabla 3. Cuantificacion de contenido de THC y CBD en extractos

Concentracion Concentracidon promedio sin Concentracién promedio x

Analito Extracto calculada (ng/mL) factor de dilucién (ng/mL) factor de dilucién (mg/mL)

0.966

THC:CBD 1:1 0.9533 0.9786 6.26304
1.0165
2.4462

THC:CBD 1:3 2.7051 2.6188 16.76032
2.7051
0.8706

THC:CBD 1:1 0.8413 0.8451 5.40864
0.8234
0.8059

THC:CBD 1:3 0.8444 0.8411 5.3833
0.8731

Datos obtenidos mediante UPLC acoplada a masas.

CBD

THC
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6.1.3.2 Evaluacion del efecto antinociceptivo y antiinflamatorio
Para la evaluacion del efecto antinociceptivo se realizdé la determinacion de las

siguientes conductas asociadas a dolor: 1) numero de sacudidas de la extremidad
afectada (dolor espontédneo), 2) tiempo de resguardo de la extremidad afectada
(tiempo en el que el animal evita su uso) y 3) numero de levantamientos verticales
(conducta que requiere el uso de ambas extremidades). Las magnitudes de las
primeras dos conductas son directamente proporcionales a la nocicepcion percibida
por los ratones, mientras que el nimero de levantamientos verticales es inversamente
proporcional a la nocicepcion. Estos parametros fueron medidos en los dias 0, 1, 5, 8,
12, 15, 19, 22 y 26 posteriores a la primera administracion de CFA. Las mediciones
del dia 0-12 permitieron demostrar el estado basal (dia 0), curso y establecimiento del
proceso artritico, mientras que las mediciones de los dias 15-26 se emplearon para
evaluar el efecto antinociceptivo de los tratamientos. En este Ultimo caso, las
conductas fueron evaluadas a las 2 horas post administracion de los tratamientos,
donde se espera encontrar la Cmax de los cannabinoides. Estas mismas
consideraciones fueron aplicadas para la medicion de la accion antiinflamatoria de los
compuestos, asi como los parametros indicativos del perfil toxicolégico que son

descritos posteriormente.

Como medida cuantitativa de la accién antiinflamatoria de los compuestos se
determiné el % de incremento de inflamacion de la rodilla afectada (ipsilateral) con
respecto a la rodilla control (contralateral). Para ello, los ratones fueron anestesiados
con isofluorano (5 mg/kg, via inhalatoria), tras lo cual se empled un vernier electrénico
para la medicién por triplicado del ancho y largo de rodilla, tanto de la rodilla posterior
administrada con CFA, como de la rodilla contralateral. Estas mediciones fueron
determinadas en los dias 2, 9, 16 y 23 post administracién de CFA para cada grupo
evaluado. Los datos por triplicado fueron promediados y empleados para determinar
el diametro de la rodilla ipsilateral y contralateral de acuerdo con la formula 1.

,_ A+l

5 Férmula 1

Donde:
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D= Diametro de rodilla ipsilateral (CFA) o contralateral (control).
A= Promedio de las 3 mediciones de ancho de rodilla ipsilateral o contralateral.
L= Promedio de las 3 mediciones de largo de rodilla ipsilateral o contralateral.

El porcentaje de incremento en la inflamacion fue calculado de acuerdo con la formula
2.

. . Dcpa—Dey ,
% Incremento en la inflamacion = ———— x 100 Formula 2

ctl

Donde:

Dcea= Diametro de la rodilla administrada con CFA
Dcu= Diametro de la rodilla control

6.1.3.3 Evaluacion del perfil toxicologico
En roedores, esta bien caracterizado que los agonistas del receptor CB1, como lo es

el THC, inducen lo que se ha denominado como la "tétrada cannabinoide” que se
caracteriza por manifestaciones de antinocicepcion, hipotermia, supresién/alteracion

de la actividad motora (hipolocomocion) y catalepsia (Metna-Laurent M., 2017).

Se evaluaron la hipotermia, hipolocomocién y catalepsia como manifestaciones de
toxicidad relacionada con la naturaleza cannabinoide de los tratamientos. Estas
manifestaciones fueron determinadas en los dias 0, 16, 20 y 24 post administracion
del CFA, que corresponden con una determinacion basal (dia 0), y a los dias 2, 6 y 10

post administracion de los distintos tratamientos.

Evaluacion de la hipotermia. La temperatura corporal se determind por triplicado a
través de un termometro infrarrojo digital Kent Scientific DT-811, el cual mide de
manera exacta la temperatura de la piel (£ 2% de la lectura o + 4 °F) la cual, permite
estimar cambios en la temperatura de los ratones a causa del efecto de los

cannabinoides con minima invasividad en mediciones repetidas.

Evaluacion de la hipolocomocion. Se empleé una version modificada del paradigma de
campo abierto para evaluar la actividad exploratoria horizontal (Morado-Urbina, 2014).

Para ello, los ratones fueron colocados en el centro de una camara de acrilico

34



rectangular (18 x 27 x 15 cm) dividida en 9 cuadrantes (9 x 6 cm) marcados con lineas
en el piso de la camara, y se cuantifico el nimero de cruces de cada raton durante un
periodo de observacion de 2 minutos, donde un cruce es considerado como aquel en
el que el cuerpo total del raton atraviesa la linea de un cuadrante hacia otro, con las 4

patas del raton en el nuevo cuadrante al que se atraviesa.

Evaluacion de la catalepsia (o inmovilizacion) se evalué mediante la prueba de la barra.
Para ello, se emple6 un dispositivo consistente en una barra redondeada colocada a
12 cm de altura. Los animales fueron sujetados de la base de la cola, de tal modo que
se logro asegurar que el raton colocara ambas patas delanteras en contacto con la
barra. Se cronometrd la duracion del contacto con la barra, deteniendo el ensayo una
vez que se retiraron ambas patas (Metna-Laurent M., 2017). El tiempo total (segundos)
pasado en contacto con la barra se registré hasta un maximo de 180 s. Los ensayos
se repitieron después de 2 minutos para un total de 3 ensayos por prueba. Se utilizd

el promedio de los 3 ensayos como medida de la catalepsia.

El esquema general del modelo de AIA empleado, asi como de la medicion de los
pardmetros nociceptivos, de inflamacién y perfil toxicologico asociados se resumen en
la figura 6, todos ellos siendo evaluados a las 2 horas post administracion de los

tratamientos.

El dltimo dia del experimento se procedio a la administracion de la dltima dosis de los
tratamientos y tras un lapso de dos horas, se obtuvo una muestra sanguinea
pericardica de cada raton, misma que fue contenida en microtubos con EDTA como
agente anticoagulante. Para ello, los ratones fueron previamente anestesiados con una
sobredosis de mezcla de ketamina/xilazina via intraperitoneal, y una vez alcanzado el
plano anestésico se procedid a la obtencion de la muestra. Este proceso fue realizado
de acuerdo con los lineamientos éticos para la investigacion en concordancia con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Una vez extraidas las muestras, estas

fueron conservadas en ultracongelacién (-80°C) hasta el momento de su analisis.
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Figura 6. Esquema de induccion de AlA y evaluacién de efecto antinociceptivo, antiinflamatorio y
tétrada cannabinoide.

6.2 Cuantificacion de punto final de los niveles sanguineos de THC y CBD en el
modelo in vivo

Las concentraciones de THC y CBD en circulacién el tltimo dia de la administracion
de los tratamientos fueron cuantificadas por medio de Cromatografia de Liquidos de

Ultra Alta Resolucion con deteccion por Espectrometria de Masas (UPLC-MS).

6.2.1 Farmacos y reactivos

Los estdndares de THC y CBD fueron obtenidos como material de referencia
certificado y manufacturado por Cerilliant (C-219, Lote FE06162201). Se empleé la
mezcla de 8 cannabinoides neutros disueltos en metanol en concentracion de 500
pHg/mL de cada cannabinoide, siendo estos (-)-08-THC, (-)-09-THC, Cannabidiol
(CBD), Cannabigerol (CBG), Cannabinol (CBN), Cannabicromeno (CBC) |,
Cannabidivarina (CBDV) y tetrahidrocannabivarina (THCV), contenidos en ampula de
1.0 mL.

Se utilizaron acetonitrilo, acido formico, formiato de amonio, n-hexano e isopropanol

de la marca Thermo Fisher Scientific grado LC/MS.
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6.2.2 Condiciones analiticas
El sistema de UPLC-MS consistié en un Cromatografo Acquity Waters con bomba

binaria y sample manager, mientras que el detector fue un espectrometro Acquity

Waters TQD (Triple Quadripole Detector). Todos los datos analiticos fueron

procesados utilizando el software MassLynx 4.1. Las condiciones cromatograficas se

presentan en la tabla 4, mientras que las condiciones del detector, asi como las del

monitoreo de MRM se muestran en la tabla 5y 6, respectivamente.

Tabla 4. Condiciones cromatogréficas

Tabla 5. Condiciones del detector

Modo (MS o0 MSMS) MSMS
Fase movil orgénica (A): Acetonitrilo Modo de ionizacién: ES| +
Formiato de . .
amonio 10 mM, pH Voltaje del capilar (kV): 3
3.2 (ajuste con Voltaje de cono (V): 20
Fase movil acuosa (B): acido férmico) ]
Proporcion de Fase Extractor (V): 4
movil: A (%) B (%) RF Lens (V) 0.1
80 20 Temperatura de desolvatacion (°C): 500
Flujo (isocratico) 0.3 mL/min Flujo del gas de desolvatacion (L/h): 650
Volumen de Inyeccién: 5 uL Flujo del gas de cono (L/h): 150
LM Resolution 1: 13
Tiempo de Corrida: 4.0 min HM Resolution 1: 15
Acquity UPLC BEH lon Energy 1: 1
Caracteristicas de la C18 1.7 pm 2.1 x i .
columna: 100 mm LM Resolution 2: 12
Temperatura de Columna 50 °C HM Resolution 2: 13
. lon Energy 2: 0.5
Deteccion: ESI + - — -
Flujo del gas de colisién (mL/min): 0.25
Tiempo de Retencion oy,
Analito (CBD): 1.67 (min) Temperatura de Source (°C): 150
Entrance: 1
Exit: 0.5
Gain: 1
Tabla 6. Condiciones del monitoreo de la reaccién miltiple (MRM)
Compuesto Parent (m/z) Daughter (m/z) Dwell (s) Cono (V) Colision (V)
THC 315 193.2 0.061 20 25
CBD 315.2 193.2 0.061 20 25
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6.2.3 Preparacion de soluciones stock
Se prepararon soluciones stock de 5000 ng/mL y 50000 ng/mL empleando el mix 8 de

cannabinoides. A partir de estos se realizaron soluciones estandar de 100, 250, 500,
1500, 3500, 5000, 6500, 7500, 300, 1000, 6000 y 9000 ng/mL, mismos que se
utilizaron para construir la curva de calibracion en sangre, de tal modo que al adicionar
20 pL del stock con factor de ajuste a 80 pL de sangre blanco se alcanzaran las
concentraciones de 20, 50, 100, 300, 700, 1000, 1300 y 1500 ng/mL, asi como las
muestras control baja, media, alta y de dilucion, siendo estas 300, 1000, 6000 y 9000

ng/mL, respectivamente.

5.2.4 Procesamiento de la curva de calibracion, controles y muestras
Los puntos de la curva de calibracion y de las muestras control (20 yuL estandar + 80

puL sangre blanco), asi como las muestras problema (100 pL) fueron procesadas con
una extraccion liquido-liquido (Figura 7). Esta consistio en la adicion de 200 pL de
isopropanol, seguida de una agitacion en vortex por 30 segundos. Posteriormente, se
adicionaron 500 pyL de hexano con agitacion en voértex por 1 min, tras lo cual las
muestras fueron centrifugadas por 7 min a 14000 rpm. 300 uL del sobrenadante fueron
transferidos cuidadosamente a un nuevo recipiente con posterior evaporacion a
sequedad en atmésfera de nitrégeno a 40°C por 10 min. Finalmente, la muestra fue
adicionada con 100 uL de fase de reconstitucion acetonitrilo:formiato de amonio 10
mM pH 3.2 (70:30) y mezclada en voértex por 10 segundos. 5 uL de la muestra

procesada fueron inyectados al sistema cromatografico.
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Figura 7. Método de extraccion de muestras, puntos de la curva de calibracion (CC) y muestras
control (MC).

