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Resumen

Las heridas crénicas representan un desafio importante para la salud publica debido a
su alta prevalencia, evolucion prolongada y resistencia a los tratamientos
convencionales, lo que resalta la necesidad de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que favorezcan su cicatrizacion. En la busqueda de nuevas terapias para
este tipo de heridas, los cannabinoides han demostrado un prometedor potencial
terapéutico, principalmente por su actividad antiinflamatoria. Ademas, su efecto en la
piel esta escasamente estudiado.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de tres cannabinoides de
origen vegetal —A°®-tetrahidrocannabinol (THC), cannabinol (CBN) y acido
tetrahidrocannabindlico (THCA)— sobre funciones esenciales de fibroblastos dérmicos
humanos, como la proliferacion y migracion celular, la expresion de citoquinas
inflamatorias y la sintesis de componentes de la matriz extracelular.

La metodologia contempld el cultivo de fibroblastos derivados de prepucio neonatal,
tratados con extractos de cannabis purificados. Se evalué la viabilidad y proliferacion
celular mediante ensayos de fluorescencia, la migracion utilizando un modelo in vitro de
herida controlada y la expresion génica mediante PCR en tiempo real.

Los resultados mostraron que ninguno de los fitocannabinoides evaluados modificé la
viabilidad ni la proliferacion de los fibroblastos En cuanto a la migracion, se observaron
tendencias dependientes del compuesto. En el andlisis de expresion génica mediante
gRT-PCR, tanto los cannabinoides aislados como el extracto completo no mostraron
diferencias significativas en comparacion al control.
En conclusién, los hallazgos sugieren que los fitocannabinoides presentan un perfil de
seguridad celular inicial al no afectar la viabilidad ni la proliferacion de los fibroblastos, y
podrian modular de manera diferenciada procesos como la migracion celular. Si bien los
efectos observados no fueron significativos, el estudio aporta evidencia preliminar sobre

el potencial rol de los fitocannabinoides.



Abstract

Chronic wounds represent a significant public health challenge due to their high
prevalence, prolonged progression, and resistance to conventional treatments. This
highlights the urgent need to develop new therapeutic strategies that promote wound
healing. In the search for novel therapies for these types of wounds, cannabinoids have
shown promising therapeutic potential, mainly due to their anti-inflammatory properties.
Moreover, their effects on the skin remain poorly studied.

This study aims to evaluate the effects of three plant-derived cannabinoids—
tetrahydrocannabinol (THC), cannabinol (CBN), and tetrahydrocannabinolic acid
(THCA)—on key functions of human dermal fibroblasts, including cell proliferation and
migration, the expression of inflammatory cytokines, and the synthesis of extracellular
matrix components.

The methodology involves culturing fibroblasts isolated from neonatal foreskin and
treating them with purified cannabis extracts. Cell viability and proliferation were
assessed using fluorescence-based assays, migration was evaluated through an in vitro
scratch wound model, and gene expression was analyzed by real-time PCR.

The results showed that none of the evaluated phytocannabinoids modified fibroblast
viability or proliferation. Regarding migration, compound-dependent trends were
observed. In the gene expression analysis by qRT-PCR, both the isolated cannabinoids
and the complete extract showed no significant differences compared to the control.

In conclusion, the findings suggest that phytocannabinoids present an initial cellular
safety profile by not affecting fibroblast viability or proliferation, and may differentially
modulate processes such as cell migration. Although the observed effects were not
significant, the study provides preliminary evidence of the potential role of

phytocannabinoids.



Glosario de términos:

Cicatrizacidon: Proceso de reparacion de tejidos lesionados, compuesto por varias
fases: hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion.

Colageno: Proteina estructural que constituye la matriz extracelular y proporciona
soporte a tejidos como la piel, los huesos y los cartilagos. Los tipos | y Il son
fundamentales en la cicatrizacion de heridas.

Dermis: Capa intermedia de la piel que contiene tejido conectivo, vasos sanguineos,
nervios, glandulas y células como fibroblastos, responsables de la produccién de
colageno y otros componentes de la matriz extracelular.

Fibroblastos: Células del tejido conectivo que sintetizan colageno y otros componentes
de la matriz extracelular, desempefiando un papel clave en la cicatrizacion y reparacion
de tejidos.

PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR): Técnica molecular utilizada para
cuantificar niveles de acidos nucleicos, como ARN mensajero (mMRNA), en tiempo real.
Proliferacion celular: Proceso mediante el cual las células se dividen para aumentar
Su numero, esencial en la reparacién de tejidos.

A°-tetrahidrocannabinol (THC): El principal agente psicoactivo de la planta Cannabis
sativa. Actua como agonista parcial de los receptores CB1 y CB2, con efectos como
analgesia y antiemesis.

Acido Tetrahidrocannabinélico (THCA): Precursor acido del THC, que se encuentra
en altas concentraciones en la planta fresca y no posee efectos psicoactivos. Presenta
propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras.

Cannabinol (CBN): Un derivado oxidativo del THC con actividad psicoactiva leve.
Muestra afinidad moderada por el receptor CB2, lo que sugiere potenciales propiedades

sedantes e inmunomoduladoras.



Endocannabinoides: Ligandos endégenos (producidos por las ceélulas) del Sistema
Endocannabinoide.

Fitocannabinoides: Compuestos naturales del Cannabis que tienen la capacidad de
actuar sobre el sistema endocannabinoide del cuerpo.

Epidermis: Capa mas externa de la piel, formada principalmente por queratinocitos
organizados en estratos, que actua como barrera fisica.

Heridas Cronicas: Heridas en las que el proceso de cicatrizacién se ve comprometido,
caracterizadas por un estado inflamatorio excesivo, prolongado y autosostenido,
asociado a la degradacion de factores de crecimiento y matriz extracelular.

Matriz Extracelular (MEC): Red de moléculas sintetizadas por fibroblastos (como
fibronectina, acido hialurénico y colageno) que forma el tejido de granulacion y
proporciona soporte estructural a la piel.

Receptor CB1: Receptor del Sistema Endocannabinoide descrito principalmente en el
sistema nervioso, pero también presente en células cutaneas (queratinocitos,
melanocitos, fibroblastos). Regula la proliferacion, diferenciacion y respuesta
inflamatoria en la piel.

