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INTRODUCCION

La inflamacién, derivada del latin inflammare, representa un mecanismo biolégico
esencial para la reparacion de tejidos y la restauracion de la homeostasis. Se
caracteriza por signos clasicos como enrojecimiento, aumento de temperatura, dolor
e hinchazon, los cuales son fundamentales para la proteccion del organismo frente
a lesiones o infecciones (Panigrahy et al., 2021).

El cannabis es una planta que ha generado controversia debido a sus efectos
negativos, principalmente asociados al abuso de sus componentes psicoactivos.
Estos efectos han sido ampliamente estudiados, demostrando una alta toxicidad en
adolescentes y adultos por su respectivo abuso. Sin embargo, estos efectos ocurren
debido al tetrahidrocannabinol (THC), una molécula con actividad psicoactiva que
ha demostrado en estudios recientes disminuir la produccion del factor de
crecimiento neuronal (Dhein, 2020). No obstante, el cannabis también cuenta con
sustancias que favorecen a la salud, como es el caso del cannabidiol (CBD), que
posee una gran cantidad de efectos terapéuticos: tratamiento para la epilepsia,
mejora de la actividad motora, alivio de sintomas depresivos, capacidad para reducir
la ansiedad y, uno de los mas importantes, su capacidad antiinflamatoria (De
Almeida & Devi, 2020).

El cannabidiol (CBD) ejerce su efecto antiinflamatorio principalmente a través de su
interaccion con los receptores de potencial transitorio tipo vaniloide (TRPV). Su
accién como agonista parcial en estos receptores induce una desensibilizacion que
limita la liberacién de neuropéptidos y citocinas proinflamatorias (como TNF-a e IL-
6), disminuyendo asi la respuesta inflamatoria. Adicionalmente, puede interactuar
con el receptor CB2, aunque con baja afinidad, contribuyendo a su perfil terapéutico
(Britch et al., 2021).

Este estudio se llevd a cabo empleando un modelo murino de inflamacién auricular
inducida mediante la aplicacion topica de una solucién al 10% de aceite de croton,
el cual actua como agente irritante. Este procedimiento se desarrollé en ratones
(Mus musculus), siguiendo rigurosamente las directrices bioéticas y técnicas
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para asegurar el
bienestar animal y la validez cientifica del experimento (Zhang et al., 2022).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antiinflamatoria de una formulacion tépica de cannabidiol
(CBD) utilizando un modelo murino de inflamacién inducida por aceite de croton.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capacitarse en el manejo y manipulacion de roedores conforme a la NOM-
062-Z00-1999.

Estandarizar la preparacion de formulaciones con CBD para uso topico.
Identificar la dosis y concentracion de CBD con mayor efecto antiinflamatorio
en el modelo evaluado.

Determinar la eficacia del CBD midiendo la diferencia de peso entre orejas
tratadas y no tratadas.

Comparar el efecto del CBD con la indometacina para evaluar diferencias
significativas.

METODOLOGIA UTILIZADA

Se llevd a cabo un estudio experimental preclinico en ratones macho de la especie
Mus musculus con un peso de 25 a 30 g. Los animales fueron alojados y manejados
de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999, y el protocolo experimental fue aprobado
por el Comité de Etica de la UAM-X. Para inducir edema auricular, se aplicaron 20
ML de una solucion al 10% de aceite de croton en la oreja derecha de cada animal
cada 30 minutos durante un periodo total de 2 horas. Posteriormente, se
administraron los tratamientos segun el grupo experimental:

Grupo 1 (Indometacina topica): Recibié Indometacina a una dosis de 20
mg/kg por via topica.

Grupo 2 (Indometacina IP): Recibié Indometacina a una dosis de 20 mg/kg
por via intraperitoneal.