6.2.5 Validacion del método
El método analitico fue validado en concordancia con lo estipulado por la Guia ICH,

International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use (European Medicines Agency, 1995), y de la
Normatividad Mexicana correspondiente, la NOM-177-SSA1-2013. A continuacion, se
presentan los parametros de validacion realizados, mientras que los datos obtenidos

se muestran en la seccién de resultados.
Selectividad

La selectividad del método fue determinada al ensayar 4 muestras de sangre blanco
para demostrar que no existen interferencias de compuestos enddégenos en la matriz
biologica. Las respuestas analiticas cercanas a los tiempos de retencion de THC y
CBD deben ser menores al 20% de la respuesta del limite inferior de cuantificacién

(LIC) para ambos analitos.
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Linealidad

La linealidad fue demostrada al preparar 8 soluciones estandar dentro del rango de
concentracion tedrico esperado (20-1500 ng/mL). Se realizaron 3 curvas de
calibracion, incluyendo una muestra blanco de matriz en cada una, en dias distintos.
Se obtuvo el valor de R? para demostrar la bondad del ajuste del modelo matematico,
asi como la determinacion de la ecuacion de la recta por medio de regresion lineal
empleando el método de minimos cuadrados con ajuste por ponderacion (weighting =
1/X?). Posteriormente, empleando los parametros de la ecuacion de la recta (para cada
curva) y las respuestas (Y=Area) para cada punto se realizé la cuantificacion de la
concentracion experimental recuperada. De este modo, se determiné el porcentaje de

coeficiente de variacion para cada punto de las 3 curvas de calibracién.
Repetibilidad

Se analizaron por sextuplicado las siguientes muestras control: Limite inferior de
cuantificacion (LIC), muestras control baja (MCB), media (MCM), alta (MCA) y diluida
(MCD). Para cada muestra control se cuantifico la concentracion obtenida interpolando

su respuesta analitica en la curva de calibracion.
Reproducibilidad

Se analizaron por sextuplicado, en tres corridas analiticas distintas las muestras LIC,
MCB, MCM y MCA. En cada MC se calculo la concentracidon recuperada interpolando

la respuesta analitica en la curva de calibracion.
Exactitud

Con base en los datos obtenidos de repetibilidad y reproducibilidad se calculd la

desviacion de la concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacion).

6.3 Andlisis estadistico
Para cada variable analizada, se realizaron las pruebas de determinacion de

normalidad Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk, D’Agostino-Pearson y Anderson-
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Darling. Cuando las variables resultaron paramétricas los datos fueron expresados
como media + desviacién estandar, mientras que las variables no paramétricas se
expresaron como mediana y rango intercuartilico. Con base en ello, se defini6 el uso
de las pruebas estadisticas apropiadas. En todos los casos se considera que existen

diferencias estadisticamente significativas para un valor obtenido de p<0.05.

Se utilizé la prueba ANOVA de dos vias con medidas repetidas seguida de post-hoc
de Tukey para determinar si existieron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados en los diferentes tiempos de evaluacion seleccionados para las variables
nociceptivas, asi como para la determinacién del % del efecto antiinflamatorio de los
tratamientos administrados en el modelo in vivo. Para cada uno de estos parametros
se determiné el area bajo la curva (AUC) de la respuesta de curso temporal desde el
dia 0 al dia 26 empleando la regla del trapecio. En este caso, el AUC es una medida
de resumen que integra las evaluaciones seriadas del criterio de valoracion de cada
grupo a lo largo de la duracién del estudio. Se determiné la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las AUC por medio de la prueba Kruskal-Wallis
con post-hoc de Dunn.

La comparacion de las concentraciones alcanzadas de CBD fue realizada con la
prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples de Dunn, mientras que para las
concentraciones de THC se utiliz6 ANOVA de una via con comparaciones multiples de

Tukey.

El andlisis de correlaciones entre las distintas variables fue realizado a través de la
determinacién de r Spearman. En caso de la correlacion resultara positiva se emple6

un analisis de regresion para evaluar la causalidad de estas correlaciones.

Todos los datos fueron analizados mediante el software estadistico GraphPad Prism
version 8, o bien, Excel Microsoft Office 365 (version 2304 compilacion
16.0.16327.20200).
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7. Resultados

7.1 Establecimiento del estado artritico y efecto de la administracion repetida de CBD
y las combinaciones THC:CBD 1:1 y 1:3 sobre la inflamacion

Para demostrar el establecimiento del estado inflamatorio asociado al proceso artritico
en el modelo de Artritis Inducida por Adyuvante (CFA), se obtuvo el % de incremento
de inflamacion de la rodilla ipsilateral a lo largo del curso temporal del modelo. Las
primeras dos mediciones sirven como con este proposito, donde se puede observar
que tanto en el dia 2 (vehiculo p = 0.0012, CBD p < 0.0001, THC:CBD 1:1 p < 0.0001,
THC:CBD 1:3 p = 0.0035), como en el dia 9 (vehiculo p < 0.0001, CBD p < 0.0001,
THC:CBD 1:1 p < 0.0001, THC:CBD 1:3 p = 0.0008) en todos los casos, los grupos
gue fueron administrados con CFA presentaron un % de incremento en la inflamacién

estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control de PBS (Figura 8).

Por otro lado, dado que los distintos tratamientos fueron administrados a partir del dia
15, las dos mediciones finales del % de inflamacién sirven al propdsito de evaluar el
efecto antiinflamatorio resultante de cada tratamiento; sin embargo, ningun tratamiento
disminuyé de manera significativa el % de inflamacion en los dias 16 (vehiculo p =
0.0095, CBD p = 0.0021, THC:CBD 1:1 p = 0.0048, THC:CBD 1:3 p = 0.0035) y 23
(vehiculo p < 0.0001, CBD p < 0.0001, THC:CBD 1:1 p = 0.0002, THC:CBD 1:3 p <
0.0001) (Figura 8 A). La inspeccion del grafico de AUC del % de aumento en la
inflamacion (Figura 8 B) reafirma los resultados del gréfico de curso temporal, pues
existe diferencia estadisticamente significativa en cada grupo (vehiculo p =0.003, CBD
p =0.003, THC:CBD 1:1 p =0.0090, THC:CBD 1:3 p = 0.0055) con respecto al control.
De este modo, si bien, no se encontré algun tratamiento con efecto antiinflamatorio, la

evidencia sugiere el establecimiento del proceso inflamatorio de caracter artritico.
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Figura 8. A) Establecimiento del estado artritico (dias 2 y 9) y evaluacién del efecto
antiinflamatorio (dias 16 y 23) de los distintos tratamientos. B) Area bajo la curva (AUC) del
curso temporal del % de incremento de inflamacién. Datos presentados como medianay rango
intercuartilico. A) ANOVA de dos vias con medidas repetidas, comparaciones mudltiples de
Tukey. B) Kruskal-Wallis, post hoc comparaciones mudltiples de Dunn. *p<0.05, **p<0.01,
***pn<0.001, ****p<0.0001 tratamientos vs PBS. Flechas rojas indican los dias de administracion
de CFA.

7.2 Efecto de la administracion repetida de CBD y las combinaciones THC:CBD 1:1y
1:3 sobre las conductas indicativas de dolor

Los datos obtenidos el dia 0O (Figura 9 A) representan el parametro basal de
levantamientos verticales previo a la administracion de CFA o PBS, donde resulta
relevante que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(CFA + vehiculo vs PBS p = 0.9345, CFA + CBD vs PBS p =0.9771, CFA + THC:CBD
1:1 vs PBS p = 0.9962, CFA + THC:CBD vs PBS 1:3 p = 0.8939, CFA + vehiculo vs
CFA + CBD p =0.9988, CFA + vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:1 p = 0.9727, CFA +
vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:3 p = 0.6306, CBD + vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:1
p = 0.9963, CBD + vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:3 p = 0.6637, CFA + THC:CBD 1:1
vs CFA + THC:CBD 1:3 p = 0.5978) antes de la induccion del estado artritico.
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Los levantamientos correspondientes a los dias 1, 5, 8 y 12 muestran la diferencia
entre la nocicepcion presente en los ratones administrados como control (PBS) y
aquellos que se encontraban en proceso de induccién de artritis (CFA), por lo que se
esperaba que existieran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
CFA vs PBS, sin embargo, este no fue el resultado que arrojo el experimento, pues se
observa que, si bien, el nimero de levantamientos decrece a medida que transcurre
el tiempo (p <0.0001) y, por lo tanto, aumenta el nimero de administraciones recibidas
de CFA, este mismo comportamiento es experimentado por el grupo de PBS, por lo
gue esta conducta no muestra que la administracion repetida de CFA provoque una

mayor hipersensibilidad en comparacion al control de administraciéon (Figura 9 A).

De este modo, una vez que se inicié con la administracion de tratamientos diarios (dia
15) no se logro percibir cambios en los levantamientos verticales (tratamiento p =
0.8297), situacion que continud hasta el dltimo dia del experimento. La inspeccion del
gréafico del area bajo la curva (Figura 9 B) revela una tendencia al aumento del nimero
de levantamientos en el grupo que recibié el tratamiento con CBD, sin embargo, este
aumento no fue significativo (p = 0.6316, Kruskal-Wallis) (CFA + vehiculo vs PBS p >
0.9999, CFA + CBD vs CFA vehiculo p > 0.9999). Estos datos pueden implicar que,
por si sola, la puncion intraarticular genera un estado de hipersensibilidad tal que no
permite distinguir entre aquellos ratones que padecen o no el proceso artritico, esto
respecto al uso sostenido de ambas extremidades traseras al cargar el peso total del
ratén sobre ellas, por lo que esta conducta tampoco posibilita la discriminacion entre

los efectos antinociceptivos de los distintos tratamientos.
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Figura 9. A) Curso temporal de la actividad exploratoria vertical a través del numero de
levantamientos. Establecimiento del estado artritico (dias 1, 5, 8 y 12) y evaluacién del efecto
antinociceptivo (dias 15, 19, 22 y 26) de los distintos tratamientos. B) Area bajo la curva (AUC)
del curso temporal del nimero de levantamientos. Datos presentados como medianay rango
intercuartilico. A) ANOVA de dos vias con medidas repetidas, comparaciones multiples de
Tukey. B) Kruskal-Wallis, post hoc comparaciones mdultiples de Dunn. *p<0.05, ns= diferencia
no significativa tratamientos vs PBS. Flechas rojas indican los dias de administracién de CFA.

El tiempo de resguardo de la extremidad afectada es un parametro que indica la
intencidn del animal por evadir la alodinia mecénica. En el grafico de curso temporal
del tiempo de resguardo (Figura 10 A) el dia O representa el estado basal, donde no
se presenta la conducta de resguardo en ninguno de los grupos, mientras que los dias
1, 5, 8 y 12 muestran el efecto que tiene la administracién de CFA sobre el tiempo de

resguardo con respecto al grupo control.

A patrtir del dia 15 se indican los resultados asociados al efecto antinociceptivo de los
distintos tratamientos sobre el tiempo de resguardo; sin embargo, la variabilidad de
respuesta entre los sujetos de estudio es tal (variabilidad = 16.64%, p < 0.0001) que
graficamente no permite observar diferencias estadisticamente significativas entre

ninguno de los tratamientos, a pesar de que la prueba de Kruskal-Wallis arroje un
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resultado estadisticamente significativo en cuanto al efecto del tratamiento (p =
0.0226). Por otro lado, el analisis del area bajo la curva (Figura 10 B) muestra como
el tiempo de resguardo fue significativamente mayor para los tratamientos con vehiculo
(p = 0.0059), THC:CBD 1:1 (p = 0.0155) y THC:CBD 1:3 (p = 0.0036) con respecto al
control de la administracién, mientras que el grupo que recibi6 CBD no resulté en
diferencias significativas respecto al control de PBS (p = 0.0559). Esto indica que, de
los distintos tratamientos ensayados, el Unico que presenta una accion antinociceptiva
significativa es el de CBD (individual), a tal grado que reduce el tiempo de resguardo

a un nivel comparable con el control.
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Figura 10. A) Curso temporal del tiempo de resguardo. Establecimiento del estado artritico
(dias 1, 5, 8 y 12) y evaluacion del efecto antinociceptivo (dias 15, 19, 22 y 26) de los distintos
tratamientos. B) Area bajo la curva (AUC) del curso temporal del tiempo de resguardo. Datos
presentados como mediana y rango intercuartilico. A) ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, comparaciones multiples de Tukey. B) Kruskal-Wallis, post hoc comparaciones
multiples de Dunn. *p<0.05, **p<0.01 ns= diferencia no significativa tratamientos vs PBS.
Flechas rojas indican los dias de administracion de CFA.