Receptor CB2: Receptor del Sistema Endocannabinoide que se encuentra
principalmente en el sistema inmunolégico y en tejidos periféricos como la piel. Su
funcion principal es la modulacién de la inflamacion.

Sistema Endocannabinoide (ECS): Red bioldgica presente en casi todos los tejidos
del cuerpo, compuesta por receptores (CB1, CB2), ligandos enddgenos y enzimas. Su
funcion principal es mantener la homeostasis, modulando el dolor y la inflamacion.
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF): Factor de crecimiento clave que
induce la angiogénesis (formacion de vasos) durante la fase de proliferacion de la
cicatrizacion.

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium): Medio de cultivo celular utilizado para

mantener y nutrir los fibroblastos en condiciones de laboratorio.



Matriz extracelular (MEC): Red tridimensional compuesta de colageno, proteoglicanos,
glicoproteinas y otras moléculas que proporcionan soporte estructural y regulan

funciones celulares.



Vi

Abreviaciones:

MEC: Matriz extracelular

a-SMA: Alfa actina del musculo liso

IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

IL-10: Interleucina 10

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
MMP: Metaloproteinasas de matriz

FAAH: Hidrolasa de amidas de acidos grasos
MAGL.: Monoacilglicerol lipasa

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

MAPK/ERK: Proteina quinasa activada por mitégenos / quinasa regulada por sefales
extracelulares

NF-kB: Factor nuclear kappa B

PI3K/Akt: Fosfatidilinositol 3 quinasa / proteina quinasa B
ECS: Sistema endocannabinoide

CB1: Receptor cannabinoide tipo 1

CB2: Receptor cannabinoide tipo 2

AEA: Anandamida

2-AG: 2 araquidonoilglicerol

THC /A°®-THC: Delta 9 tetrahidrocannabinol

CBD: Cannabidiol



CBN: Cannabinol

THCA: Acido tetrahidrocannabinélico

EE.UU: Estados Unidos

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
SBF: Suero bovino fetal

CO,: Dioxido de carbono

mRNA: ARN mensajero

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
Col I: Colageno tipo |

Col lll: Colageno tipo

FN: Fibronectina

SMA: Alfa actina del musculo liso

GAPDH: Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
DMSO: Dimetilsulféxido

Ul/mL: Unidades internacionales por mililitro

pMg/mL: Microgramos por mililitro

Vii

gRT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion en tiempo real

cDNA: ADN complementario

EC: Extracto completo

SYBR: Colorante fluorescente para amplificacion de acidos nucleicos

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta
RNA: Acido ribonucleico

UV: Luz ultravioleta

ATP: Adenosin trifosfato
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1.- Introduccion
1.1 Piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y cumple funciones vitales como
la proteccién frente a agresiones externas, la regulacion térmica y la percepcion
sensorial. Estd compuesta por tres capas principales: la epidermis, la dermis y la
hipodermis, cada una con estructuras y funciones especializadas. La epidermis actua
como barrera fisica y esta formada principalmente por queratinocitos organizados en
estratos; la dermis proporciona soporte mecanico gracias a su matriz rica en colageno
y elastina; y la hipodermis, también llamada tejido subcutaneo, participa en la
amortiguacion y el aislamiento térmico. Ademas, en la piel se encuentran anexos como
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas, que contribuyen a sus funciones
fisioldgicas y de comunicacion con el entorno (Palmeira et al., 2006; Miot et al., 2011).

1.2 Proceso de cicatrizacion cutanea

Las heridas cutaneas son una constante a lo largo de la vida de cualquier ser humano,
presentandose en forma aguda o crénica. El proceso de cicatrizacion de las heridas
cutaneas es sumamente complejo y depende de una serie de factores altamente
regulados para que se lleve a cabo de manera adecuada y permita la restauracion de la
barrera cutanea. El proceso fisiolégico de cicatrizacion de las heridas se desarrolla a
través de una secuencia altamente regulada de eventos celulares y moleculares, que
tradicionalmente se dividen en cuatro fases: hemostasia, inflamacion, proliferaciéon y
remodelaciéon (Arenas, 2003; Healy et al., 2023a). La fase inicial de hemostasia, que
puede durar hasta 15 minutos, tiene como objetivo principal detener la hemorragia
mediante la formacién de un tapdn plaquetario y un coagulo sanguineo (Velnar et al.,
2009); lo cual no solo previene la pérdida de fluidos, sino que también activa la cascada
de coagulacién y promueve la liberacién de sefiales quimicas que desencadenan la
respuesta inflamatoria subsecuente (Janis et al., 2010). Durante esta fase inflamatoria,
las células inmunes, como neutrdéfilos y macréfagos, migran hacia el sitio de la herida,
favorecidas por la activacion del sistema del complemento (Ricklin et al., 2010). Estas
células eliminan patogenos y tejido dafiado, mientras liberan una amplia gama de
citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10) y factores de crecimiento como Factor de crecimiento
derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) ,
Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-) y Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(TNF-a), fundamentales para la transicién a la siguiente etapa del proceso (Broughton
et al., 2006).

Posteriormente, se inicia la fase de proliferacién, que generalmente comienza alrededor
del tercer dia posterior a la lesién y puede extenderse por dos o tres semanas (Singer
et al.,, 1999). En esta fase, ocurre un cambio fenotipico de los queratinocitos en los
bordes de la herida hacia un estado hiperproliferativo, lo cual impulsa la reepitelizacién
de la epidermis (Healy et al., 2023a; Li et al., 2007). Ademas, se activa la angiogénesis,
inducida por VEGF, y se produce la migracion y proliferacion de fibroblastos bajo la
accion de PDGF y TGF- (Esteo et al., 2005). Estos fibroblastos sintetizan elementos



clave como fibronectina, acido hialurénico, proteoglicanos y colageno tipo lll, que forman
la matriz extracelular del tejido de granulacién (Senet, 2008). Este entorno permite la
reconstruccion inicial de la integridad estructural de la piel, coordinado por una red
compleja de citocinas, factores de crecimiento, moléculas de matriz extracelular y
diferentes tipos celulares que actuan simultaneamente (Gurtner et al., 2008).