Grupo 3 (Control negativo): Recibié unicamente el irritante (20 pl de aceite
de crotén al 10% por via topica cada 30 minutos durante el periodo total de
2 horas), sin tratamiento antiinflamatorio.
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e Grupo 4 (CBD oral 15 mg/kg): Tratado con CBD disuelto en aceite de oliva a
una dosis de 15 mg/kg.

e Grupo 5 (CBD oral 30 mg/kg): Tratado con CBD disuelto en aceite de oliva a
una dosis de 30 mg/kg.

e Grupo 6 (CBD oral 38 mg/kg): Tratado con CBD disuelto en aceite de oliva a
una dosis de 38 mg/kg.

e Grupo 7 (CBD topico 2%): Recibi6é una aplicacién local de un emulgel con
CBD al 2%.

e Grupo 8 (CBD topico 5%): Recibié una aplicacién local de un emulgel con
CBD al 5%.

Veinte minutos después de la administracién de las dosis, los animales fueron
sacrificados conforme a la NOM-062-ZO0-1999 y se recolectaron muestras de
tejido auricular de ambas orejas mediante un sacabocados, las cuales fueron
pesadas para evaluar el grado de edema. Los datos obtenidos se analizaron
mediante un ANOVA de una via, seguido de la prueba post-hoc de Fisher (LSD),
utilizando los softwares Minitab 2019 y Excel, con un nivel de significancia
estadistica establecido en p < 0.05.

ACTIVIDADES REALIZADAS

1. Revision bibliografica

Como primera fase de la revisién, se analizdé la NOM-062-ZO0-1999 con el fin
de comprender las especificaciones técnicas establecidas para la produccién,
cuidado y uso de animales de laboratorio. Posteriormente, se examinaron
diversos articulos cientificos con una antigiedad no mayor a cinco anos, con el
objetivo de conocer tanto los efectos derivados del abuso del CBD como sus
potenciales beneficios terapéuticos. Asimismo, se estudidé el mecanismo del
proceso inflamatorio y la posible accion del CBD sobre esta respuesta biologica.



AHTN

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

2. Elaboracion de soluciones
a. Aceite de Crotéon 10%
b. CBD en aceite de oliva
c. CBD emulgel
d. Indometacina

3. Pesaje de sujetos
Cada sujeto fue pesado en una balanza electronica, dando pesos de entre
25-30 gramos, y posteriormente se les asigné un tratamiento.

4. Clasificaciéon de grupos

Después del pesaje de los sujetos se les clasificoO de la siguiente manera,
dependiendo el tratamiento asignado:

Indometacina topica
Indometacina IP
Control negativo (solo irritante)
CBD en aceite de oliva por dosis:

i. 15 mg/Kg

ii. 30 mg/Kg

iii. 38 mg/Kg
e. Porcentaje de CBD en Emulgel:
i. 2%
i. 5%

a0 oo

5. Sacrificio de los sujetos y obtencion de muestras para registro de datos
a. Los sujetos fueron sacrificados conforme a los lineamientos
establecidos en la NOM-062-Z00-1999. Posteriormente, mediante el
uso de un sacabocados, se obtuvo una muestra de tejido de un
diametro especifico de ambas orejas para su pesaje. El resultado se
determind con base en la diferencia de peso entre ambas orejas y se

registré en el programa estadistico Minitab 19.

6. Analisis de resultados estadisticos en programa estadistico
a. En esta actividad, con el apoyo del programa estadistico Minitab 19,
se determinaron las similitudes o diferencias significativas, utilizando
el Analisis de Varianza de una via entre grupos.
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METAS ALCANZADAS

1. Capacitacion en el manejo y manipulacion de roedores (NOM-062-ZOO-
1999)

e Se logro la lectura y comprensién de la normativa oficial.
e Se cumplieron los lineamientos de la NOM-062-ZO0-1999 para la
manipulacion ética y segura de los sujetos de estudio (roedores).

2. Estandarizacion de formulaciones con CBD para uso topico

e Se realizo el pesaje y extraccion precisa de sustancias.
e Se prepararon dosis de CBD en aceite de oliva.

e Se prepararon emulgeles con CBD al 2% y al 5%.

e Se prepararon dosis de indometacina para el estudio.

3. Identificacion de la concentracion con mayor efecto antiinflamatorio

e Se administraron concentraciones de CBD segun el protocolo.
e Se ajustaron dosis en busca del mejor efecto.
e Se registraron los datos obtenidos de manera sistematica.

4. Comparacion del efecto del CBD con indometacina

e Se administraron concentraciones de indometacina en los grupos
correspondientes.

e Se registraron datos comparativos.
e Se identificaron posibles diferencias significativas entre tratamientos.