El nimero de sacudidas de la extremidad ipsilateral es un parametro que refleja el
dolor espontaneo de los ratones. El gréfico del curso temporal de esta conducta

(Figura 11 A) muestra como al inicio del experimento no existieron diferencias
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significativas entre los distintos grupos (Dia 1: CFA + vehiculo vs PBS p =0.0561, CFA
+ CBDvs PBS p=0.1442, CFA + THC:CBD 1:1 vs PBS p =0.0625, CFA + THC:CBD
vs PBS 1:3 p =0.1188, CFA + vehiculo vs CFA + CBD p = 0.9143, CFA + vehiculo vs
CFA + THC:CBD 1:1 p = 0.9675, CFA + vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:3 p > 0.9999,
CBD + vehiculo vs CFA + THC:CBD 1:1 p = 0.9988, CBD + vehiculo vs CFA +
THC:CBD 1:3 p = 0.9515, CFA + THC:CBD 1:1 vs CFA + THC:CBD 1:3 p = 0.9839)
previo al establecimiento del estado artritico; sin embargo, al aumentar el nimero de
administraciones intraarticulares (p < 0.0001)), aquellos grupos que recibieron CFA
presentaron un aumento significativo en el nimero de sacudidas en comparacion con
el grupo control, teniendo su pico en el dia 8 (CFA + vehiculo vs PBS p = 0.0017, CFA
+ CBD vs PBS p =0.0015, CFA + THC:CBD 1:1 vs PBS p = 0.0062, CFA + THC:CBD
vs PBS 1:3 p = 0.0456).

En cuanto al efecto de los tratamientos sobre el nUmero de sacudidas, se observo un
efecto significativo (p = 0.0040) con interaccion sobre el tiempo (p < 0.0101). A través
de comparaciones multiples es posible distinguir como el primer dia de administracion
de tratamientos no hubo diferencias significativas entre los grupos que recibieron
tratamiento y el control de PBS (CFA + vehiculo vs PBS p = 0.1128, CFA + CBD vs
PBS p = 0.9925, CFA + THC:CBD 1:1 vs PBS p = 0.6150, CFA + THC:CBD vs PBS
1:3 p = 0.1482), lo que indica que ese dia la nocicepcion de los grupos inducidos con
el estado artritico fue minimo con una respuesta equiparable a la del control. El dia 19
esta situacion se mantuvo excepto para el grupo vehiculo (p = 0.0327), y para el dia
22 y 26, todos los grupos presentaban diferencias significativas respecto al grupo
control, excepto el grupo que recibié THC:CBD 1:1, que sigui6 manteniendo un perfil
equiparable al control de administracion (dia 22 p = 0.1622, dia 26 p = 0.2341 vs PBS).
En cuanto al area bajo la curva (Fig 11 B), se muestra que, a lo largo de los 26 dias
de seguimiento de la conducta nociceptiva, ninguno de los grupos tiene una reduccion
significativa del namero de sacudidas, pues presentan una respuesta mayor (p =
0.0011). Sin embargo, dado que el grafico de curso temporal sugiere un efecto de

disminucién de la nocicepcion en los grupos que recibieron los tratamientos se decidio
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analizar el AUC del niumero de sacudidas entre los dias 15 y 26 (administracion de
tratamientos) (Fig. 11 C) y los resultados muestran que los tratamientos con CBD y la
combinacion THC:CBD 1:1 muestran una reduccion de las sacudidas de forma que no
se encuentran diferencias entre la respuesta de estos grupos y el control de PBS (CFA
+ CBD vs PBS p =0.2994, CFA + THC:CBD 1:1 vs PBS p = 0.6903). En conjunto,
estos datos conducen a la conclusion de que el tratamiento mas efectivo para reducir
la nocicepcion medida a través del numero de sacudidas espontaneas es el

tratamiento con THC:CBD 1:1, seguido por el CBD administrado individualmente.
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Figura 11. A) Curso temporal del nimero de sacudidas
espontaneas. Establecimiento del estado artritico (dias
1,5, 8y 12) y evaluacion del efecto antinociceptivo (dias
15, 19, 22 y 26) de los distintos tratamientos. B) Area
bajo la curva (AUC) del curso temporal total (dias 0-26)
y C) AUC post administracion de tratamientos (dias 15-
26) del numero de sacudidas. Datos presentados como
mediana y rango intercuartilico. A) ANOVA de dos vias
con medidas repetidas, comparaciones mdultiples de
Tukey. B y C) Kruskal-Wallis, post hoc comparaciones
multiples de Dunn. *p<0.05, **p<0.01, ns= diferencia no
significativa tratamientos vs PBS. Flechas rojas indican
los dias de administracién de CFA.
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7.3 Perfil toxicolégico asociado a la administracion repetida de CBD vy las
combinaciones THC:CBD 1:1y 1:3

La tétrada inducida por cannabinoides es un modelo preclinico cominmente empleado
para evaluar los efectos de los agonistas del receptor CB1 en roedores (Metna-Laurent
M., 2017). A las dosis empleadas de los tratamientos de CBD, THC:CBD 1:1 y
THC:CBD 1:3 no se encontraron diferencias significativas entre estos y los controles
de vehiculo y PBS, tanto en el grafico de curso temporal (Figura 12 A, C, E) como en
el AUC (Figura 12 B, D, F), medido a través del niumero de cruces (actividad
locomotora) (Curso temporal p = 0.3776, AUC p =0.3546), tiempo de contacto con la
barra (catalepsia) (curso temporal p = 0.4812, AUC p = 0.2264) y temperatura (curso
temporal p = 0.7621, AUC p = 0.5372) 0 % cambio en la temperatura (p = 0.5561)
(Figura 11 G). De modo que, dentro de las dosis y tratamientos evaluados, ninguno

presento un perfil toxicologico relevante.

Por otro lado, se investigo el efecto de los tratamientos sobre el cambio de peso de los
ratones, puesto que investigaciones previas han mostrado que mientras los agonistas
de CB1, tales como THC, estimulan el apetito cuando son administrados de manera
aguda, su administracion cronica diaria suprime el aumento de peso, el aumento de
grasa corporal y disminuye la ingesta cal6rica de ratas obesas. (Farokhnia, 2020). En
este estudio, se registraron los pesos a medida que los ratones crecian y el aumento
de peso fue consistente con la edad de los ratones; sin embargo, una vez que se
iniciaron los tratamientos, se observo un decremento de peso en aguellos grupos que
fueron administrados con las combinaciones THC:CBD 1:1 y 1:3, (Figura 13 A)
aunque esta reduccién no fue estadisticamente significativa (p = 0.5679). No obstante,
el analisis del % de cambio de peso en las dos semanas en las que se administraron
los tratamientos, si revela una disminucién significativa de peso en la semana 1 (post
administracion de cannabinoides) (p < 0.0001) en los grupos administrados con
THC:CBD 1:1y 1:3 (p < 0.0001 THC:CBD 1:1y 1:3 vs PBS) (Figura 13 B).
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Figura 12. Curso temporal del perfil toxicolégico a través de la tétrada cannabinoide A)
hipolocomocién, C) catalepsia y E) hipotermia. Area bajo la curva (AUC) del curso temporal B)
hipolocomocion, D) catalepsia y F) hipotermia. G) Cambio de temperatura en las dos semanas de
administracion de los tratamientos. Datos presentados como mediana y rango intercuartilico. A, C,
E y G) ANOVA de dos vias con medidas repetidas, comparaciones multiples de Tukey. B, Dy F)
Kruskal-Wallis, post hoc comparaciones multiples de Dunn. *p<0.05, ns= diferencia no significativa.
Flechas rojas indican los dias de administracién de CFA.
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Figura 13. Peso de los ratones A) curso temporal, siendo las semanas 10 y 11 las correspondientes
a la administracion de tratamientos, B) % de cambio de peso en las semanas 10 y 11. Datos
representadas como la media y el rango intercuartilico. ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
comparaciones multiples de Tukey. ****p<0.0001.
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7.4 Validacion del método analitico para la cuantificacion de THC y CBD en sangre
total (EDTA) de raton por UPLC-MS/MS

Con el objetivo de determinar las concentraciones sanguineas de THC y CBD en las
muestras de raton extraidas el ultimo dia del experimento, se realizé la validacion del

meétodo analitico empleado bajo las condiciones detalladas en la seccion de métodos.

En primer lugar, se demostro la selectividad del método analitico en la matriz blanco,
siendo sangre total humana. En principio, dado que las muestras para analizar fueron
muestras de sangre total de ratén, se podria haber realizado la validacion en sangre
de ratdn; sin embargo, la cantidad de sangre blanco de ratén que se tenia a disposicion
era limitada, por lo que se realizaron pruebas para evaluar si existian diferencias entre
las respuestas en sangre humana vs sangre de raton, y se encontré que no existieron
diferencias entre ambos. De este modo, se procedi6 a realizar la validacion en sangre
humana. En la figura 14 se muestran los cromatogramas ilustrativos obtenidos para
todos los analitos en el MIX de cannabinoides, donde se observa que los tiempos de
retencién de THC y CBD se encuentran con una amplia separacion entre si y que los

otros cannabinoides presentes en el MIX de estandares no se traslapan con los picos
de los compuestos de interés.
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Figura 14. Cromatogramas representativos para los distintos cannabinoides. THC: (-)-09-
Tetrahidrocannabinol, CBD: Cannabidiol; CBG: Cannabigerol; CBN: Cannabinol; CBC:
Cannabicromeno; CBDV: Cannabidivarina; THCV: tetrahidrocannabivarina.
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En las tablas 7 y 8, se presentan los datos obtenidos respecto a la selectividad en la
matriz biolégica para THC y CBD, respectivamente, donde se hace notar que no existe
interferencia de los compuestos enddgenos de la muestra biolégica sobre la respuesta

de los analitos a cuantificar.

Tabla 7. Selectividad en matriz bioldgica del
método para cuantificacion de THC

Tabla 8. Selectividad en matriz bioldgica del
método para cuantificacion de CBD

Respuesta Respuesta
RT (min) (Area) RT (min) (Area)
Blanco 1 N/A 0 Blanco 1 N/A 0
Blanco 2 N/A 0 Blanco 2 N/A 0
Blanco 3 N/A 0 Blanco 3 N/A 0
Blanco 4 N/A 0 Blanco 4 N/A 0
LIC1 1.66 117.505 LIC1 1.66 60.297
LIC 2 1.66 137.222 LIC2 1.66 65.664
LIC3 1.66 138.913 LIC3 1.66 57.08
LIC4 1.66 142.58 LIC4 1.66 70.925

La respuesta analitica de las interferencias préximas
al tiempo de retencidn debe ser menor al 20% del LIC
del analito. LIC: Limite inferior de cuantificacion.

La respuesta analitica de las interferencias préximas
al tiempo de retencién debe ser menor al 20% del LIC
del analito. LIC: Limite inferior de cuantificacion.

Respecto a la linealidad del método, se determind que este fuera lineal en el rango de
20 a 1800 ng/mL. Para ello, se realizaron 3 curvas de calibracion independientes
(Figura 15) en dias distintos, y se determin6 que todas ellas cumplen con los requisitos
establecidos por la normatividad aplicable, por lo que el método es lineal en el rango
establecido (tablas 9y 10).