La fase final del proceso, conocida como remodelacion, puede prolongarse durante
meses o incluso hasta dos afos, dependiendo de la extension de la lesion (Witte et al.,
1997). Durante esta etapa, se reorganizan las fibras de colageno y se fortalece la
estructura tisular mediante la accion de miofibroblastos, células similares a las del
musculo liso que expresan a-actina y contribuyen tanto al cierre de la herida como al
aumento de la fuerza tensil del tejido cicatricial (Lawrence W. T., 1998). El colageno,
especialmente el tipo I, sintetizado por los fibroblastos, proporciona integridad y
resistencia mecanica, reemplazando progresivamente al colageno tipo Il del tejido de
granulacion (Volk et al., 2011; Alhajj & Goyal, 2022). Este proceso de sustitucion y
reorganizaciéon es esencial para la restauracion funcional y estructural de la piel
lesionada.

1.3 Heridas croénicas

Aunque el proceso de cicatrizacion en heridas agudas suele ser €ficiente, existen casos
en los que este mecanismo se ve comprometido, dando lugar a heridas cronicas. Estas
se caracterizan por un estado inflamatorio excesivo, prolongado y autosostenido,
acompanado de una elevada presencia de neutrdfilos. El estado inflamatorio crénico
estd asociado a la degradacién de factores de crecimiento y matriz extracelular, la
expresion de elevada de citocinas proinflamatorias como TNF-a, TGF-B, IL-1 e IL-6 y
una actividad y expresion excesivas de metaloproteinasas de matriz (MMP) (Loots et
al., 1998).

Existen diversos procesos patoldégicos que alteran la cascada de cicatrizacion
provocando que esta sea afectada resultando en heridas crénicas que no cicatrizan
generando una incomodidad y angustia al paciente lo que trae grandes gastos al servicio
de salud y/o al paciente (Han & Ceilley, 2017). Un ejemplo de lo anterior es la Diabetes
Mellitus 2 junto con la obesidad y el envejecimiento que ralentizan el proceso de
cicatrizacion puesto que se ve afectada la re-epitelizacion de la piel (Burgess et al.,
2021).

Se ha estimado que cerca de $25.000 millones de dodlares (valor EE.UU) le cuesta al
servicio médico el tratamiento de las heridas crénicas en su total y que al afio se ven
afectados cerca de 6,5 millones de pacientes al afio, valor que podria ir en aumento
debido a la alza de la prevalencia de la diabetes en la poblacion, ademas de otras
circunstancias que afectan a las mismas, las que fueron mencionadas anteriormente
(Han & Ceilley, 2017). En los paises desarrollados, entre un 1-2% de la poblacion
presenta heridas crénicas y en los pacientes diabéticos este valor sube a un 25% (ulcera
en pie) (Healy et al., 2023a).



Dada la magnitud de este problema de salud nace la necesidad de buscar nuevos
enfoques de tratamientos para las heridas que permite utilizarse en las diferentes
situaciones que aumentan la probabilidad de generar heridas crénicas. Frente a la
necesidad de encontrar un tratamiento, es que un area prometedora de investigacion y
que podria ir dando respuestas es el sistema endocannabinoide al presentar diversas
caracteristicas que inciden en la cicatrizacion de heridas.

1.4 El sistema endocannabinoide

El Sistema Endocannabinoide (ECS) es una red bioldgica presente en casi todos los
tejidos del cuerpo, cuya funcion principal es mantener la homeostasis (Healy et al.,
2023). Este sistema participa en procesos clave como la modulacion del dolor, la
inflamacién, el estado de animo y el metabolismo energético. Esta compuesto por los
receptores CB1 y CB2, ligandos enddgenos como la anandamida, y enzimas
responsables de su sintesis y degradacién (Turcotte et al., 2015).

En cuanto a los receptores, si bien el CB1 ha sido descrito principalmente en el sistema
nervioso central y periférico, también se ha observado su expresion en una amplia
variedad de células y estructuras cutaneas, incluidos queratinocitos, melanocitos,
fibroblastos, células sebaceas y diversos linajes celulares del foliculo piloso (Stander et
al.,, 2005). Este receptor participa en la regulacién de procesos clave como la
proliferacién celular, la diferenciacion y la respuesta inflamatoria en la piel (Téth et al.,
2011). Desde el punto de vista molecular, el receptor CB1 se acopla principalmente a
proteinas Gi/o, lo que conlleva a la inhibicién de la adenilil ciclasa, disminucién de los
niveles de AMPc, y modulacién de canales idnicos (principalmente de calcio y potasio).
También puede activar vias MAPK/ERK que participan en proliferacién y apoptosis
celular (Ibsen et al., 2017).

En cuanto al receptor CB2, se encuentra principalmente en el sistema inmunoldgico,
donde esta presente en células como los macréfagos vy linfocitos (Turcotte et al., 2015).
También se ha descrito en tejidos periféricos como lo es la piel (Correia-Sa et al., 2020).
Su funcién principal es la modulacion de la inflamacion, regulando la liberacién de
citoquinas y controlando la respuesta inmune para evitar reacciones excesivas o
autoinmunes. Ademas, el receptor CB2 participa en el alivio del dolor crénico (Shang &
Tang, 2017). Al igual que el CB1, el CB2 activa proteinas Gi/o, inhibiendo la adenilil
ciclasa, pero también regula directamente la activacion de factores de transcripcion
como NF-kB y promueve rutas antiinflamatorias mediante la modulacion de MAPKs y
PI3K/Akt, favoreciendo asi la supervivencia celular y la regeneracién tisular (Ibsen et al.,
2017).

