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RESUMEN

El presente articulo de investigacion se centra en la evaluacion del efecto citotoxico de
los fitocannabinoides cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG), de manera individual y en
combinacion (CBD:CBG), asi como en una formulacion a base de zeina (Ze) con CBD y CBG
en conjunto (ZeCBD:CBG). Para ello, el efecto de CBD, CBG, CBD:CBG y ZeCBD:CBG en
la viabilidad celular se evalud en la linea celular intestinal Caco-2 y se evalu6 la actividad
metabolica dependiente de mitocondria mediante analisis de reduccion de bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio o ensayo de MTT. Ademas, para determinar el
tratamiento mas efectivo, se estim6 la concentracion inhibitoria al 50% (ICso) de cada
tratamiento evaluado mediante la prueba de Probit. Todos los tratamientos evaluados mostraron
disminuir la viabilidad celular de células Caco-2 en diferente medida, siendo ZeCBD:CBG y
CBD:CBG los que mostraron los valores mas bajos de ICso (12.8 pM y 9.2 uM,
respectivamente). Por lo anterior, estos resultados indican que la formulacion de CBD y CBG
en una matriz basada en zeina muestra un menor efecto citotdoxico metabolica comparado con
los cannabinoides libres en las condiciones in vitro evaluadas.
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Cytotoxic Effect of a Zein-based formulation Containing Cannabidiol and
Cannabigerol in an In Vitro Caco-2 Cell Model

ABSTRACT

This research article focuses on evaluating the cytotoxic effects of the
phytocannabinoids cannabidiol (CBD) and cannabigerol (CBG), both individually and in
combination (CBD:CBG), as well as in a zein-based formulation containing both cannabinoids
(ZeCBD:CBG). The effects of CBD, CBG, CBD:CBG, and ZeCBD:CBG on cell viability were
assessed in the intestinal epithelial Caco-2 cell line by measuring mitochondrial-dependent
metabolic activity using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) reduction assay. In addition, the half-maximal inhibitory concentration (ICso) of each
treatment was estimated using Probit analysis. All evaluated treatments induced a reduction in
Caco-2 cell viability to different extents, with ZeCBD:CBG and CBD:CBG showing the lowest
ICso values (12.8 puM and 9.2 pM, respectively). Overall, these results indicate that the
formulation of CBD and CBG in a zein-based matrix exhibits a lower cytotoxic metabolic effect
compared with the free cannabinoids under the in vitro conditions evaluated.

Keywords: Cannabinoids, Cannabidiol, Cannabigerol, Caco-2, Zein
INTRODUCCION

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son un grupo de enteropatias inflamatorias,
cronicas y de presentacion clinica heterogénea que, aunque su etiologia permanece incierta, se
ha evidenciado que es una manifestacion multifactorial de la desregulacion de la respuesta
inmune a la microbiota intestinal en individuos con predisposicion genética (Saez et al., 2023;
Lu et al., 2022). Debido a las consecuencias de sus manifestaciones en la salud, las cuales
pueden involucrar diferentes grados de dolor, dafio local en tracto gastrointestinal y en otros
organos y sistemas, dependiendo de la severidad, y de la ineficacia de las terapias
convencionales, surge la necesidad de buscar estrategias terapéuticas complementarias (Cai et
al., 2021; Seyedian et al., 2019). En este contexto, el uso de modelos in vitro basados en epitelio
intestinal humano son ampliamente utilizados para estudios farmacoldgicos, de funcionalidad,
fisiologia y mecanismos patologicos del epitelio intestinal (Lopez-Escalera & Wellejus, 2022;
Ding et al., 2021).