Por otro lado, para evaluar la precision del método se demostrd la repetibilidad y
reproducibilidad de este al cumplirse los limites del porcentaje de coeficiente de
variacion (%CV) para ambos parametros (tablas 11, 12, 13 y 14) y, posteriormente,
se emplearon estos datos para calcular la concentracion de THC y CBD para
demostrar la exactitud del método validado al calcularse el % de desviacion de la

concentracion obtenida (tablas 13y 14).
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De tal forma, al cumplir con los criterios estipulados por la NOM-177-SSA1-2013, se

puede concluir que el método utilizado para la cuantificacion de THC y CBD en sangre

total (EDTA) por medio de UPLC acoplado a masas/masas es selectivo, lineal, preciso

y exacto bajo las condiciones empleadas.
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Figura 15. Linealidad del método. Curvas de calibracion independientes para THC y CBD.
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Tabla 9. Linealidad del método analitico para cuantificacion de THC

Criterio de aceptacion Resultado

% desviacion de la concentracién
% Desv. Curval % Desv. Curva2 % Desv. Curva 3

recuperada
ccl <20% 6.87 0.79 -1.15
CcC2 -14.18 -19.32 2.38
CC3 -8.88 -3.04 3.72
Ccc4 5.25 -6.77 -10.80
CC5 <15% 2.73 7.16 5.42
CCé6 4.09 6.88 1.53
cc7 4.78 -2.11 2.80
Cc8 -0.66 -2.90 -3.90

Al menos el 75% de los puntos de la CC (6 de 8) deben cumplir con los criterios de concentracidn
recuperada. No excluir los extremos (CC1 y CC8). Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de
cada nivel de concentracion debe cumplir con los criterios.

Coeficiente de

N >0.99 0.9927 0.9968 0.9965
determinacion (r2)

Tabla 10. Linealidad del método analitico para cuantificacion de CBD

Criterio de aceptacion Resultado
% desviacion de la concentracion % Desv. Curval % Desv.Curva2 % Desv. Curva 3
recuperada
ccl <20% -1.96 -0.63 2.02
CcC2 5.71 2.40 -22.05
Ccc3 -0.47 1.70 -10.93
Ccca -1.73 -11.50 -1.98
CC5 <15% -5.01 -7.66 8.64
CCé6 -5.51 13.39 1.47
cc7 7.00 6.11 3.89
CC8 1.97 -3.82 -3.11

Al menos el 75% de los puntos de la CC (6 de 8) deben cumplir con los criterios de concentracién
recuperada. No excluir los extremos (CC1 y CC8). Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de
cada nivel de concentracion debe cumplir con los criterios.

Coeficiente de

., 20.99 0.9973 0.9922 0.9957
determinacion (r2)
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Tabla 11. Repetibilidad del método analitico para cuantificacion de THC

Criterio de aceptacion

Resultado

% desviacion de
la concentracion

% desviacién obtenido

ecuporada en % CV Numero de repeticién % Cv

las MC 1 2 3 4 5 6 obtenido
MCLIC <20% <20% -7.80 14,53 -25.44 -10.99 0.85 -7.31 13.62
MCB <15% <15% 247 10.30 -4.34 3.95 -0.22 -9.61 6.79
MCM <15% <15% 5.81 -9.00 -0.74 -1.52 -5.85 -30.94 13.66
MCA  <15% <15% -12.63 -3.55 -2.86 -495 -7.56 -30.84 11.85
MCD  <15% <15% -6.03 -17.07 -13.32 -19.30 6.46 -2.80 11.03

El 75% del total de las muestras control y el 50% de cada nivel deben cumplir con el % de Desv.

MCLIC: Muestra control limite inferior de cuantificacion;, MCB: Muestra control baja; MCM: Muestra
control media; MCA: Muestra control alta; MCD: Muestra control diluida.

Tabla 12. Repetibilidad del método analitico para cuantificaciéon de CBD

Criterio de aceptacion

Resultado

% desviacion de
la concentracion

% desviacion obtenido

ecuperada en % CV Numero de repeticion % CV

las MC 1 2 3 4 5 6 obtenido
MCLIC <20% <20% -5.75 21.87 733  13.40 20.30 17.02 10.84
MCB  <15% <15%  1.41  12.37 3.61 837 22.48 6.05 7.36
MCM  <15% <15%  0.34 0.11 -1.67 -2.71  -3.57 1.15 1.93
MCA  <15% <15% 399 -7.73 -135 -11.55 133 -5.57 6.08
MCD  <15% <15% -3.09 2314 -369 -538 3.08 -438 10.74

El 75% del total de las muestras control y el 50% de cada nivel deben cumplir con el % de Desv.

MCLIC: Muestra control limite inferior de cuantificacion; MCB: Muestra control baja; MCM: Muestra
control media; MCA: Muestra control alta; MCD: Muestra control diluida.
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Tabla 13. Reproducibilidad y exactitud del
método analitico para cuantificacién de THC

Tabla 14. Reproducibilidad y exactitud del
método analitico para cuantificacion de CBD

Resultado Resultado
MCLIC MCB% MCM MCA% MCLIC MCB% MCM MCA %
% Desv Desv % Desv Desv % Desv  Desv % Desv Desv
148 769 -468 -7.79 36.96 858 752 -4.18
523 -482 -2.82 -23.79 13.92 13.49 19.39 -19.52
, 1425 -474 120 -8.00 , 3322 475 517 -1.40
Dia 1l Dia 1l
1851 197 -3.08 -21.75 252 068 1472 -831
993 -17.81 -11.27 -6.17 2.84 1926 2556 0.10
099 -0.16 -4.13 -4.28 0.13 -1.63 12.96 -2.58
23.19 10.47 -029 -2.45 33.82 495 726 9.79
812 -804 -16.35 10.58 6.66 2535 -257 3.87
, 518 -11.60 -14.71 -1.76 , 644 1036 451 14.28
Dia 2 Dia 2
208 345 -446 -25.47 484 860 1568 8.32
1491 045 505 -10.58 927 -624 -7.43 18.52
-13.81 430 -526 0.86 3713 1224 102 12.61
694 3.08 -6.06 -7.03 2429 19.13 145 -10.13
21222 984 -15.45 -8.56 0.45 -12.28 -16.33 -11.73
, 1727 -7.25 -838 -10.86 , 639 -0.99 -931 -10.47
Dia 3 Dia 3
15.85 -2.85 -8.32 -7.57 8.64 -2.29 -16.93 -5.10
13.44 513 -11.94 -2.55 15.42  7.08 -12.40 -12.63
11.49 -11.36 -6.31 -11.66 3543 089 -0.04 -5.00
% CV 11.71 10.12 622 958 % CV 1839 9.04 11.88 10.69
0, 0,
nDesv. oy 124 651 -8.27 %Desv. .35 622 279 131
Prom. Prom.
— —
Criterio% 500 <15% <15% < 15% Criterio% 00 <15% <15% < 15%
Desv Desv.
— —
C”tgco B 20% <15% <15% < 15% C”tgso B C20% <15% <15% <15%

El 75% del total de las muestras control y el 50% de
cada nivel deben cumplir con el % de Desv.

MCLIC: Muestra control limite
cuantificacién; MCB: Muestra control baja; MCM:
Muestra control media; MCA: Muestra control alta.

inferior de

El 75% del total de las muestras control y el 50% de

cada nivel deben cumplir con el % de Desv.

MCLIC: Muestra

control

limite

inferior de

cuantificacién; MCB: Muestra control baja; MCM:
Muestra control media; MCA: Muestra control alta.
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7.5 Concentraciones sanguineas de THC y CBD asociadas a la respuesta
antinociceptiva y el perfil toxicoldgico in vivo
Una vez que se contd con el método validado para la cuantificacion de THC y CBD en

muestras de sangre se procedio a la deteccion de los niveles de tales cannabinoides
en las muestras de raton obtenidas el ultimo dia del experimento in vivo. Dado que se
trata de una sola toma en el punto final del esquema de administracién diaria de los
distintos tratamientos por 12 dias, se estima que la concentracion obtenida fue aquella
concentracion correspondiente al Tmax de THC y CBD mas el residual de las
administraciones previas (figura 16). En principio, se espera que esta concentracion
se encuentre dentro de la ventana terapéutica para THC y CBD; sin embargo, dada la
escasez de estudios sistematicos respecto a la farmacologia de THC y CBD, la
literatura actual no ha logrado establecer un punto especifico de concentracion a partir
de la cual se observan efectos terapéuticos y un punto de corte a partir del que se
presentan los efectos toxicolégicos asociados, de modo que no nos es posible
determinar si las concentraciones obtenidas en este experimento entran dentro de la

ventana terapéutica de ambos o alguno de los dos cannabinoides.

Muestreo de punto
final
(2 hrs post adm.
tratamientos (i.p.))

(ng/mL)

Concentracion plasmatica de THC

Tiempo post administracion de tratamientos
(dias)

Figura 16. Esquema representativo del comportamiento ideal de las concentraciones sanguineas

de THC y CBD durante el experimento. La linea roja muestra el punto final en el que se obtuvieron
las muestras sanguineas.
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Las concentraciones sanguineas de THC y CBD fueron determinadas para todos los

grupos de experimentacion, incluyendo los grupos PBS y vehiculo, esto para

demostrar que ninguno de los ratones de estos grupos presentaba cannabinoides en

circulacién, lo cual, efectivamente se cumplié. Por lo anterior, los resultados obtenidos

de la cuantificacion de THC y CBD que se presentan a continuacion corresponden solo
a los grupos que recibieron los tratamientos de CBD, THC:CBD 1:1y THC:CBD 1:3.

Enlafigura 17 se presentan
los resultados obtenidos
respecto a las
concentraciones de THC,
observandose diferencias
significativas (p = 0.0026).
En ella se destaca que se
encontr6 un  aumento
estadisticamente

significativo (p = 0.0403) de
THC en la combinacion
THC:CBD 1:1 (media 56.10
ng/mL) con respecto a la
combinacion 1:3 (media
190.41 ng/mL). Este
hallazgo se encuentra en
correspondencia con lo
planteado por la bibliografia
respecto a que CBD tiene la

capacidad de modular la
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(& 2 -
100
] Vv v &
50 —_— &
] vYy e
R L TEn r :
CBD THC:CBD 1:1  THC:CBD 1:3
Media
(ng/mL) 0.000 56.10 190.41

Tratamiento

Figura 17. Concentraciones alcanzadas de THC para los distintos
tratamientos. Datos representados como media y SEM. CBD
(n=12), THC:CBD 1:1 (n=9), THC:CBD (n=7). ANOVA de una via,
comparaciones multiples de Tukey. *p<0.05, **p<0.01.

farmacocinética de THC, al impedir su metabolismo hacia 11-OH-THC y COOH-THC

y, por ello, aumentar las concentraciones sanguineas de THC, puesto que las dosis de

THC administrados a ambos grupos eran las mismas, con la Unica diferencia de la
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presencia de CBD en proporcion 1:1 (THC: 13.5 mg/kg, CBD: 15.7 mg/kg) o 1:3 (THC:

13.5 mg/kg, CBD 41.9 mg/kg).

En la figura 18 se ilustran los niveles de CBD obtenidos, donde se observan

diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (p = 0.0076). Resalta

una tendencia al aumento de la mediana de la concentracion de CBD en el grupo
THC:CBD 1:1 (THC: 13.5 mg/kg, CBD: 15.7 mg/kg) (107.237 ng/mL) en comparacion
con el grupo que recibié CBD administrado individualmente (15 mg/kg) (32.475 ng/mL).

Esta diferencia, si bien no es significativa (p > 0.9999) a causa de la variabilidad de los

datos del grupo CBD, si resulta en una tendencia que podria ser a causa de la

presencia adicional de THC
en el grupo THC:CBD 1:1, lo

cual implicaria que, al igual

qgue CBD modula Ila
farmacocinética del THC,
THC posee también Ila

capacidad de modular en
cierto grado la
farmacocinética de CBD.
Por otro lado, en cuanto a la
combinacion de THC:CBD
1:3 (THC: 13.5 mg/kg, CBD
41.9 mg/kg)
345.855 ng/mL), se observa
un aumento significativo (p =
0.0360) de

aproximadamente 3 veces

(mediana:

la mediana de la
concentracion de CBD en el
grupo THC:CBD 1:1, lo cual
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CBD THC:CBD 1:1 THC:CBD 1:3
Mediana
(ng/mL) 32.475 107.237 345.855

Figura 18. Concentraciones alcanzadas de CBD para los distintos
tratamientos. Datos representados como mediana y rango
intercuartilico. CBD (n=12), THC:CBD 1:1 (n=9), THC:CBD (n=7).
Prueba de Kruskal-Wallis, comparaciones mdultiples de Dunn.
*p<0.05, **p<0.01. ns: diferencia no significativa.
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coincide con el factor de la proporcion. Sin embargo, al observar la diferencia existente
en cuanto a la concentracién de CBD alcanzada por el grupo THC:CBD 1:3 vs el grupo
CBD individual, cabe hacerse notar que la diferencia no solo es estadisticamente
significativa (p = 0.0084) en concordancia con el aumento de CBD en la formulacion,
sino que este aumento no es proporcional al factor 1:3, pues la mediana del grupo
THC:CBD 1:3 es aproximadamente 12 veces mayor a la del grupo CBD, lo que subraya

la probabilidad de que THC también module la farmacocinética del CBD.