Los cannabinoides se pueden dividir en tres categorias: fitocannabinoides,
endocannabinoides y cannabinoides sintéticos. Los fitocannabinoides son de origen
vegetal, derivados de la planta Cannabis sativa L. (Wiley et al., 2018), entre los cuales
destacan el A®-tetrahidrocannabinol (A°-THC), el cannabidiol (CBD), el cannabinol
(CBN) y el acido tetrahidrocannabindlico (THCA). EI A9-THC es el principal agente
psicoactivo de la planta, actuando como agonista parcial de los receptores CB1 y CB2



del sistema endocannabinoide, y ejerce efectos como analgesia, antiemesis y
estimulacion del apetito (Pertwee, 2008). En contraste, el CBD no produce efectos
psicoactivos, pero presenta propiedades ansioliticas, antiinflamatorias y
neuroprotectoras, interactuando de forma indirecta con los receptores cannabinoides,
asi como con sistemas moleculares como el serotoninérgico o el canal idbnico TRPV1
(Izzo et al., 2009). Por su parte, el CBN es un derivado oxidativo del A9-THC con
actividad psicoactiva leve; sin embargo, muestra afinidad moderada por el receptor CB2,
lo que sugiere potenciales propiedades sedantes e inmunomoduladoras (EISohly & Gul,
2014). EI THCA, precursor acido del A9-THC, se encuentra en altas concentraciones en
la planta fresca y no posee efectos psicoactivos; sin embargo, presenta propiedades
antiinflamatorias, neuroprotectoras y antieméticas, lo cual ha despertado un creciente
interés en su potencial terapéutico (Rock et al., 2013; Russo, 2011).

Los endocannabinoides son producidos por las células y regulan funciones fisioldgicas.
Los mas importantes son la anandamida (AEA) y el 2-arachidonoylglycerol (2-AG). AEA
actia como un agonista parcial de alta afinidad del receptor CB1 y tiene baja afinidad
en el receptor CB2, mientras que 2-AG es un agonista completo en los receptores CB1
y CB2, con afinidad baja a moderada (Tsuboi et al., 2018). Los cannabinoides sintéticos
son un grupo quimicamente diverso de nuevas sustancias psicoactivas que se dirigen
al sistema endocannabinoide (Rio et al., 2018; Roque-Bravo et al., 2024). Las enzimas
FAAH y MAGL son responsables de degradar estos endocannabinoides para mantener
el equilibrio en su actividad (Soria-Lara et al., 2019).

En conclusion, el Sistema Endocannabinoide (ECS) desempefa un papel crucial en la
regulacién de la homeostasis, lo que lo convierte en un objetivo prometedor para el
manejo de heridas cronicas. La activacion del receptor CB2 puede contribuir a controlar
la inflamacién excesiva y favorecer la regeneracion tisular, mientras que los
cannabinoides, al modular el dolor, podrian mejorar la calidad de vida de los pacientes.

1.5 Tratamiento de heridas mediante el uso de cannabinoides

Actualmente, los estudios sobre el uso terapéutico de los cannabinoides en heridas
cronicas son limitados. No obstante, los estudios disponibles en heridas simples, tanto
in vitro como in vivo, indican que los cannabinoides parecen mejorar la cicatrizaciéon de
estas a través de diversos mecanismos, en particular a través del receptor CB2 (Healy
et al., 2023b).

Los cannabinoides parecen influir favorablemente en diversos procesos clave de la
cicatrizacion, como la reduccion de la inflamacion, la modulacién del estrés oxidativo y
la promocion de la reepitelizacién y remodelacién del tejido favoreciendo un cierre mas
rapido de la herida y una menor formacién de cicatrices. Estos efectos parecen estar
relacionados con la regulacion del equilibrio inflamatorio, donde el CB2 desempeia un
papel crucial al inhibir macréfagos proinflamatorios y promover un entorno
antiinflamatorio mas adecuado para la regeneracion tisular. Estos efectos han sido
evidentes en modelos preclinicos y en estudios humanos(Stander et al., 2005), (Chelliah
et al., 2018), (Zhao et al., 2021). Por otro lado, en heridas importantes, como ulceras



complejas, se ha observado una respuesta positiva al uso tépico de cannabinoides
combinados con terpenos y flavonoides. Estos tratamientos han mostrado no solo
mejorar la reparacion del tejido, sino también aliviar sintomas asociados, como el dolor
o la inflamacion crénica. Sin embargo, estos hallazgos, aunque alentadores, estan
mayoritariamente basados en estudios de casos individuales o analisis retrospectivos,
limitando su generalizacion (Maida et al., 2020), (Maida et al., 2021).

En la actualidad los estudios del uso terapéutico de heridas cronicas son realmente
escasos, si bien los cannabinoides parecen mejorar la cicatrizaciéon de heridas cutaneas
simples a través de diversos mecanismos, en particular a través del receptor CB2, se
necesitan estudios adicionales, mas soélidos tanto in vitro, como in vivo para definir mejor
estos mecanismos, asi como para examinar el papel de los cannabinoides en la
cicatrizacién de heridas crénicas en humanos.

Dado que los cannabinoides pueden tener un potencial terapéutico en el tratamiento de
heridas, y considerando que el fibroblasto es una célula clave en el proceso de
cicatrizacion de heridas, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual es el efecto de los fitocannabinoides (Extracto completo, THC, CBNy THCA)
sobre la viabilidad, capacidad proliferativa, migratoria, y expresion de transcritos
relacionados con la matriz extracelular de los fibroblastos dérmicos humanos?



2.- Hipotesis:

La exposicion de fibroblastos dérmicos humanos a fitocannabinoides (Extracto
completo, THC, CBN y THCA) mejora su capacidad proliferativa y migratoria, reduce la
respuesta inflamatoria, y favorece la formacién de matriz extracelular.

3.- Objetivo General:

Evaluar el efecto de los fitocannabinoides (Extracto completo, THC, CBN y THCA) sobre
las funciones bioldgicas clave de los fibroblastos dérmicos humanos, incluyendo la
proliferacion, migracion, respuesta inflamatoria y sintesis de matriz extracelular.

3.1 Objetivo especificos:

1 Analizar el efecto de los fitocannabinoides (Extracto completo, THC, CBN y THCA)
sobre la viabilidad y capacidad proliferativa de los fibroblastos dérmicos humanos

2 Determinar la influencia de los fitocannabinoides (Extracto completo, THC, CBN y
THCA) en la migracion celular de fibroblastos dérmicos.

3 Evaluar el impacto de los fitocannabinoides (Extracto completo, THC, CBN y THCA)
en la expresiébn de genes de citoquinas y componentes de la matriz extracelular
generadas por fibroblastos dérmicos.



4.- Metodologia

En la figura 1 se esquematiza el disefio experimental. Se realizaron cultivos de
fibroblastos los cuales fueron posteriormente tratados con diferentes concentraciones
de THC, CBN, THCA y un extracto completo, con el fin de evaluar el efecto sobre su
proliferacion, viabilidad, migracion y expresion mRNA de VEGF, y colagenos tipo | y IlI.