5. Determinacion de la eficacia del CBD

e Se registraron y organizaron datos en Excel y Minitab 2019.

e Se realizaron analisis estadisticos para identificar diferencias significativas
entre orejas tratadas y no tratadas.

e Se logré evaluar la eficacia del CBD a través de la diferencia de peso entre
orejas.
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Meta general alcanzada:

Se cumplié con el protocolo experimental, se adquirieron habilidades técnicas y de
manejo de animales de laboratorio, se estandarizaron formulaciones, se aplicaron
tratamientos, se recolectaron y analizaron datos estadisticamente, y se evaluo la
eficacia del CBD en comparacion con un farmaco de referencia (indometacina).

RESULTADOS

Se evalué el efecto antiinflamatorio de diferentes formulaciones y vias de
administracion de cannabidiol (CBD) en un modelo murino de edema auricular
inducido por aceite de crotdn. La respuesta inflamatoria se cuantificé mediante la
diferencia de peso (mg) entre la oreja tratada (derecha) y la oreja no tratada
(izquierda). Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de la
prueba de comparaciones multiples post-hoc de Fisher (LSD) con un nivel de
confianza del 95%.

En la Tabla 1 se presentan los valores de la media, desviacion estandar (DE) y el
tamafo muestral (n) para cada uno de los ocho grupos experimentales, asi como la
agrupacion de significancia estadistica derivada de la prueba de Fisher.

Tabla 1. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el edema auricular inducido por aceite de crotén.

Grupo Experimental (n) | Diferencias de peso Agrupacion
(mg) (Media * DE)
Control Negativo (solo irritante) 9 4.74 + 342 A
CBD Oral 15mg/Kg 7 5.29 + 1.67 A
CBD Oral 30mg/Kg 7 2.24 £+ 0.94 C
CBD Oral 38mg/Kg 7 2.87+1.18 B,C
Emulgel CBD 2% 8 2.88 + 2.41 B,C
Emulgel CBD 5% 8 1.94 +0.83
Indometacina IP 15 2.89 +1.98 B, C
Indometacina Topica 11 232+1.75 C

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (prueba de Fisher, p < 0.05). El andlisis
ANOVA mostro diferencias significativas entre los grupos (F (7, 64) = 4.56, p < 0.001).

El grupo control negativo, el cual recibié unicamente el irritante sin tratamiento
antiinflamatorio, present6é una diferencia de peso de 4.74 + 3.42 mg (n=9), lo que
confirma la induccion exitosa del edema inflamatorio en el modelo experimental.
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Al evaluar la administracion oral de CBD disuelto en aceite de oliva, se observé un
efecto dependiente de la dosis. El grupo tratado con CBD a 15 mg/kg presento la
media mas alta de inflamacién entre todos los grupos (5.29 + 1.67 mg, n=7),
ubicandose en el grupo de significancia A junto con el control negativo. Esto indica
una falta de efecto antiinflamatorio a esta dosis. En contraste, las dosis de 30 mg/kg
y 38 mg/kg redujeron marcadamente el edema a 2.24 +0.94 mg (n=7)y 2.87 £ 1.18
mg (n=7), respectivamente. Ambos tratamientos se agruparon en los niveles de
significancia C (CBD 30 mg/kg) y B, C (CBD 38 mg/kg), mostrando una reduccién
significativa de la inflamacién en comparacién con el control negativo y el grupo de
15 mg/kg.

Por otro lado, las formulaciones topicas en emulgel también demostraron actividad
antiinflamatoria. El emulgel con CBD al 2% redujo el edema a 2.88 + 2.41 mg (n=8),
mientras que el emulgel con CBD al 5% registré la media mas baja de todo el
estudio, con 1.94 + 0.83 mg (n=8). El emulgel al 5% se agrupd exclusivamente en
el nivel de significancia C, siendo estadisticamente similar a la indometacina local,
al CBD de 30 mg/kg y al CBD de 38 mg/kg, pero significativamente mas efectivo
que el control negativo y el CBD de 15 mg/kg.