Conociendo las concentraciones sanguineas de THC y CBD en los distintos grupos
experimentales se procedié a realizar un andlisis de correlacion de variables
(conductas, perfil toxicolégico, concentracion de cannabinoides) para determinar si
existia relacion entre las respuestas observadas in vivo y los niveles alcanzados de los
cannabinoides en circulacion. Dado el nimero de variables a evaluar (9), se presentan
los resultados del analisis de correlacion de Spearman en un mapa de calor,

resaltandose (*) aquellos que son significativos.

En la figura 19 A se presentan las correlaciones encontradas al evaluar las
respuestas conjuntas de los grupos CBD, THC:CBD 1:1 y THC:CBD 1:3, encontrando
gue existe una fuerte correlacion positiva significativa (r=0.599, p = 0.0006) entre la
concentracion de CBD y la de THC. La figura 19 B muestra una correlacion positiva
entre la concentracion de THC y CBD en el grupo THC:CBD 1:1, sin embargo, el valor
de Spearman no es significativo (r=0.65, p = 0.0665), mientras que en el andlisis del
grupo THC:CBD 1:3 (figura 19 C) si lo es (r=0.96, p = 0.0028).
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Figura 19. Andlisis de correlaciéon de variables A) Grupos CBD, THC:CBD 1:1y 1:3, B) THC:CBD
1:1y C) THC:CBD 1:3. Se muestran los valores de r de Spearman asi como su significancia. Rojo:
correlacion positiva, azul: correlacién negativa, blanco: sin correlacion.

CBD (n=12), THC:CBD 1:1 (n=9), THC:CBD (n=7). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Finalmente, para mostrar la relacion existente entre las concentraciones de THC y
CBD encontradas y las respuestas observadas en el modelo in vivo, se presentan los
siguientes diagramas. A partir de los datos obtenidos de los comportamientos
indicativos de nocicepcion, se seleccionaron las dos conductas mas representativas,

siendo estas el numero de sacudidas y el tiempo de resguardo.

= A) Figura 20. Respuesta
nociceptiva con base en el

. . numero de sacudidas (dia 26)
y su relacibn con las

e concentraciones sanguineas

- . (punto final) de A) THC y B)
CBD. Se delimitan tres

Numero de sacudidas
espontaneas en 5 min

o o secciones correspondientes a

. 7y nocicepcion baja, mediay alta,

—_ definidas con respecto a las

20 me o medias del grupo control de

s R e b e cm e e e m o s PBS (nocicepcion baja) y el

- Baja grupo vehiculo (nocicepcion
T T 7T 7T T T T T 1 alta)'

SRR I T R T P Vehiculo (n=9) CBD (n=12),
THC:CBD 11 (n=9),

Concentracién de THC (ng/mL) THC:CBD ( 7)
. n=r).

= Vehiculo v THC:CBD 1:1 ¢ THC:CBD 1:3
B)

Alta

Numero de sacudidas
esponténeas en 5 min

0 T ua I- ¥ I I I T T |A ~— T T T 1
O & & & & P S P SO SSS
& P & F F S ES

Concentracion de CBD (ng/mL)

= Vehiculo 4 CBD v THC:CBD 1:1 ¢ THC:CBD 1:3
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Los graficos 20 A y B se dividen en 3 zonas de nocicepcion con base en la media del
namero de sacudidas que experimentaron los ratones del grupo control de PBS (baja
nocicepcién) y grupo vehiculo (alta nocicepcioén). Cada ratdén perteneciente a los
distintos tratamientos se coloc6 en una de las tres secciones y se observo la relacion
de esta respuesta in vivo con la concentracion de THC y CBD en circulacion el ultimo
dia del experimento, de tal forma que, idealmente, se pueda proponer una relacion
concentracion (THC y CBD) - efecto para cada tratamiento pues, como se comento

previamente, la literatura al respecto no es determinante.

En principio, se observa que los animales del grupo vehiculo, efectivamente,
presentaron un elevado niamero de sacudidas, relacionados a una nocicepcion media-
alta, en correspondencia con su caracter de control negativo de tratamiento. Por su
parte, los ratones administrados con CBD (15 mg/kg) se muestran como una poblacién
muy heterogénea en cuanto a su comportamiento de numero de sacudidas, pero, en
general, se observa que la mayor parte de los ratones presenta nocicepcion baja-
media. Ademas, a pesar del tamafio reducido de la muestra (n=12) es posible percibir
como por debajo de los 100 ng/mL de CBD, la mayor parte de los ratones experimento
dolor medio-alto, mientras que aquellos con bajo grado de nocicepcion poseen

concentraciones entre 100 y 350 ng/mL.

Por otro lado, la mayor parte de los ratones administrados con THC:CBD 1:1 (THC:
13.5 mg/kg, CBD: 15.7 mg/kg) presentd un bajo numero de sacudidas espontaneas,
en tanto que fueron pocos los casos donde se presentd nocicepcion elevada. Las
concentraciones de THC en estos ratones se encontraron todas por debajo de 100
ng/mL, mientras que la concentracién de CBD se cuantificé por debajo de los 150

ng/mL.

En contraste, el grupo administrado con la combinacion THC:CBD 1:3 present0o un
mayor numero de sacudidas (nocicepcion media-alta), detectandose que, si bien este
grupo es el que alcanza mayores concentraciones de THC (maximo=562 ng/mL), no

por ello se relaciona con un menor grado de nocicepcion. Algo similar ocurrié respecto
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a las concentraciones de CBD, las cuales fueron muy variables (en algunos casos,

ascendiendo hasta puntos tan elevados como 5946 ng/mL) que, no obstante, no

muestran una relacion proporcional entre el efecto antinociceptivo y la concentracion

de CBD administrada.

De lo anterior se puede resaltar que los tratamientos con CBD y THC:CBD 1:1 son los

gue presentan un mayor efecto antinociceptivo, y que las concentraciones de CBD en

estos grupos suelen estar entre 100-350 ng/mL y por debajo de 150 ng/mL,

respectivamente, en los casos que se asociaron con baja nocicepciéon. Respecto a los

niveles de CBD en la combinacion 1:1 que parecen tener un mayor efecto

antinociceptivo se debe reconocer que este efecto también se asocia a la

concentracion de THC que se detectd por debajo de 100 ng/mL.
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Tiempo de resguardo
y de lamida en 5 min (s}
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= Vehiculo v THC:CBD 1:1 + THC:CBD 1:3
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Figura 21. Respuesta nociceptiva con
base en el tiempo de resguardo (dia 26)
y su relacion con las concentraciones
sanguineas (punto final) de A) THC y B)
CBD. Se delimitan tres secciones
correspondientes a nocicepcién baja,
media y alta, definidas con respecto a
las medias del grupo control de PBS
(nocicepcion baja) y el grupo vehiculo
(nocicepcion alta).

Vehiculo (n=9) CBD (n=12), THC:CBD
1:1 (n=9), THC:CBD (n=7).
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Las figuras 21 A y B, presentan a su vez 3 zonas de nocicepcion baja, media y alta
delimitadas con base en la respuesta del tiempo de resguardo de los grupos control
(vehiculo y PBS). Primeramente, y en correspondencia con lo esperado, se observa
como la gran mayoria de los ratones administrados con vehiculo presenta nocicepcion
elevada. Por su parte, si bien el grupo de CBD es altamente heterogéneo en cuanto al
tiempo de resguardo, si es posible hacer notar que la mayoria de los datos se
encuentran en la zona de nocicepcion baja-media y que, en general, esta respuesta
esta asociada a concentraciones de CBD entre 100 y 350 ng/mL, mientras que

menores concentraciones se relacionan con un mayor grado de nocicepcion.

Por otro lado, la gran parte del grupo THC:CBD 1:1 mostr6é una baja nocicepcién por
tiempo de resguardo, con concentraciones asociadas de CBD menores a 200 ng/mL,
y concentraciones de THC entre 50 y 100 ng/mL.

En cuanto al grupo THC:CBD 1:3 se observa que la mayor parte de los ratones que
constituyen el grupo presentaron nocicepcion baja-media y este resultado se asocia a
concentraciones de CBD menores a 200 ng/mL, mientras que concentraciones
superiores muestran un mayor tiempo de resguardo y, por lo tanto, de nocicepcion.
Por su parte, las concentraciones de THC que parecen relacionarse con menor grado
de nocicepcion son aquellas menores a 75 ng/mL, en cambio, concentraciones

superiores no proporcionan una menor respuesta nociceptiva.

De manera similar a como se seleccionaron las conductas nociceptivas mas
representativas, también se eligié el parametro toxicol6gico mas relevante que, en este
caso, fue la actividad locomotora, medida por el nimero de cruces. Los resultados de
la relacidon entre las concentraciones de THC y CBD con la actividad locomotora se
ilustran en la figura 22 A 'y B. En la figura 22 A se observa que la mayor parte de los
ratones con los distintos tratamientos presentaron concentraciones por debajo de 100
ng/mL de THC, y que la mayoria de los datos se encontré por debajo de la media del
namero de cruces del control de vehiculo; sin embargo, no se aprecia que una mayor

concentracion de THC se relacione con una menor locomocion.

67



404 40+
i A) ; B)
354 35
c 30 é 30
El ] & ~ A *
5 25 T 257
3 204 2 20 A A
o 1 v o s v
% ; a -g ]
g 15 . g 15+ -t
§ 1 : § 1.l ..
= 10—- ] o v o Z 107 [ 7Y : s
E 4 AA 0‘
54 v 5-m a v »
1 v * v *
3: WS v % a . "
1 Wy * l" *
05 . . . . . ! O o T I e I [ |
0 100 200 300 400 500 600 o o () o o ) o o O O O O O
Qo Q O QO O N Q' S & H.E O
Concentracion THC (ng/mL) B 2 ~ W ° @ A VWSS
Concentracion CBD (ng/mL)
= Vehiculo v THC:CBD 1:1 ¢ THC:CBD 1:3 = Vehiculo a4 CBD v THC:CBD 1:1 ¢ THC:CBD 1:3

Figura 22. Respuesta toxicologica con base en la actividad locomotora (dia 24) y su relacion con las
concentraciones sanguineas (punto final) de A) THC y B) CBD. La linea punteada sefiala la media
del nimero de cruces del grupo vehiculo.

Vehiculo (n=9) CBD (n=12), THC:CBD 1:1 (n=9), THC:CBD (n=7).

Con respecto al grafico enfocado en la concentracion de CBD (figura 22 B), se
muestra que el grupo administrado con CBD individual tiene una respuesta de nimero
de cruces muy cercana a la media del grupo vehiculo, por lo que podria considerarse
que son los que presentan un menor grado de hipolocomocién. Por otro lado, tanto los
grupos de la combinacibn THC:CBD 1:1 como 1:3 presentan una locomocion
disminuida respecto a la media del vehiculo; sin embargo, este efecto no parece tener
relacion directa con la concentraciéon de CBD alcanzada pues, en general, estos dos
grupos, al igual que el de CBD individual, presentan concentraciones de CBD por

debajo de los 200 ng/mL.

En resumen, si bien se observa una cierta tendencia a presentar un menor nimero de
cruces en los ratones que recibieron las combinaciones 1:1y 1:3 con respecto al grupo
vehiculo, este efecto no parece ser proporcional a la concentracion de THC y CBD
encontrados y, como se mostro en la figura 12 A, la disminucion de la actividad

locomotora de ambos grupos no es significativa.
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8. Discusioén de resultados
El potencial terapéutico de la planta de cannabis es un aspecto ampliamente discutido

pero estudiado muy someramente. Si bien, tanto cannabis como sus constituyentes
cannabinoides han sido ligados a numerosos y variados efectos, incluyendo los
antitumorales, antioxidantes, antidepresivos, antimicrobianos, neuroprotectores y
anticonvulsivos (Kumar, 2021), el campo de investigacion mayormente explorado es
en lo que respecta a su efecto antinociceptivo y antiinflamatorio, e incluso este ha sido
limitado de manera considerable a causa del marco legal aplicable. Es en el area del
tratamiento del dolor crénico, donde los cannabinoides encuentran, posiblemente, su
mayor aplicacion, pues se ha apuntado a que estos compuestos podrian emplearse
para cubrir necesidades clinicas no satisfechas con los tratamientos existentes (Guy
G., 2006).