Fibroblastos humanos

Medio DMEM suplementado
con 10% de SBF, penicilina (100
Ul/mL) v estreptomicina (10 pg/
mL) durante 72 horas

Se adicionaran

diferentes

\g‘{ concentraciones de
CBN, THC, THCA vy
extracto completo

Fibroblastos u humanos  tratados con diferentes
conentraciones de CBN, THC, THCA y extracto completo

|
;

Estudio proliferacion Estudio de migracion PCR cuantitativa

tiempo real (gRT-PCR)
fr\ w
—— -
sTX S

Figura 1. Disefio experimental del proyecto. Imagen confeccionada en BioRender.

4.1 Cultivo celular

Para este estudio se emplearon fibroblastos dérmicos de prepucio de neonato humano,
adquiridos comercialmente (GIBCO). Las células fueron cultivadas en medio DMEM
enriquecido con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Cytiva), penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (10 pg/mL) (Thermo Scientific Inc®) y Glutamax 2 mM (Thermo Scientific
Inc®). Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador Memmert, en un ambiente
hamedo a 37 °C con una atmdsfera controlada de 5% de CO, (Cases-Perera et al.,
2022).

en



4.2 Extracto de Cannabis

Se utilizaron extractos y metabolitos previamente obtenidos a partir de la planta
Cannabis sativa L., empleando como disolventes organicos hexano y acetato de etilo,
seleccionados por su capacidad diferencial para extraer fitocannabinoides de interés. El
hexano para acido tetrahidrocannabindlico (THCA) y el extracto completo, mientras que
el acetato de etilo para A°-tetrahidrocannabinol (THC) y cannabinol (CBN) (Tapia-Tapia
et al., 2024).
Estos extractos fueron entregados por el Dr. Rodrigo Diaz, académico de la Universidad
de Valparaiso, quien mediante la resolucion 5.544 entregada por el Instituto de Salud
Publica de Chile, puede hacer uso de hierba Cannabis sativa L. para fines cientificos y
de investigaciones dentro de esta casa de estudio (Anexo 1).

4.3 Tratamiento con soluciones de extractos de Cannabis

Para estudiar el efecto del extracto y metabolitos de Cannabis en fibroblastos, se
prepararon diluciones seriadas en DMSO de los compuestos THC, THCA y un extracto
completo a concentraciones de 10, 5, 2,5 y 1,25 ug/mL, mientras que CBN se preparo
a4.2 21, 1,05y 0,5 yg/mL. (Tapia-Tapia et al., 2024), con el objetivo de evaluar su
impacto en los procesos de viabilidad, migracién, proliferacion celular y expresion
génica. Todas las soluciones eran hidroalcohdlicas, conteniendo 0,5%, 0,25%, 0,125%
y 0,06% de etanol.

4.4 Ensayo de viabilidad por Resazurina

El ensayo de resazurina se utiliz6 para evaluar la viabilidad de fibroblastos humanos
tras 72 horas de exposicién a distintos fitocannabinoides, basado en la reduccion del
colorante resazurina no fluorescente a resorufina fluorescente por la actividad
metabdlica mitocondrial de células viables (Zhang et al., 2004). Para ello, los fibroblastos
se sembraron en placas de 96 pocillos con 200 yL de medio DMEM suplementado con
10% de SBF, penicilina (100 Ul/mL) y estreptomicina (10 ug/mL), y posteriormente
fueron tratados con THC, THCA y un extracto completo a concentraciones de 10, 5, 2,5
y 1,25 pg/mL, mientras que el CBN se administré a 4,2, 2,1, 1,05y 0,5 ug/mL. Ademas,
se incluyeron un control vehiculo con el porcentaje equivalente de etanol presente en
los extractos y un control blanco solo con medio. Finalizado el periodo de exposicion, se
afiadieron 100 pL de solucién de resazurina a cada pocillo y se incubé durante 2 horas
a 37°C, midiendo posteriormente la fluorescencia en un lector Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific) para determinar la viabilidad relativa en funcién de la actividad
metabdlica de las células tratadas respecto a los controles.

4.5 Estudio de proliferacion

La proliferacion celular fue evaluada utilizando el kit de proliferacion CyQUANT™
(Invitrogen), el cual cuantifica la cantidad de ADN mediante una sonda fluorescente cuya



intensidad es proporcional al nimero de células presentes (Jones et al., 2001). Los
fibroblastos se sembraron en placas de 96 pocillos con 200 yL de medio DMEM
suplementado con 10% de SBF, penicilina (100 Ul/mL) y estreptomicina (10 pg/mL), y
posteriormente fueron tratados durante 72 horas con los mismos fitocannabinoides y
concentraciones utilizadas en el ensayo de viabilidad. Especificamente, el THC, THCA
y el extracto completo se administraron a 10, 5, 2,5 y 1,25 ug/mL, mientras que el CBN
se aplico a 4,2, 2,1, 1,05y 0,5 uyg/mL. Ademas, se incluyeron un control vehiculo con el
porcentaje equivalente de etanol presente en los extractos y un control blanco solo con
medio. Finalizado el periodo de exposicion, se procedio a la lisis celular y posterior
incubacién con el reactivo segun el protocolo del fabricante, midiendo la fluorescencia
en un lector de placas Varioskan (Thermo Scientific Inc®) con una longitud de onda de
excitacion de 520 nm y una de emision de 480 nm para determinar la proliferacion
relativa respecto a los controles.

4.6 Estudio de migracién

La migracion celular se evalué mediante el ensayo de herida (Scratch Wound), una
técnica in vitro ampliamente utilizada para analizar el desplazamiento celular bajo
condiciones controladas (Flores et al., 2021). Para ello, se gener6é una herida lineal
sobre monocapas confluentes de fibroblastos utilizando una punta P-1000, tras lo cual
las células fueron tratadas con los extractos de Cannabis en sus concentraciones
maximas correspondientes (10 ug/mL para THC, THCA y extracto completo, y 4,2 ug/mL
para CBN), utilizando medio DMEM suplementado con 1% de SBF. Las imagenes se
registraron a las 0, 6 y 24 horas con el fin de cuantificar el cierre de la herida en el
tiempo. El analisis morfométrico se realiz6 mediante el software ImageJ (version 1.49v;
NIH, MD, EE. UU.).