Por su parte, los componentes del sistema endocannabinoide contenidos en el tracto
gastrointestinal tienen importantes roles en la regulacion de respuesta inmune y procesos
inflamatorios (Lian et al., 2022). Mientras que cannabinoides derivados de la planta de cannabis
sativa L., como el cannabidiol (CBD) y el cannabigerol (CBG), son estudiados por su capacidad
de modular al sistema endocannabinoide presentando actividad terapéutica en diversos estudios,
ademas de amplios rangos de seguridad y baja toxicidad en animales (Iffland & Grotenhermen,
2017; Brierley et al., 2016). Sin embargo, debido a que son compuestos altamente lipofilicos,
una de las principales limitantes en su aplicacion farmacoldgica es su baja solubilidad acuosa,
inestabilidad quimica y baja biodisponibilidad al ser administrados por la via oral debido a un
alto metabolismo de primer paso (Kok et al., 2022). Para superar esta limitante se han
desarrollado sistemas de entrega basados en nanotecnologia, capaces de mejorar las cualidades
fisicoquimicas y terapéuticas de compuestos altamente hidrofobicos, como los cannabinoides.
Un estudio publicado por nuestro equipo de trabajo desarroll6 un sistema de nanoentrega basado
en el polimero Eudragit-L100 y cargado con CBD y CBG. Al ser evaluados en células Caco-2
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sanas, los cannabinoides solubles y en nanoformulacién mostraron un efecto mas marcado en la
viabilidad celular en conjunto, a comparacién de sus componentes individuales (Cardenas-
Noriega et al., 2026). Por su parte se ha propuesto a la zeina, un polimero proteico extraido del
maiz, se ha propuesto como un material adecuado para el desarrollo de sistemas de nanoentrega
de cannabinoides (Wang et al., 2022; Abdelsalam et al., 2021). La busqueda de complementos
terapéuticos para las Ells, asi como de nanoformulaciones adecuadas para la entrega efectiva de
cannabinoides, representan importantes perspectivas de estudio a explorar.

Por lo anterior, el objetivo principal de la presente investigacion estuvo enfocado en evaluar el
efecto citotoxico del cannabidiol (CBD), del cannabigerol (CBG), asi como de los complejos
CBD:CBG y la formulacion basada en zeina ZeCBD:CBG in vitro en la linea celular intestinal
Caco-2.

METODOS
Reactivos

El cannabidiol (CBD) y el cannabigerol (CBG) de Cannabis sativa fueron adquiridos
en Botican (ICAN Connect to Cannabis, CDMX, México) en forma de polvo con sus respectivos
analisis de garantia (100% CBD y 99.08% CBGQG) en forma de polvo. Los solventes y reactivos
utilizados en los tratamientos se adquirieron en CTR Scientific® (Monterrey, NL, México). Para
el cultivo celular se utilizaron el medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suero fetal bovino (SFB), bicarbonato de sodio (NaHCOs) y solucion
antibidtica/antimicoética (1% v/v de una mezcla comercial que contiene 100 U/mL de penicilina
y estreptomicina), adquiridos de Gibco™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE.
UU.). Para los ensayos de wviabilidad, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), el dimetilsulféxido (DMSO) e hidroxido de sodio (NaOH), asi como el
polvo de zeina para la formulacion se adquirieron de Sigma-Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania).

Formulaciones

Los cannabinoides se evaluaron a concentraciones de 0.8 uM, 4.7 uM, 9.5 uM, 14.2
uM, 19 uM y 23.7 uM, individuales o en combinaciéon (CBD:CBG, 1:1). Por su parte, la
formulacion con cannabinoides a base de zeina (ZeCBD:CBG) se evalu6 a concentraciones de
0.1 png, 0.2 ug, 0.4 ug, 0.6 ug, 0.8 pgy 1.0 pg de zeina conteniendo las mismas concentraciones
de cannabinoides anteriormente mencionadas.

La formulacion del complejo ZeCBD:CBG se desarrolld de la siguiente manera. Se
utiliz6 una solucion de etanol al 80% con 0.01 g de zeina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA) y 0.06 g de cannabinoides (CBD:CBG, 1:1) y se realiz6 un tratamiento térmico en placa
térmica a 95 °C durante 30 minutos en un recipiente cerrado. Finalizado el tratamiento térmico,
se prepar6 un vaso precipitado con 6 mL de agua desionizada (agua MiliQ) y se colocd bajo un
homogeneizador (T18 Digital Ultra Turrax, IKA® Works GmbH & Co. KG, Alemania) a 5,000
rpm. Rapidamente, se administrd la solucion de zeina tratada por goteo hasta obtener una
solucion transparente (hialino) color azul turquesa.