La AR es un claro ejemplo de esto pues, si bien, existen numerosas alternativas
terapéuticas para el control de esta patologia, el dolor y la discapacidad asociada a
esto son condiciones prevalentes entre los pacientes con AR (Vergne-Salle P., 2020).
THC y CBD son los cannabinoides que han sido mas ampliamente estudiados como
analgésicos y antiinflamatorios, por lo que, en afios recientes, su posible aplicaciéon en
el campo de las enfermedades reuméticas ha sido examinada. En este sentido, puesto
gue CBD carece de los efectos psicoactivos que THC si presenta (Kopustinskiene,
2022), la mayor parte de las investigaciones se ha dirigido al estudio de CBD
administrado de forma individual; sin embargo, investigaciones recientes han apuntado
a que el uso conjunto de diferentes cannabinoides y otros componentes de la planta
podrian presentar un mayor efecto que el de los constituyentes por separado (efecto
séquito o efecto entorno) (Anand, 2021). Por lo que en este proyecto estudiamos el
efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de CBD solo y en combinacion con THC en la
proporcion THC:CBD 1:1 y THC:CBD 1:3 en un modelo de monoartritis inducida por

antigeno.

En nuestro estudio, empleamos el modelo de artritis inducida por administraciones

multiples de CFA en ratones y evaluamos el efecto antiinflamatorio de los distintos

69



tratamientos con vehiculo, CBD, THC:CBD 1:1 y THC:CBD 1:3 donde encontramos
gue ninguno de los tratamientos administrados logré disminuir la inflamacion,
parametro medido a través del diametro de la rodilla afectada. Nuestros resultados
difieren respecto a estudios previos que han sugerido que CBD posee actividad
antiinflamatoria, esto podria ser debido a una falta de sensibilidad de nuestro método
para determinar diferencias sutiles a nivel celular o molecular de parametros
indicativos del proceso inflamatorio (Malfait AM., 2000) (Gallily R., 2015) (Hammell
D.C., 2016). El o los mecanismos a través de los cuales se ha propuesto que CBD
reduce la inflamacion no han sido del todo esclarecidos, pero se ha propuesto que
puede ser mediado en cierto grado debido a la reduccién de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-6 e IL-1B (Henshaw, 2021).

Estas citocinas se encuentran aumentadas en el proceso inflamatorio en AR. Asi
mismo, ensayos in vitro e in vivo han mostrado que CBD y sus analogos inducen la
polarizacion hacia linfocitos Treg, las cuales poseen actividad enérgica hacia la
produccion de IL-10, una de las principales citocinas con actividad antiinflamatoria; por
otro lado, se ha mostrado que CBD también tiene la capacidad de activar y sensibilizar
los canales i6nicos TRPV1y TRPAL, puede unirse al receptor gamma activado por el
proliferador del peroxisoma (PPARYy), asi como a diversos GPCRs huérfanos (Lowin

T.S. M., 2019), interacciones que contribuyen a su efecto sobre la inflamacién.

Otro posible mecanismo al que se ha ligado el efecto antiinflamatorio de CBD en AR
es su capacidad de reducir la viabilidad celular en condiciones proinflamatorias
preferencialmente en fibroblastos sinoviales de artritis reumatoide (RASF) activados
por TNF-a via TRPA1 y objetivos mitocondriales (Lowin T. T. R., 2020). Al ser RASF
uno de los principales contribuyentes a la destruccion del cartilago y promotores de la
inflamacion a través de la secrecion de citocinas proinflamatorias y enzimas
metaloproteinasas de matriz (MMPs), su inhibicion regula selectivamente la respuesta
inflamatoria (Lowin T. T. R., 2020). Adicionalmente, al ser CBD un agonista parcial del
receptor CB2 (Turner, 2017) (Hashiesh, 2021), altamente expresado en la mayoria de

las células de la respuesta inmune como linfocitos T, linfocitos B, basofilos, células
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dendriticas, eosindfilos, macrofagos, microglia y células NK (Turcotte, 2016), CBD
encuentra otra diana para ejercer sus efectos regulatorios sobre una extensa variedad
de células. Un estudio de 2018 por Zhu y colaboradores mostré que JWH133, un
cannabinoide sintético agonista selectivo de CB2, inhibio la respuesta inflamatoria en
un modelo de CIA al promover el cambio de la polarizacion de los macrofagos de su
fenotipo M1 (proinflamatorio) al M2 (antiinflamatorio). De este modo, al modular los
efectos de los macrofagos proinflamatorios y, por ende, reducir la produccion de
citocinas que promueven la inflamacion y resorcion del cartilago y hueso, el uso de
este agonista selectivo de CB2 mejord notoriamente el grado de la severidad de los
ratones CIA (Zhu M., 2018).

Nuestros datos no pueden confirmar el efecto antiinflamatorio de CBD, pues el grado
de inflamaciéon no se redujo en los grupos administrados con CBD solo o en las
combinaciones con THC, por el contrario, continué elevandose hasta la ultima
evaluacion. Es posible que las discrepancias entre nuestros resultados y aquellos
estudios in vivo que mas han mostrado el potencial antiinflamatorio de CBD en la
literatura podrian ser debidas al modelo de induccién de AR utilizado, pues mientras
gue la mayor parte de los estudios que se han realizado han sido en el modelo de CIA,

nosotros estudiamos el efecto antiinflamatorio en el modelo de AlA con CFA.

Si bien, ambos modelos son ampliamente utilizados en el campo de la investigacion
reumatoldgica, pues los dos tienen la capacidad de imitar la cualidad autoinmune de
la AR, el involucramiento del sistema inmune adaptativo, la infiltracion de células
inmunes en los tejidos afectados, la destruccién del cartilago y hueso y la inflamacion
cronica derivada de esto (Bas, 2016), existen diferencias importantes entre ambos.
Mientras que el modelo de CIA induce una respuesta inmune adaptativa dirigida hacia
el antigeno del colageno Il administrado via intradérmica, con la subsecuente
produccion de anticuerpos anti-Cll que conducen a un estado poliartritico crénico (Bas,
2016), el modelo de CFA resulta en un estado de hiperinmunizacion con elevados

niveles de anticuerpos especificos contra el antigeno presente en CFA
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(Mycobacterium tuberculosis), lo que resulta en una fuerte respuesta de linfocitos T e
hipersensibilidad (Billiau, 2001).

Entre estos dos modelos de induccion de AR, la induccion con CFA resulta en un
mayor grado de severidad, con estado de hipersensibilidad mecénica dosis-
dependiente (Bas, 2016). Por lo tanto, es posible que el grado de inflamacion
alcanzado en nuestro modelo haya sido de tal magnitud que no haya permitido al CBD
ejercer sus efectos antiinflamatorios en un grado perceptible para nuestro método de
evaluacion de la inflamacion, el cual se limitd a la medicion de las dimensiones de la

rodilla ipsilateral y contralateral para el calculo del % de incremento en la inflamacion.

Sin embargo, consideramos que, puesto que ningin modelo animal simula a la
perfeccion los aspectos patolégicos de la AR en humanos, es importante explorar
distintos modelos que examinen los efectos de CBD en diferentes grados de severidad

en ARy es, en este sentido, donde nuestros hallazgos cobran relevancia.

Por otro lado, en 2016 Hammell y colaboradores también utilizaron el modelo de AIA
por administracion con CFA para evaluar los efectos de CBD en distintas
concentraciones y, si bien, los autores encontraron un efecto positivo de reduccion de
la inflamacion en el modelo con dosis de CBD de 6.2 mg/kg y 62.3 mg/kg (via
transdérmica, 4 dias), incluso en este caso existen importantes diferencias
metodoldgicas que podrian ser la causa de la diferencia en los resultados obtenidos,
pues mientras en el estudio de Hammell y colaboradores la induccion del estado
artritico se obtuvo con una sola administracion de CFA, en nuestro caso realizamos 3
administraciones que reforzaron la respuesta inflamatoria en la sinovia de la
articulacion afectada, por lo que el grado de inflamacién obtenido en nuestro estudio
fue, muy probablemente, superior al alcanzado por Hammell y col. Es por ello que, a
nuestra consideracion, es probable que la actividad antiinflamatoria de CBD sea
limitada a estadios de la AR asociados a un menor grado de inflamacion,
preferencialmente en etapas tempranas de la enfermedad donde CBD sea capaz de

limitar la respuesta inmune.
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Por otro lado, si bien, consideramos que la reduccion del edema es el parametro
optimo para aseverar el efecto antiinflamatorio de un compuesto, dados los
antecedentes en la bibliografia respecto a los efectos del CBD sobre distintas células
de la respuesta inmune, proponemos que seria relevante identificar si existieron
diferencias entre los distintos tratamientos a nivel celular, particularmente respecto a
la presencia de macrofagos y RASF, pues son los principales implicados en la
direccion de la inflamacion en la sinovia articular. Para determinar esto, seria necesario
realizar un analisis histologico para observar diferencias en el grado de hiperplasia
sinovial en los distintos grupos y la valoracion del nimero de células inmunes
infiltrantes en el tejido articular. Adicionalmente, seria relevante realizar la
cuantificacion de citocinas en los tejidos periféricos involucrados en el proceso artritico
para determinar si existe alguna tendencia en cuanto a la reduccion de citocinas
proinflamatorias 0 un aumento en las citocinas antiinflamatorias que pudiera reflejar
diferencias en el estado inflamatorio entre los distintos tratamientos administrados. De
confirmarse esto, aun cuando esto no cambiaria los resultados observados respecto
al edema mostrado a nivel clinico, si podrian ser datos que apoyaran el supuesto de
gue CBD reduce la presencia de células y moléculas inflamatorias, pero que su uso
MAs conveniente se encuentra en etapas tempranas de la enfermedad que se asocien

con un menor grado de inflamacion.

Como se ha visto hasta ahora, los efectos antiinflamatorios de los cannabinoides se
presentan mayoritariamente a causa de CBD y su accion sobre una amplia variedad
de receptores que pueden ser reflejo de su compleja farmacologia. Por otro lado, la
inclusion de THC en los tratamientos ensayados juega un papel mas relevante en el
contexto de la evaluacion del dolor implicado en el modelo de AR puesto que, si bien,
a través de la reduccion de células y moléculas proinflamatorias se consigue un menor
grado de la severidad del estado artritico y esto puede asociarse con una menor

nocicepcion, esto en muchos casos podria no ser suficiente.

El efecto analgésico de THC ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, la principal

limitacion de su uso se presenta a causa de los efectos toxicologicos que implica su
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uso, principalmente el efecto psicoactivo y las alteraciones a nivel sensorimotor y
cognitivo dada la cualidad de THC como agonista parcial del receptor CB1 (Devsi A.,
2020). Si bien, por un lado, el hecho de conocer el mecanismo por el cual THC ejerce
sus efectos representa una ventaja, también plantea una barrera dificil de franquear.
A causa de esto, se ha propuesto que el uso de cannabinoides no agonistas de CB1
podrian ser una opcidén mas atractiva para mitigar los efectos adversos asociados al
uso de THC.