En cuanto a los controles con el farmaco de referencia, la indometacina
administrada por via intraperitoneal redujo la inflamacién a 2.89 + 1.98 mg (n=15),
y la indometacina por via tépica a 2.32 £ 1.75 mg (n=11). Ambos tratamientos con
indometacina se ubicaron en los niveles de significancia B, C y C respectivamente,
sin diferencias estadisticamente significativas entre si, y con un efecto comparable
al observado con las formulaciones de CBD a dosis de 30 mg/kg, 38 mg/kg y al
emulgel al 5%.

En conjunto, estos resultados indican que tanto la administracion oral de CBD a
dosis de 30 mg/kg y 38 mg/kg, como la aplicacién tépica de emulgel de CBD al 5%,
ejercen un efecto antiinflamatorio significativo en el modelo de edema auricular
inducido por aceite de crotdén, siendo comparables al efecto del farmaco de
referencia, indometacina.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se evaluo la actividad antiinflamatoria del cannabidiol (CBD)
administrado por via oral y topica en un modelo murino de edema auricular inducido
por aceite de crotdén, empleando la indometacina como farmaco de referencia.

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1.

La administracion oral de CBD mostré un efecto dependiente de la dosis. La
dosis de 15 mg/kg no resultd efectiva para reducir el edema, presentando un
comportamiento estadisticamente similar al control negativo. En contraste,
las dosis de 30 mg/kg y 38 mg/kg redujeron significativamente la inflamacion,
con efectos comparables entre si y con la indometacina.

La formulacién topica en emulgel con CBD al 5% demostré ser la mas
efectiva de todas las evaluadas, registrando la media mas baja de
inflamacion (1.94 + 0.83 mg). Su efecto fue estadisticamente similar al de la
indometacina (por ambas vias) y al de las dosis orales de 30 y 38 mg/kg de
CBD, lo que sugiere que la via topica es una alternativa viable y
potencialmente menos invasiva para el tratamiento de procesos inflamatorios
localizados.

El emulgel con CBD al 2%, si bien redujo el edema en comparacion con el
control negativo, presenté una mayor variabilidad en la respuesta y no
alcanzé el mismo nivel de eficacia que la formulacion al 5%, lo que sugiere
que la concentracion del 2% podria ser insuficiente para obtener un efecto
antiinflamatorio 6ptimo bajo las condiciones experimentales probadas.

El efecto antiinflamatorio del CBD a dosis de 30 mg/kg, 38 mg/kg y en emulgel
al 5% fue comparable al de la indometacina, un antiinflamatorio no esteroideo
de uso comun. Este hallazgo posiciona al CBD como una alternativa
terapéutica prometedora con un mecanismo de accion diferente
(posiblemente mediado por receptores TRPV y CB2), que podria ser de
utilidad en contextos donde los AINEs estan contraindicados o se busca
evitar sus efectos adversos.
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En conjunto, los resultados de este estudio de servicio social contribuyen al
entendimiento de las propiedades antiinflamatorias del CBD vy sientan las bases
para futuras investigaciones orientadas a optimizar las formulaciones, evaluar la
seguridad a largo plazo y explorar su potencial aplicacion en modelos de inflamacion
cronica.

RECOMENDACIONES

A partir de la experiencia adquirida durante la realizacion del presente estudio de
servicio social, asi como del analisis de los resultados obtenidos, se plantean las
siguientes recomendaciones para investigaciones futuras:

1.

Estandarizar el tamafio muestral y considerar el sexo de los animales:
Si bien los tamafios de muestra utilizados (n=7 a 15) fueron estadisticamente
validos, se recomienda homogenizar el numero de sujetos por grupo para
futuros estudios. Asimismo, dado que durante el experimento se presentaron
problemas de agresividad entre los machos, que derivaron en lesiones y
estrés, se sugiere trabajar con un solo sexo para reducir la variabilidad. En
caso de usar machos, implementar estrategias de enriquecimiento ambiental
y alojamiento individual temporal para minimizar la agresividad. Si se usan
hembras, se debe considerar y controlar la fase del ciclo estral, ya que puede
influir en la respuesta inflamatoria.