4.7 PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR)

Para cuantificar la expresion génica relacionada con el proceso de cicatrizacion, se llevo
a cabo una gRT-PCR. Los fibroblastos fueron tratados durante 72 horas con los
extractos de Cannabis (10 pg/mL para THC, THCA y extracto completo, y 4,2 ug/mL
para CBN) en medio DMEM suplementado con 10% de SBF, penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (10 pg/mL) y Glutamax 2 mM. Posteriormente, se extrajo el RNA total
utilizando el kit E.Z.N.A Total RNA (Omega Bio-Tek), y se sintetizd el cDNA mediante el
kit M-MLV Reverse Transcriptase (Bioneer).

Se evalud la expresion de los genes fibronectina (FN), Actina de musculo liso alfa
(SMA), VEGF, Colageno | y Ill mediante qRT-PCR utilizando el kit SYBR Green
Supermix (BIO-RAD) en un termociclador QuantStudio3 Real-Time PCR (Applied
Biosystems), utilizando GAPDH como gen constitutivo.

Gen Primer sentido (Forward) Primer antisentido (Reverse)
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Col | 5-GAGGGCCAAGACGAAGACATC- | 5-
3 CAGATCACGTCATCGCACAAC-
3’(Juhl et al., 2020)
Col 1l 5-CTGGACCCCAGGGTCTATTT-3' [5-CTGTTTCCCACTCCAGGTTC-
3’(Juhl et al., 2020)
FN 5-GGACCAGGACCAACAAAAAC-3’ | 5-
AGACACTAACCACATACTCCAC-
3!
SMA 5-GCTGTTTTCCCATCCATTGTG- |[5-CCTCTTTTGCTCTGTGCTTC-3
3!
VEGF 5-AGGGCAGAATCATCACGAAGT- [ 5-AGGGTCTCGATTGGATGGCA-
3 3’'(Diezmos et al., 2013)
GAPDH | 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' | 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-
3'(Chung et al., 2014)

Tabla 1. Primers utilizados.

4.8 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se presentaron como promedios acompafiados de su error estandar

en

graficos. La organizacion de los datos recolectados se llevé a cabo mediante tablas
elaboradas con el programa Microsoft Excel. Los analisis estadisticos y la generacion
de graficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (version 6, GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Para estudiar significancia estadistica, se
utilizé ANOVA seguido del test Tukey’s post hoc, para la comparacién de diferentes
condiciones, mientras que para comparar dos condiciones se utilizé el test T de Student.
Se considero significativo un valor de p < 0.05.
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5.- Resultados:

5.1 Viabilidad celular

Con el fin de estudiar la viabilidad celular se realizé un ensayo de resazurina , no se
observaron diferencias significativas luego de tratar fibroblastos humanos durante 72
horas con THC, THCA, CBN o el extracto completo a las concentraciones estudiadas.
Tanto el control vehiculo como el control blanco se mantuvieron como referencia (Figura
2 A,B,C,D), indicando que ninguno de los fitocannabinoides evaluados ejercié efectos
citotoxicos bajo estas condiciones experimentales.

A EXTRACTO COMPLETO B THC

150 150~

mm Control vehiculo mm Control vehicule

= EXTRACTO = = THC
100 M- a3 e . COMPLETO 100 4w -4 - - - bt - . .+~ Control
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E 504
0 T T T 0= T T T
1,25 2.5 5 10
4.2

Viabilidad (%)
4
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ug/mL

1,25 2,5 5
C THCA D

ug/mL
mm Control vehiculo 150
= THCA
+«+ Control

CBN

mm Control vehiculo
=3 CBN
... Control
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Viavilidad (%)

1,25 25 5 10 0.5

1,05 21
ug/mL

ugimL
Figura 2. Evaluacién de la viabilidad celular en fibroblastos humanos tras 72 horas de
tratamiento con (A) extracto completo, (B) THC, (C) THCA y (D) CBN. Los resultados
muestran que ninguno de los compuestos evaluados alteré significativamente la
viabilidad celular en comparacion con el control vehiculo. Pruebas estadisticas utilizadas
ANOVA seguido del test Tukey’s post hoc y el test t de Student.

5.2 Proliferacion celular

Para evaluar la proliferacion celular se utilizd el kit de proliferacion CyQUANT™
(Invitrogen), mediante el cual no se detectaron variaciones relevantes frente a las
concentraciones estudiadas (Figura 3 A,B,C,D), observandose niveles comparables a
los controles. Esto sugiere que la exposicion a estos compuestos no modificd la
densidad celular ni el crecimiento de la poblacién de fibroblastos.
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Figura 3. Proliferacién de fibroblastos humanos tras 72 horas de exposicion a (A)
extracto completo, (B) THC, (C) THCA y (D) CBN. Los resultados muestran que ninguno
de los tratamientos evaluados produjo cambios significativos en la proliferacion celular
respecto al control vehiculo. En todas las concentraciones analizadas, los valores de
proliferacion se mantuvieron similares a los controles blanco y vehiculo, indicando que
el extracto completo y los fitocannabinoides individuales no alteraron la tasa de
crecimiento ni la densidad celular bajo las condiciones experimentales utilizadas. Prueba
estadisticas utilizadas ANOVA seguido del test Tukey’s post hoc y el test T de Student.