En este sentido, CBD ha sido ampliamente estudiado y ha mostrado resultados
prometedores respecto a su efecto antinociceptivo en numerosos estudios
(mayoritariamente en dolor neuropatico) (Silva-Cardoso, 2021) (De-Gregorio D., 2019)
(Abraham, 2020) (Hammell D.C., 2016); sin embargo, se plantea una importante
limitacién dosis-respuesta respecto a su uso, pues se ha encontrado que cuando se
administra individualmente, suele presentar una curva tipo campana que dificulta su
uso en la clinica (Gallily R., 2015). En 2015, Gallili y colaboradores encontraron que el
uso de un quimiotipo particular de cannabis constituido por CBD 17.9%, THC 1.1%
entre otros componentes minoritarios como CBC, CBG y CBDV permitié superar la
limitacion del uso de CBD puro en cuanto al efecto antiinflamatorio y antinociceptivo
en el modelo de formacion de oedema inducido por zymosan. En este sentido, el uso
conjunto de THC y CBD parece ser de particular utilidad para superar limitaciones
dosis-respuesta. En nuestro estudio, determinamos el efecto antinociceptivo de CBD
y las combinaciones THC:CBD 1:1 y 1:3, encontrando que los grupos tratados con
CBD y THC:CBD 1:1 fueron los que presentaron un menor grado de nocicepcion,
siendo la combinacién 1:1 la que mostr6 una tendencia a mantener el efecto

antinociceptivo por mas tiempo.

Es necesario sefialar que, entre las conductas de dolor cuantificadas, el parametro que
resulté mas relevante fue el nimero de sacudidas espontaneas, seguido del tiempo de
resguardo; mientras que, en nuestro experimento, el nimero de levantamientos
verticales no permitié discriminar el dolor asociado al proceso inflamatorio artritico del

dolor causado por las punciones intraarticulares propias del modelo empleado. En
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principio, la actividad locomotora vertical se esperaba ver aumentada en los ratones
gue recibieron algun tratamiento cannabinoide con respecto al grupo administrado con
vehiculo; no obstante, esto no sucedio, pues la cantidad de levantamientos verticales
disminuy6 en todos los grupos a medida que transcurria el tiempo. Es posible que las
multiples mediciones de la conducta a lo largo del establecimiento del proceso artritico
hayan facilitado a los ratones habituarse a su entorno de evaluacion, reduciendo en
gran medida la utilidad de esta conducta, pues la usual disminucion de la actividad
locomotora vertical en procesos de dolor artritico se basa en la novedad y la naturaleza
exploratoria del animal, perdiendo su utilidad cuando se realizan pruebas repetidas
(Muley, 2016). Por otro lado, las sacudidas y el resguardo de la extremidad afectada
son comportamientos de dolor espontaneo (Mogil J. S., 2009). Considerando que el
dolor espontaneo y el resguardo de la extremidad son manifestaciones comunes en
los pacientes con AR (Gregory N. S., 2013), esto subraya la importancia de los
resultados obtenidos del efecto antinociceptivo a través de tales parametros puesto
que, idealmente, la medicién de las conductas del dolor nociceptivo debe ser
consistente con la experiencia clinica del dolor (Gregory N. S., 2013).

En cuanto al efecto de la implementacién de combinaciones de THC:CBD sobre la
antinocicepcion nuestros resultados estan en correspondencia con otros trabajos en
los que se ha evaluado la combinacion THC:CBD 1:1, tal es el caso de un estudio
donde se ensay0 la eficacia de bajas dosis de extractos aceitosos de cannabis natural
en ratas Sprague Dawley en el modelo de constriccion del nervio ciatico, donde los
autores reportaron que la combinacion THC:CBD 1:1 (0.208 mg/kg de THC y de CBD
0.208 mg/kg, v.o. por 14 dias) produjo una menor hipersensibilidad mecénica (umbral
de respuesta mecanica a filamentos de Von Frey) en ratas macho, presentando un
mayor efecto analgésico que los extractos aislados con THC (0.083 mg/kg) y CBD
(0.41 mg/kg) (Linher-Melville K., 2020).

Un estudio mas oportunamente comparable con el nuestro es el reciente trabajo por
Britch y col., en 2023, donde los autores estudiaron el efecto de CBD, THC y sus
combinaciones 3:1, 1:1, y 1:3 (i.p.) en el modelo de AIA con CFA, donde, en
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concordancia con nuestros resultados, los autores encontraron que, administrados de
manera individual, CBD (0.05-2.5 mg/kg) y THC (0.05-2.0 mg/kg) presentaron actividad
antihiperalgésica y antialodinia; sin embargo, en el caso de las combinaciones, Britch
y col., encontraron que, cuando ambos cannabinoides se administraron en conjunto,
CBD tendi6é a disminuir los efectos analgésicos de THC (Britch, 2023). En nuestro
estudio, la combinacion THC:CBD 1:3 no presentd actividad antinociceptiva, no
obstante, la combinacion THC:CBD 1:1 fue la que presentdé un mayor efecto. Las
discrepancias en los resultados de estos dos estudios son probablemente debidas a
las dosis evaluadas, pues en nuestro caso se emplearon dosis mas altas tanto para
CBD solo como en combinacién. Esto destaca la relevancia de la busqueda de dosis

y combinaciones ideales de THC y CBD para el alivio de dolor inflamatorio crénico.

Ahora bien, habiendo encontrado un efecto antinociceptivo de CBD (solo) y la
combinacion THC:CBD 1:1 aun cuando no se manifestd efecto antiinflamatorio en
ninguno de los tratamientos, es necesario cuestionarse los mecanismos a través de
los cuales ocurrié esto. Por un lado, en el caso del CBD se sabe que ademas de su
actividad moduladora del receptor CB2, a través del cual disminuye la concentracion
de moléculas proinflamatorias (TNF-a, IL-18, IL-6) (Henshaw, 2021) con la capacidad
de sensibilizar y/o activar aferencias primarias (Bas, 2016), limitando asi la transmision
y percepcion del estimulo doloroso, CBD tiene la capacidad de ejercer su actividad
analgésica a través de mecanismos no CB1/CB2, incluyendo la activacion de distintos
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y canales i6nicos (Narouze, 2021),
dentro de los cuales se destaca el TPRV1, puesto que en el modelo de AlA el CFA
causa su activaciéon (Muley, 2016). TRPV1 se encuentra ampliamente expresado en
neuronas del DRG vy fibras nerviosas sensoriales, donde los canales TRPV1 actuan
como integradores moleculares para multiples tipos de entradas sensoriales,
contribuyendo asi a la generacion y transmision del dolor a nivel central y periférico
(Narouze, 2021).

De este modo, el antagonismo de los canales TRPV1 contribuye a la analgesia en

estados de dolor agudo, mientras que la desensibilizacion de estos canales tiene
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utilidad en el tratamiento del dolor cronico, situacion que requiere de agonistas de
canales TRPV1 (Starkus, 2019). Por lo tanto, es posible que el efecto antinociceptivo
encontrado por la administracion de CBD en nuestro proyecto haya sido consecuencia
de la desensibilizacion de canales TRPV1 que redujeron la transmision del estimulo
nociceptivo originado en la articulacion ipsilateral; sin embargo, este supuesto deberia
ser comprobado experimentalmente en lo que respecta a la cinética de activacion e

inactivacion de estos canales por interaccién con CBD.

En cuanto al efecto antinociceptivo de la combinacién THC:CBD 1:1, es probable que,
aunado a la desensibilizacion de los canales TRPV1 por CBD, este haya sido mediado
por la activacion de los receptores CB1 a través del THC, disminuyendo asi la
liberacién de neurotransmisores excitatorios como glutamato que perpettan el estado
de sobreexcitacién neuronal (Purves, 2016) y transmision del estimulo doloroso. Este
aspecto farmacodinamico podria explicar el mayor efecto antinociceptivo de la
combinacion respecto al CBD individual, pues se ha planteado que el efecto séquito
de los cannabinoides puede ser debido a mecanismos de analgesia distintos o
sobrepuestos (Anand, 2021). Sin embargo, nuestras conclusiones respecto a un mayor
efecto antinociceptivo de la combinacién 1:1 se limitan a la comparacién con el
tratamiento de CBD solo, pues en nuestro estudio no fue posible la inclusion del
tratamiento de THC individual, por lo que no podemos afirmar o descartar que el efecto
analgésico obtenido de la combinacion 1:1 habria sido superior al de THC individual,
sin embargo, incluso de ser asi, es altamente probable que el perfil toxicol6gico

hubiese cobrado un papel mas relevante.

A propésito de esto, cabe resaltar que ninguno de los tratamientos evaluados en este
proyecto (a las dosis administradas) mostraron un perfil toxicologico relevante, pues
los parametros caracteristicos del cuadro clinico por intoxicacion con cannabinoides:
hipolocomocidén, hipotermia y catalepsia, no se presentaron en ninguno de los
tratamientos en comparacion con los grupos control. Previamente se ha planteado
que el uso de combinaciones con elevado contenido de CBD tienen el potencial de
reducir los efectos intoxicantes del THC (Solowij N., 2019), llegandose a proponer el
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establecimiento de distintas categorias de las proporciones THC:CBD con base en los
efectos clinicos observados. Las combinaciones evaluadas en este trabajo incluyen la
categoria 1) THC:CBD 1:1 (CBD puede incrementar los efectos de THC) y la 3)
THC:CBD 1:3 (CBD puede o no tener efecto o actuar como protector contra los efectos
de THC) (Pennypacker SD, 2022). En nuestra investigacion, ninguna de las dos
combinaciones presentd los efectos toxicolégicos de THC, aunque debido a la
imposibilidad técnica de implementar el tratamiento de THC individualmente no se
puede aseverar que sin la adicibn de CBD se hubieran presentado tales efectos
intoxicantes. No obstante, dado que las dosis y combinaciones aqui empleadas son
similares a las reportadas en estudios previos (Hlozek T., 2017), con base en esto se
puede suponer que el tratamiento de THC hubiera llevado a la aparicion de efectos
toxicoldgicos que, aun siendo leves, habrian sido relevantes en comparacion con las

combinaciones.

Por otro lado, es necesario resaltar que tanto en lo que respecta al efecto
antinociceptivo como al perfil toxicoldgico, nuestra hipotesis original fue que la
combinacion THC:CBD 1:3 seria superior a la combinacion 1:1, sin embargo, esta
hip6tesis no puede ser soportada con nuestros datos. La dificultad de establecer qué
proporciones THC/CBD causan antagonismo o potenciacion de sus efectos es
justamente uno de los factores que han limitado el uso las terapias basadas en
cannabis. Uno de los principales retos al utilizar combinaciones entre estos
cannabinoides se encuentra en identificar no solamente qué proporcion, sino que
dosis, via de administraciébn, tiempo entre administraciones entre ambos
cannabinoides conducird hacia la existencia de interacciones no solamente del tipo

farmacodinamico, sino también farmacocinético.

La farmacocinética de los cannabinoides es compleja y se encuentra ampliamente
dirigida por interacciones metabdlicas en la coadministracion de estos con otros
cannabinoides, donde la via de administracién cobra especial relevancia (Hlozek T.,
2017). En nuestro estudio, determinamos la concentracion sanguinea de THC y CBD

en el punto final del experimento tras 12 administraciones diarias via intraperitoneal.
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En primer lugar, encontramos que la concentracion de THC en la combinacion 1:3 fue

mucho mayor que en la combinacion 1:1.

Dado que la dosis de THC en ambos tratamientos fue la misma, variando solamente
la dosis de CBD esto implica que la presencia de una mayor cantidad de CBD en la
combinacion modul6 la farmacocinética de THC, permitiendo alcanzar mayores

concentraciones sistémicas de este.

Este resultado esta en concordancia con estudios previos donde se demostré que la
coadministracion de estos dos cannabinoides a través de distintas vias de
administracion conlleva concentraciones mas elevadas de THC que cuando este se
administra individualmente (Hlozek T., 2017). Esto es debido a la conocida inhibicién
de CBD sobre un amplio rango de enzimas importantes del sistema citocromo P450,
como lo son CYP2C9, CYP3A4, CYP2B6, CYP2D6 y CYP2E1, destacando su accion
sobre CYP2C9, pues es la enzima que se encarga de oxidar al D9-THC en su
metabolito 11-OH-THC y posteriormente en 11-COOH-THC (Nasrin, 2021). Mas aun,
los resultados de nuestro estudio sefialan que la presencia de THC en las
combinaciones también permite alcanzar mayores concentraciones de CBD que
cuando este se administra por si solo, donde este aumento no se presenta en
correspondencia al factor de proporcion, pues en el caso de la combinacion THC:CBD
1:3 la concentracion de CBD fue aproximadamente 12 veces mayor a la de CBD

administrado individualmente.