Explorar un rango mas amplio de concentraciones de CBD en emulgel:
Dado que la formulacién con CBD al 5% mostré uno de los mejores efectos
antiinflamatorios, seria pertinente para futuros estudios evaluar
concentraciones adicionales (como 3% y 4%) con el fin de establecer con
mayor precision la concentracion minima efectiva y la posible existencia de
una meseta en la respuesta terapéutica. La seleccion inicial de los
porcentajes al 2% y 5% se baso en los rangos reportados en la bibliografia
consultada y en las formulaciones de uso comun; sin embargo, los resultados
obtenidos abren la posibilidad de afinar la ventana terapéutica en
investigaciones posteriores.
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Incorporar variables adicionales de evaluacion: Si bien la diferencia de
peso entre orejas es un método ampliamente validado en la bibliografia para
cuantificar el edema, se sugiere complementar el analisis con la medicion del
grosor auricular (mediante un micrometro) y la observacion sistematica de
signos macroscopicos, como la presencia de ampollas, enrojecimiento o
irritacion. En este estudio se observd que los grupos con mayor peso
presentaban ampollas que llegaban a romperse al tomar la muestra, un dato
cualitativo que podria sistematizarse en futuras investigaciones.

Evaluar el comportamiento de acicalamiento posterior a la aplicacion:
Se observo que los animales tendian a lamerse las patas y rascarse la oreja
tratada, especialmente después de la aplicacion del aceite de crotén. Sin
embargo, esta conducta disminuia notablemente en algunos grupos tratados
con CBD. Para futuros estudios, se recomienda registrar sistematicamente
este comportamiento, ya que podria ser un indicador adicional del efecto
terapéutico (reduccion del dolor o la irritacidon) y permitiria evaluar posibles
interferencias por ingesta del producto aplicado topicamente.

Controlar las condiciones ambientales y el estado previo de los
animales: La variabilidad observada en grupos como el control negativo y el
emulgel al 2% podria estar relacionada con diferencias en el peso corporal,
el estrés previo o lesiones ocasionadas por peleas entre los sujetos. Se
recomienda, en la medida de lo posible, asegurar un periodo de adaptacion
al bioterio con condiciones ambientales enriquecidas que mantengan a los
animales en un estado relajado, asi como llevar un registro detallado del
estado de salud previo de cada sujeto antes de iniciar los tratamientos.

Continuar con la exploraciéon de la via tépica: Dado el prometedor
resultado del emulgel con CBD al 5% vy la facilidad de preparacion de estas
formulaciones (proporcionadas por el laboratorio de tecnologia farmacéutica
sin problemas de descomposicion), se recomienda profundizar en el estudio
de esta via de administracion. Seria valioso evaluar la penetracién cutanea
del CBD mediante estudios in vitro (con celdas de Franz) para correlacionar
la liberacidon del farmaco desde el emulgel con el efecto in vivo observado,
asi como su efecto en modelos de inflamacioén crénica o con aplicaciones
repetidas.
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ANEXOS

Efecto medido en mg

~
*
# #
4.744 . 3 »
T # # 4
H ﬂ ﬂ ﬂ T

Control INDOMETACINA IP  INDOMETACINA CBD 15mg/Kg CBD 30mg/Kg CBD 38mg/Kg Emulgel 2% Emulgel 5%

LOCAL Tratamientos

Figura 1: Promedio de diferencia de pesos de muestra de cada grupo
(*) No se encuentra una diferencia significativa p> 0.05
(#) No se encuentra una diferencia significativa p> 0.05

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%)!

Factor N Media Agrupacion

CBD 15mg/Kg 7 5286 A

Control positivo 9 474 A B

INDOMETACINA IP 15 2893 C

EMULGEL 2% 8 2875 B C

CBD 38mg/Kg 7 2871 B C

INDOMETACINA LOCAL 11 2318 €

CBD 30mg/Kg 7 2243 C

EMULGEL 5% 8 1938 €

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. |

S ——————

Figura 2: Efecto de diferentes tratamientos con CBD sobre el edema auricular inducido por aceite de croton en
ratones de acuerdo con el programa Minitab-1S
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Analisis de Varianza

Valor F Valor p
295 0.010

Figura 3 Resultados Fy P de ANOVA correspondiente a la figura 2 proporcionado por el programa Minitab-1S