5.3 Migracion

Para evaluar la migracion celular se realizd un ensayo de herida (Scratch Wound). A las
6 horas no se evidenciaron diferencias ni tendencias relevantes entre los grupos
experimentales (Figura 4 A,B). En cambio, a las 24 horas el control mostrdé un cierre
aproximado del 80%, constituyéndose como el valor mas alto registrado. En contraste,
el control vehiculo alcanzé aproximadamente un 48% de migracion, por lo que este
ultimo fue utilizado como referencia para la comparacion de los tratamientos (Figura 4
A,C) . El extracto completo mostré una migracién cercana al 66%, mientras que el THC
alcanz6 aproximadamente un 57%, ambos muestran una tendencia pero no son
significativamente superiores al control vehiculo. Por el contrario, el THCA y el CBN
evidenciaron una disminucibn en la capacidad migratoria, con valores de
aproximadamente 43% y 41%, respectivamente, inferiores a los obtenidos con el control
vehiculo (Figura 4 A,C).
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Figura 4. Efecto del extracto completo, THC, THCA y CBN sobre la migracién de
fibroblastos humanos evaluada mediante ensayo de herida a las (A) 6 y (B) 24 horas.
A las 6 horas, el control blanco mostr6é el mayor cierre de la herida, mientras que el
control vehiculo presentd una reduccibn mas moderada, siendo utilizado como
referencia para el andlisis comparativo. Tras 24 horas, el extracto completo y THC
mostraron una tendencia a incrementar la migracion, aunque sin diferencias
significativas respecto al control vehiculo. En contraste, el THCA y el CBN exhibieron
una reduccion en la capacidad migratoria en comparacién al control vehiculo.Prueba
estadisticas utilizadas ANOVA seguido del test Tukey’s post hoc. ****p<0.0001.

5.4 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Para evaluar la expresion génica se realizé una PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-
PCR). La expresion de Col | mostré un incremento en el grupo control con etanol (C+E),
alcanzando valores cercanos a 1.6 en comparacion con el control (CTL). En contraste,
los tratamientos con extracto completo (EC), THC, THCA y CBN se mantuvieron
préximos al nivel basal (=1.0) (Figura 5A). En el caso de Col lll, no se observaron
variaciones relevantes entre los distintos tratamientos, ya que todos los valores
permanecieron cercanos al control (Figura 5B).

En FN, C+E presento el mayor incremento (=1.3 veces el CTL), seguido de EC (=0.8),
mientras que THC, THCA y CBN mostraron valores reducidos (=0.5) (Figura 5 C). La
expresion de SMA evidencié cambios discretos, con C+E levemente superior al control
(=1.2), y el resto de las condiciones entre =1.0-1.1(Figura 5 D).

Finalmente, VEGF presentd su mayor expresion en C+E (=1.7) y en menor magnitud en
EC (=1.3), mientras que THC y CBN mostraron valores inferiores al control (=0.7-0.6),
y THCA se mantuvo cercana al nivel basal (=1.1) (Figura 5 E).

Dado que el ensayo se realizé con n = 1, no se efectud andlisis estadistico; por lo tanto,
los resultados no permiten establecer diferencias significativas. Sin embargo, se observa
una tendencia consistente a un aumento en los marcadores evaluados bajo la condicién
C+E vy, en menor grado, con EC, mientras que los fitocannabinoides aislados no
evidencian cambios relevantes respecto al control.
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Figura 5. Expresion relativa de genes asociados a matriz extracelular y reparacion
tisular ( (A) Col I, (B) Col I, (C) FN, (D) SMA y (E) VEGF en fibroblastos humanos
tratados con extracto completo, THC, THCA y CBN. Los analisis de qRT-PCR mostraron
que el grupo control con etanol (C+E) presentd el mayor incremento en la expresion de
Col I, FN, SMA y VEGF, con valores superiores al control basal. El extracto completo
(EC) evidenci6 un aumento moderado en FN y VEGF, manteniéndose cercano al control
en los demas marcadores. En contraste, los fitocannabinoides individuales (THC, THCA
y CBN) no mostraron variaciones relevantes, situdndose en la mayoria de los casos
alrededor o por debajo del nivel basal. La expresion de Col Il se mantuvo estable entre
todos los tratamientos.Debido a que el ensayo se realizé con n=1, no se efectud analisis
estadistico; por lo tanto, los resultados representan unicamente tendencias observadas.
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6.- Discusion:

En el presente estudio se evalué el efecto de los fitocannabinoides sobre la proliferacion,
viabilidad, migracion y expresion génica en fibroblastos dérmicos humanos, con el
proposito de explorar su potencial influencia en procesos celulares asociados a la
cicatrizacion. Los resultados mostraron que los extractos derivados de Cannabis no
modificaron significativamente la proliferacién celular, lo que indica que los
fitocannabinoides utilizados no generaron un estimulo proliferativo directo bajo las
condiciones experimentales empleadas. De manera concordante, la viabilidad celular
permanecio estable en todas las concentraciones evaluadas, evidenciando que los
compuestos presentes en los extractos no ejercieron efectos citotdxicos ni
comprometieron la integridad metabdlica de los fibroblastos. Esto sugiere que los
fitocannabinoides podrian actuar como moduladores funcionales sin afectar la
supervivencia celular.

En cuanto a la migracién, los efectos observados dependieron del tipo de muestra
analizada. El extracto completo produjo un aumento significativo de la migracion
respecto del control vehiculo, mientras que el THC individual también mostré un
incremento, aunque sin alcanzar significancia estadistica. En contraste, el THCA y el
CBN generaron una disminucion significativa en la capacidad migratoria de los
fibroblastos, y el blanco evidencié una migracion superior a todas las muestras, incluso
por sobre el control vehiculo.

La interpretacién de estos hallazgos requiere considerar el rol central de los fibroblastos
en la reparacion tisular. Estas células participan activamente en la sintesis y
remodelacion de la matriz extracelular, contribuyendo al soporte estructural necesario
para la regeneracion del tejido. Durante la fase proliferativa, los fibroblastos migran al
sitio de la herida, donde se diferencian en miofibroblastos, favoreciendo la contraccion
del tejido lesionado y la deposicién de colageno tipo | y Il (Gurtner et al., 2008).
Asimismo, secretan factores de crecimiento como TGF-3, FGF y VEGF, fundamentales
para la angiogénesis y la restauracion tisular (Bainbridge, 2013). Una actividad
fibroblastica adecuada es indispensable, dado que su alteracién puede conducir a
respuestas reparativas patolégicas, como fibrosis o heridas crénicas (Darby et al., 2014;
Tracy et al., 2016).