Esto aporta un mayor grado de complejidad al andlisis farmacocinético de los
cannabinoides administrados en combinacion, pues implicaria que la modulacién a
nivel farmacocinético no es unidireccional, sino en ambos sentidos. Estos resultados
se relacionan con los hallazgos de Nasrin y colaboradores en 2021, donde encontraron
que THC y sus metabolitos (11-OH-THC y 11-nor-9-COOH-THC-glucurdnido) también
tienen la capacidad de inhibir competitivamente diversas enzimas del P450, incluyendo
CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 e inhibicion mezclada de CYP2C19 (Nasrin, 2021).

Puesto que CYP2C19 es una de las enzimas encargadas de oxidar a CBD en 7-OH-
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CBD, junto con CYP3AA4, la inhibicion de esta enzima tiene como consecuencia una
mayor concentracion de CBD en circulacion. En conjunto, esto implica una intrincada
relacion farmacocinética bidireccional entre THC y CBD, donde el rol de este ultimo
podria ser incluso més delicado, pues modula tanto el metabolismo de THC como el
suyo propio a través de la inhibicion de CYP2C9 y CYP3A4, respectivamente. La
influencia del metabolismo de ambos cannabinoides sera de mayor o menor grado en
relacion con la via de administracién empleada. En nuestro estudio, puesto que la via

de administracion fue intraperitoneal, estos fenbmenos no pueden ser desestimados.

La administracion intraperitoneal permite una tasa absorcion aproximada entre una
cuarta parte a la mitad de la correspondiente a la via intravenosa debido a que la
cavidad peritoneal se encuentra bien irrigada por capilares sanguineos y provee una
excelente superficie para el intercambio de farmacos entre la cavidad y el plasma (Al
Shoyaib, 2020). Sin embargo, esta forma de administracion comprende un extenso

metabolismo de primer paso, en este sentido, se asemeja a la via oral.

Este aspecto cobra relevancia en consideracion de la complejidad recientemente
descrita del metabolismo de cannabinoides, por un lado, el hecho de que THC y CBD
se modulen mutuamente evitando que se proceda a la oxidacion de ambos, permite
gue se alcancen mayores concentraciones sistémicas disponibles para ejercer sus
acciones farmacodinamicas de analgesia, antinocicepcion y, en el caso de THC, los

efectos toxicologicos asociados.

No obstante, dado que el metabolito 11-OH-THC también posee efectos psicoactivos
por si mismo que son tanto 0 mas potentes que los del THC, pero de efecto mas rapido
(Casajuana Kogel, 2018) (Lemberger L, 1973), la reducciéon de las concentraciones
plasmaticas de este metabolito podria asociarse a un perfil toxicolégico mas favorable.
En nuestro estudio, es posible que el uso de las distintas combinaciones THC:CBD
haya sido la razon de que los ratones no manifestaran la clasica tétrada cannabinoide
por medio de la modulacién del metabolismo de THC, sin embargo, del mismo modo

que ocurrio con el tratamiento individual de THC, debido a complicaciones en la
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obtencion del estandar a causa del estatus legal de esta molécula en nuestro pais no
nos fue posible incluir la cuantificacion del metabolito, o que limita nuestras
conclusiones al respecto. Sin embargo, estudios previos que describen la relevancia
de la coadministracion de estos cannabinoides por via oral (HloZek T., 2017) sugieren

la probabilidad de que este supuesto sea cierto.

Finalmente, en conjunto, los datos obtenidos respecto al efecto antinociceptivo de los
distintos tratamientos con relacion a las concentraciones sanguineas de THC y CBD
alcanzadas en el punto final del experimento indican que la combinacién THC:CBD 1:1
es particularmente util para disminuir el dolor espontaneo en el modelo de dolor
inflamatorio inducido por CFA, con un perfil toxicoldégico no relevante, particularmente
cuando se alcanzan concentraciones sanguineas menores a 200 ng/mL de CBD y
menores a 100 ng/mL para THC. Si bien, no es posible establecer una relacion
concentracion-efecto exacta, puesto que no se realizo el perfil farmacocinético de los
cannabinoides, sino una determinacion unica del punto final, estos resultados pueden
ser empleados como base para el disefio y evaluacién de nuevos estudios que
exploren distintas combinaciones y dosis de estos compuestos.
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9. Conclusiones
Se encontré un efecto antinociceptivo del tratamiento con CBD y la combinacion

THC:CBD 1:1 a través de la evaluacion de conductas de dolor espontaneo en el
modelo de artritis unilateral crénica por administracion de CFA, encontrando que la

combinacion 1:1 permitié un efecto mas sostenido a lo largo del tiempo.

Ninguno de los tratamientos resultd6 en un efecto antiinflamatorio relevante,
posiblemente debido al elevado grado de inflamacién alcanzado en este modelo, por
lo que se sugiere que el efecto antiinflamatorio de estos cannabinoides podria ser Util

en estados tempranos de AR asociados a un menor grado de inflamacion.

Ninguno de los tratamientos evaluados mostré un perfil toxicol6gico relevante, por lo
gue las dosis empleadas en este estudio podrian seguir siendo exploradas en ensayos

posteriores.

Se realizé la validacion del método analitico para la cuantificacion simultanea de THC
y CBD en sangre total por medio de UPLC-MS/MS, confirmando que el método fue
selectivo, lineal, preciso y exacto en un rango de 20-1500 ng/mL, por lo que es

adecuado para la cuantificacion de ambos cannabinoides en las condiciones descritas.

Por otro lado, las concentraciones sanguineas de THC y CBD relacionadas a los
efectos in vivo fueron: 1) THC: 56.10 + 25.58 ng/mL y 190.41 + 207.9 ng/mL para las
combinaciones THC:CBD 1:1 y 1:3, respectivamente y 2) CBD: 32.48 ng/mL, 107.2
ng/mL y 343.9 ng/mL para los tratamientos con CBD, THC:CBD 1:1 y 1:3,

respectivamente.

La combinacion THC:CBD 1:1 es particularmente util para disminuir el dolor
espontaneo en el modelo de AIA, con un perfil toxicolégico no relevante,
particularmente cuando se alcanzan concentraciones sanguineas menores a 200
ng/mL de CBD y menores a 100 ng/mL de THC.
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10.Perspectivas

Si bien, en nuestro estudio encontramos que la combinacion con mayor actividad
antinociceptiva fue la de THC:CBD 1:1, recomendamos continuar con la busqueda de
la combinacion ideal de ambos cannabinoides, asi como de las dosis que presenten
un mayor efecto no solo antinociceptivo, sino también antiinflamatorio, siendo la
combinacion THC:CBD 1:20 particularmente prometedora, de acuerdo con lo
planteado por la literatura.

Investigar la implicacion de THC y CBD solos y en combinacion sobre la resorcion
0sea, pues como se ha planteado previamente, los agonistas del receptor CB2 han
sido implicados en la disminucion de la pérdida del tejido 6seo, posicionando a los
cannabinoides como potenciales farmacos con implicaciones relevantes sobre
distintos pardmetros clinicos que afectan a enfermedades como la AR.

Dado el potencial antiinflamatorio atribuido a los cannabinoides por la literatura, pero
no evidenciado en nuestro estudio, seria relevante realizar un analisis histopatologico
del infiltrado leucocitario en la articulacion de los ratones sometidos a los distintos
tratamientos, con particular énfasis en las poblaciones celulares implicadas en el
proceso inflamatorio de la sinovia de las articulaciones, tales como de macréfagos y
RASF. Del mismo modo, seria util realizar la cuantificacion de citocinas tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias que pudieran evidenciar alguna diferencia
entre aquellos ratones que recibieron los tratamientos con THC y CBD.

Adicionalmente, dada la naturaleza altamente lipofilica de THC y CBD, resultaria de
utilidad realizar la determinacién de ambos en otras matrices biolégicas con alto grado
de lipofilicidad, tales como el tejido cerebral y tejido adiposo, pues es en ellos donde
podrian acumularse ambos cannabinoides y ejercer sus efectos durante mas tiempo.

Una vez encontrada una dosis y combinacion ideal para el mejoramiento de la AR en
el modelo ideal, se recomienda realizar una formulacion que permita su potencial
administracion en la practica clinica, lo cual debera ser realizado en estricto apego con
las disposiciones legales aplicables.
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12. Anexos

12.1 Listado de abreviaturas
(-)-68-THC: Delta-8-

tetrahidrocannabinol

11-COOH-THC: 11-

carboxitetrahidrocannabinol

11-OH-THC: 11-

hidroxitetrahidrocannabinol

2-AG: 2-araquidonilglicerol

5-HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina
7-COOH-CBD: 7-carboxicannabidiol
7-OH-CBD: 7-hidroxicannabidiol
ACC: corteza cingulada anterior

ACPAs: anticuerpos  antiproteina

citrulinada
AEA: anandamida
AlA: Artritis inducida por antigeno

AINEs: antiinflamatorios no

esteroideos

AjA: Acido ajulémico (cannabinoide

sintético no psicoactivo)
ANOVA: Analisis de varianza
AP-1: proteina de activacion 1

AR: Artritis Reumatoide

AUC: Area bajo la curva

CAMP: Adenosin monofosfato ciclico
CB1: Receptor cannabinoide 1

CB2: Receptor cannabinoide 2
CBC: cannabicromeno

CBD: cannabidiol

CBDA: &cido cannabidiolico

CBDV: cannabidivarol

CBG: cannabigerol

CBM: medicina basada en cannabis
CBN: cannabinol

CC: curva de calibracion

CFA: adyuvante completo de Freund
CIA: artritis inducida por colageno
Cmax: concentracion méaxima de THC
COE: aceite de cannabis libanés
COX-2: ciclooxigenasa-2

CP55,940 y

cannabinoides sintéticos

WIN55,212-2:

CPA: células presentadoras de

antigeno
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CV: Coeficiente de variacion
DAGL: diacil glicerol lipasa

DMARDs: farmacos antirreumaticos

modificadores de la enfermedad

ECso: Concentracion efectiva 50

ECB: endocannabinoides

ECmax: Concentracion efectiva maxima
EDTA: acido etilendiaminotetraacético

FAAH: amida hidrolasa de A&cidos

grasos

FLSs: sinoviocitos tipo fibroblasto
FR: Factor Reumatoide

GABA: acido y-aminobutirico

GC/MS: cromatografia de gases

acoplada a masas

GM-CSF: factor estimulante de

colonias de granulocitos y monocitos

GPCRs: receptores acoplados a

proteinas G

GPR55: receptor 55 acoplado a

proteina G

GTPyS: Guanosina 5'-O -[gamma-tio]
trifosfato. Analogo no hidrolizable de
GTP.

l.a.: Via intraartritica

i.p.: Via intraperitoneal

IFN-B: Interferon- 3

IFN-y: Interferén y

IgG: inmunoglobulina G

IL: Interleucina

Ki: Constante de inhibicion

LIC: Limite inferior de cuantificacion
MAGL: monoacilglicerol lipasa

MAPK: proteina quinasa activada por

mitdgeno

MBSA: albumina sérica metilada
MC: muestras control

MCA: muestra control alta

MCB: muestra control baja
MCD: muestra control diluida
MCM: muestra control media

MCT: Aceite de triglicéridos de cadena

media
MMPs: metaloproteinasas de matriz
mRNA: Acido ribonucleico mensajero

MTX: metotrexato
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NAPE-PLD: N-acil-

fasfatidiletanolamina

NAT: N-aciltransferasa

NK: Células natural killer

NLRP3: Inflamosoma

NTs: neurotransmisores

OA: osteoartritis

PA: potencial de accion

PAG: sustancia gris periacueductal

PBS: solucién salina amortiguada por

fosfatos
P13K-Akt: cinasa 3-fosfoinositidol
PKA: proteina cinasa A

PPARs: Receptores activados por

proliferadores peroxisomales

RASF: fibroblastos sinoviales de artritis

reumatoide

ROS: especies reactivas de oxigeno

RVM: médula rostral ventromedial
S.D.: Desviacion estandar

SNC: Sistema Nervioso Central
SNP: sistema nervioso periférico
THC: A-9 tetrahidrocannabinol

THCA :acido A-9-

tetrahidrocannabindlico
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

TPRMS8: Canal del potencial receptor

transitorio de melastatina 8
Treg: células T reguladoras

TRPAL: canal de cationes de potencial
de receptor transitorio, subfamilia A,

miembro 1

TRPV1: Receptor de potencial

transitorio V1

UPLC: Cromatografia de liquidos de

ultra-alta resolucion
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