La formulacion fue caracterizada basandonos en su tamafio promedio en nandometros
(nm) e indice de polidispersidad (PDI) mediante dispersion dinamica de luz mediante un
Zetasizer Nano ZS system (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) y la
eficiencia de encapsulacion (EE%) mediante un método indirecto a través de espectrofotometria
del sobrenadante y precipitado de muestras centrifugadas, asi como lectura de absorbancia (Abs)
relacionada a una curva de calibracion de diluciones de los cannabinoides utilizando un
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espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific™ GENESYS™ 10S, Thermo Fisher Scientific
Inc. Madison, Wisconsin, Estados Unidos) a una longitud de onda de 215 nm para el CBD y
216 nm para el CBG. La eficiencia de encapsulacién en porcentaje (%) fue determinada con la
siguiente formula (1):

EE% — (ng Activo libre x 100) 100 :
°T ug Activo total (1)

Efecto en la viabilidad celular In vitro

La viabilidad in vitro se evalud en células epiteliales de adenocarcinoma de colon (Caco-2,
[Caco2] HTB-37™) obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC®). La viabilidad
celular se evalu6 mediante el ensayo de reduccion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT), el cual se basa en la capacidad mitocondrial de reduccion del
MTT a formazan insoluble por células metabdlicamente activas. Por lo tanto, los valores
obtenidos reflejan la actividad metabdlica dependiente de mitocondria, como un indicador de la
viabilidad celular. Los cristales de formazan resultantes se disolvieron con 100 pL. de DMSO
por 30 minuto. Se realiz6 una lectura de absorbancia por espectrofotometria a una longitud de
onda de 570 nm utilizando un espectrofotometro Agilent Biotek Epoch Microplate
Spectrophotometer espectrofotometro (Agilent Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA). La evaluacion del metabolismo celular dependiente de
mitocondria se evalu6 utilizando la siguiente

formula (2):

)
Las células se sembraron en placas plasticas transparentes de 96 pozos a una
concentracion de 10,000 células por pozo y se incubaron en medio de cultivo DMEM con SFB)
al 10% y antibiotico/antifungico al 1% en una atmosfera himeda estéril a 37 °C y CO; al 4%
durante 24 h previas al tratamiento. Los tratamientos se administraron por triplicado a diferentes
concentraciones en relacion con el medio, y se utilizaron células tratadas con vehiculo a los
mismos volimenes, asi como células sin tratamiento como controles.

Analisis de datos

Se utiliz6 estadistica descriptiva, analisis de varianza (ANOVA) y la prueba post hoc
de Tukey para determinar la diferencia entre los tratamientos y la prueba de Probit para la
determinacion de la concentracion inhibitoria al 50% (ICso). Se utilizd el paquete estadistico
Graphpad Prism, version 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA) para los
analisis estadisticos.

RESULTADOS

La formulacion ZeCBD:CBG mostr6 tamafios promedio de particulas de 144.8 nm +
41.6 nm y un PDI de 0.148, valores dentro de los rangos reportados para este tipo de
nanoparticulas (Danaei et al., 2018), asi como un %EE, definido como la proporcion de agente
activo afiadido durante la formulacion que permanece dentro del sistema de entrega después de
procesado (Wallace et al., 2012) de 69.99 + 2.68.

El efecto de los presentes tratamientos CBD, CBG, CBD:CBG (1:1) y ZeCBD:CBG
frente a la viabilidad celular in vitro en cultivos de células Caco-2 mostro un efecto dosis-
respuesta ya que a medida que aumenta la concentracion del tratamiento disminuye la viabilidad
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celular de estas. Siendo los mas efectivos los tratamientos combinados CBD:CBG (1:1) y
ZeCBD:CBG tal como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Efecto de los formulados sobre la viabilidad en la linea celular Caco-2 in vitro.

La determinacion de las ICso de los tratamientos con CBD, CBG, CBD:CBG vy
ZeCBD:CBG fue de 24.53 £ 195, 42.63 + 7.25, 12.76 + 043 y 9.22 £ 231 uM,
respectivamente.