Viabilidad

Los resultados muestran que en las concentraciones evaluadas, el tratamiento con THC,
THCA, CBN vy el extracto completo no produjo disminucion de la viabilidad de los
fibroblastos tras 72 horas, indicando ausencia de citotoxicidad bajo estas condiciones
especificas. La similitud con el control vehiculo confirma que el solvente no influyd en la
viabilidad celular, mientras que el control blanco se mantuvo dentro de parametros
normales. Es importante sefalar que estos hallazgos no descartan posibles efectos a
mayores concentraciones o tiempos de exposicion, por lo que se requieren estudios
adicionales para determinar si este perfil de seguridad se mantiene fuera del rango
experimental utilizado. Lo anterior concuerda con estudios previos en los que se
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emplearon otras formas farmacéuticas, pero utilizando la misma concentracion evaluada
en el presente trabajo (Lapmanee et al., 2024).

Proliferacion

En este estudio, la proliferacion de los fibroblastos se mantuvo sin cambios frente a la
exposicion a THC, THCA, CBN y al extracto completo, uUnicamente en las
concentraciones evaluadas, mostrando niveles comparables tanto al control vehiculo
como al control blanco. Esto indica que, bajo estas condiciones experimentales, los
fitocannabinoides no alteraron el crecimiento celular ni la dinamica poblacional durante
las 72 horas de tratamiento, estos hallazgos no excluyen la posibilidad de efectos
moduladores fuera de las condiciones aplicadas. Estudios previos han demostrado que
algunos cannabinoides pueden modificar la proliferacion, lo que refuerza la necesidad
de evaluar rangos mas amplios de concentracion, puntos temporales adicionales y
marcadores especificos del ciclo celular (Gerasymchuk et al., 2022; Lapmanee et al.,
2024).

Migracion celular

En los resultados obtenidos en el ensayo de migraciéon se encontraron diferencias
relevantes entre las condiciones control, lo que resulta fundamental para interpretar el
efecto de los fitocannabinoides evaluados. El control blanco mostré un cierre cercano al
80%, constituyendo la migracion mas elevada del estudio. Este comportamiento puede
explicarse por la ausencia de interferencias externas, ya que el blanco representa un
sistema en el que los fibroblastos no estan expuestos ni al solvente ni a los compuestos
bioactivos. Bajo estas condiciones, las células mantienen su capacidad migratoria basal
y sus vias de senalizacion asociadas al movimiento celular permanecen intactas, lo que
favorece un cierre mas rapido de la herida.

En contraste, el control vehiculo presenté una migracién notablemente menor (=48%),
lo que sugiere que el etanol utilizado como solvente puede ejercer un efecto modulador
o levemente inhibitorio sobre la dinamica celular, afectando procesos como el
reordenamiento del citoesqueleto o la interaccién célula-matriz (Kar, Gupta, & Bellare,
2021). Por ello, el control vehiculo constituye el punto de comparacion mas adecuado.
En este contexto, el extracto completo y el THC mostraron una tendencia a aumentar la
migracion respecto del control vehiculo, lo que sugiere un posible efecto modulador
positivo sobre los mecanismos de desplazamiento celular. Este comportamiento podria
estar relacionado con la accién sinérgica de multiples fitocomponentes en el caso del
extracto (Russo, 2011), o con una posible modulacion de vias de sefializacién asociadas
a la reparacion tisular en el caso del THC. Por el contrario, el THCA y el CBN redujeron
la migracion por debajo del control vehiculo, lo que podria indicar que no
necesariamente todos los fitocannabinoides ejercen efectos equivalentes sobre los
fibroblastos y que sus acciones podrian depender de la estructura quimica,
metabolismo, afinidad por receptores o interaccion con mediadores locales (Pertwee,
2008; Kogan & Mechoulam, 2007). Es de suma importancia destacar que esto es una
tendencia ya que no se encontraron diferencias significativas en el experimento
realizado.
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PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Los fitocannabinoides aislados (THC, THCA y CBN) mostraron niveles cercanos al
control en todos los marcadores evaluados, lo que sugiere una ausencia de efecto
relevante sobre la expresion de componentes de matriz extracelular y de factores
proangiogénicos en las condiciones ensayadas. El extracto completo (EC), por su parte,
presento valores ligeramente superiores al control en fibronectina y VEGF, lo que podria
indicar un efecto moderado atribuible a la accion combinada de multiples
fitocannabinoides y terpenos, aunque de menor magnitud comparado con C+E.

Es importante destacar que, debido a que el ensayo se realizé con n = 1, no fue posible
aplicar analisis estadistico; por lo tanto, los resultados no pueden interpretarse como
diferencias significativas. No obstante, las tendencias observadas permiten sugerir que
los fitocannabinoides, tanto aislados como en extracto, no inducen cambios marcados
en los marcadores analizados bajo las condiciones evaluadas. Estas observaciones
deberan confirmarse en futuros ensayos con un tamafo muestral adecuado.
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7.- Conclusioén:

En conjunto, los resultados del presente estudio demuestran que, bajo las condiciones
experimentales y concentraciones evaluadas, los fitocannabinoides analizados no
modificaron la viabilidad ni la proliferacién de los fibroblastos dérmicos humanos, lo que
sugiere un perfil de seguridad celular inicial y la ausencia de efectos citotdxicos o
proliferativos directos en este modelo in vitro. Por otro lado, los ensayos de migracion
evidenciaron respuestas diferenciadas segun el compuesto, si bien no hubieron
diferencias significativas, si se observaron tendencias, en donde hubo un aumento en
la migracion asociado al extracto completo y, en menor medida, al THC, mientras que
el THCA y el CBN redujeron la capacidad migratoria en comparacion con el control
vehiculo. Estos hallazgos indican que los fitocannabinoides no actuan de manera
uniforme sobre los procesos funcionales de los fibroblastos y que su efecto podria
depender tanto de la composicién quimica como de la interaccion con el microambiente
celular.

Desde una perspectiva bioldgica, estos resultados refuerzan la necesidad de considerar
el rol central de los fibroblastos en la reparacion tisular y sugieren que determinados
fitocannabinoides podrian modular etapas especificas del proceso cicatricial sin
comprometer la supervivencia celular. No obstante, las observaciones obtenidas se
limitan a las condiciones de concentracion, tiempo de exposicidén y tipo de modelo
utilizado.

Finalmente, este estudio establece una base para futuras investigaciones orientadas a
comprender el papel de los cannabinoides en la cicatrizacion.
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ANEXOS
(1) Resolucién de autorizacion de uso de Cannabis Sativa L. para investigacion