DISCUSION

En el presente estudio se determiné el efecto del CBD y CBG de manera individual, en
conjunto (CBD:CBG) y su formulacion en un sistema de entrega basado en zeina
(ZeCBD:CBG) sobre la viabilidad celular in vitro en un modelo epitelial intestinal humano en
células Caco-2 mediante el ensayo de reduccion de MTT. Los resultados indican que los
tratamientos evaluados indujeron una disminucion dosis-dependiente en la actividad metabolica
celular, siendo el CBD:CBG y ZeCBD:CBG los tratamientos cuyos valores de ICso mostraron
ser los mas bajos a comparacion de los cannabinoides administrados de manera individual. Es
importante sefialar que el ensayo MTT evalta la capacidad metabolica mitocondrial de las
células para reducir el reactivo a cristales de formazan, por lo que los valores obtenidos reflejan
cambios en la actividad metabolica celular como un indicador indirecto de viabilidad. En este
sentido, los cambios observados no permiten distinguir entre mecanismos especificos de muerte
celular ni evaluar procesos asociados como arresto del ciclo celular o estrés oxidativo. Debido
a esto los efectos observados se interpretaron como efectos en la viabilidad celular, concepto
ampliamente utilizado en la literatura (Ghasemi et al., 2021), en concordancia con las
limitaciones inherentes a este tipo de ensayo.

El comportamiento dosis-respuesta de los cannabinoides concuerda con otros estudios
que reportan efectos dependientes de la concentracion de los cannabinoides sobre la viabilidad
celular (Cardenas-Noriega et al., 2026). La combinacion de ambos cannabinoides mostrd un
efecto mas remarcable en la viabilidad celular a comparacion de sus congéneres individuales.
No obstante, es importante aclarar que en este estudio no se realizaron analisis especificos de
sinergia, antagonismo o aditividad. Por lo tanto, bajo las presentes condiciones experimentales
los efectos observados para las combinaciones de cannabinoides (solubles o formulados con
zeina) no deben interpretarse como evidencia de un efecto sinérgico entre ellos. Las diferencias
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en los resultados de ICso para ZeCBD:CBG y CBD:CBG indican una modificacion del
formulado sobre el efecto de los cannabinoides en la viabilidad celular.

La zeina ha sido ampliamente estudiada como sistema de entrega para compuestos
hidrofébicos debido a su capacidad para mejorar la estabilidad y dispersion de moléculas
lipofilicas, asi como su compatibilidad biologica (Abdelsalam et al., 2021; Wang et al., 2022).
En este contexto, los resultados sugieren que la formulacion ZeCBD:CBG puede modular la
disponibilidad celular de los cannabinoides, reflejado en un perfil de citotoxicidad distinto al de
su contraparte no formulada. Estos resultados son consistentes con lo publicado por nuestro
equipo de trabajo para otro sistema de nanoentrega diferente, en donde se comparo el efecto de
un sistema formulado con el polimero Eudragit-L100 cargado de cannabinoides con los
cannabinoides libres (Cardenas-Noriega et al., 2026). En conjunto, ambos estudios refuerzan la
utilidad de modelos epiteliales intestinales in vitro para evaluar la citotoxicidad metabdlica y la
respuesta a cannabinoides libres y formulado en sistemas de entrega.

Finalmente, aunque las células Caco-2 derivan de adenocarcinoma colorrectal, su
capacidad para diferenciarse a células epiteliales funcionales de manera normal las hace objeto
de estudio para evaluar los efectos de agentes terapéuticos in vitro. Por lo tanto, los resultados
obtenidos no deben interpretarse en términos de actividad antitumoral o extrapolarse a contextos
terapéuticos oncoldgicos. Estudios futuros que incorporen analisis mecanisticos especificos y
modelos experimentales adicionales seran necesarios para profundizar en los efectos celulares
de CBD, CBG y sus formulaciones.

CONCLUSIONES

El cannabidiol (CBD), el cannabigerol (CBG), su combinacion (CBD:CBG) en forma
libre y en una formulacion a base de zeina (ZeCBD:CBG) produjeron una disminucioén dosis-
dependiente de la actividad metabolica celular en un modelo epitelial intestinal humano in vitro
(Caco-2), evaluada mediante el ensayo de MTT. Los tratamientos combinados presentaron
valores menores de ICso a comparacion de los cannabinoides individuales; sin embargo, al no
haber realizado analisis de sinergia, estos efectos deben interpretarse unicamente como el
resultado de la coexposicion a ambos compuestos. Asimismo, la formulacién con zeina
modifico el perfil de citotoxicidad metabdlica con respecto a los cannabinoides libres en
combinacion. Estos resultados contribuyen a la caracterizacion de los efectos de estos
compuestos en el metabolismo de células epiteliales intestinales in vitro.
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