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Resumen

Este estudio se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto modulador del aceite esencial de
cafiamo CBD, derivado del Cannabis sativa sobre el indice de fagocitosis (IF), en perros
domeésticos (Canis lupus familiaris). Se estudiaron 20 perros, distribuidos entre hembras,
machos, adultos y gerontes: los perros recibieron CBD via oral a razon de 2,5 mg/kg/12h por
21 dias. Se establecieron las células fagociticas y el IF en tres tiempos durante el estudio (dia
0, dia 10, dia 21). Se analizé la varianza de los datos mediante la prueba de T Student para
muestras relacionadas e independientes, asi como a la prueba de Chi cuadrado para
establecer asociacion entre los valores del IF y las variables independientes sexo y edad. Se
obtuvo diferencias altamente significativas en las células fagociticas del suero activado e
inactivado. En el IF entre perros adultos vs gerontes; y hembras vs machos, no existié
diferencia significativa. La administracién de CBD reduce significativamente la actividad de
las células fagociticas en sangre periférica de perros, el IF no presenté cambios ya que la
actividad del CBD reduce las células fagociticas tanto en las cultivadas en suero activado e
inactivado; en cuanto a los factores edad y sexo, se considerdé que estos factores no
interfieren sobre el CBD en relacién a la modulacion de la fagocitosis por vias independientes
a la activacion del complemento y/o a la reduccién en la expresion de receptores para

opsoninas.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the modulatory effect of hemp essential oil CBD, derived
from Cannabis sativa, on the phagocytosis index (FI) in domestic dogs (Canis lupus familiaris).
Twenty dogs were studied, distributed among females, males, adults and geronts: the dogs
received CBD orally at a rate of 2.5 mg/kg/12h for 21 days. Phagocytic cells and IF were
determined at three times during the study (day O, day 10, day 21). The variance of the data
was analyzed using Student's t-test for paired and independent samples and chi-squared test
to determine the association between IF values and the independent variables sex and age.
Highly significant differences were obtained in the phagocytic cells of activated and inactivated
serum. There was no significant difference in IF between adult dogs vs. geronts; and females
vs. males. The administration of CBD significantly reduces the activity of phagocytic cells in
peripheral blood of dogs, the IF did not present changes, since the activity of CBD reduces
phagocytic cells both in those cultured in activated and inactivated serum; as for the age and
sex factors, it was considered that these factors do not interfere with CBD in relation to the
modulation of phagocytosis through pathways independent of complement activation and/or

the reduction in the expression of receptors for opsonins.
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SNP: Sistema nervioso periférico
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SNM: Sistema neuromodulador
SEC: Sistema endocannabinoide
EC: Endocannabinoides
AEA: Anandamida
2AG: 2- Araquidonilglicerol
CBR: Receptor endocannabinoide
CB: Receptores endocannabinoides
CB1: Receptores endocannabinoides tipo 1
CB2: Receptores endocannabinoides tipo 2
THC: Tetrahidrocannabidiol
CBD: Cannabidiol
FAAH: Amido hidrolasa de &cidos grasos
MAGL: Monoacilglicerol lipasa
AG: Acidos grasos
AGE: Acidos grasos esenciales
IF: Indicie de fagocitosis

PMN: Polimorfonucleares
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Introduccioén

Desde el descubrimiento del sistema de comunicacion intercelular endocannabinoide (SEC)
y sus componentes (receptores, ligandos enddgenos y enzimas) se ha generado gran interés
en la comunidad cientifica para identificar las funciones e interacciones terapéuticas

especificas de los cannabinoides exdgenos sobre este sistema (Mechoulam R et al., 1995).

La interaccion directa entre el SEC y las células del sistema inmunoldgico, como los Toll-like
receptors (TLRs), es un area de investigacién en la inmunologia que ha despertado gran
interés en la comunidad cientifica (McCoy K.L. 2016). Los TLRs son un tipo de receptor
presente en las células del sistema inmunoldgico, incluidos los macrofagos y células
dendriticas, que juegan un papel clave en la inmunidad innata (Ahmed, A et al.,2019). Estos
receptores son responsables del reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) y a dafio tisular (DAMPSs) en el cuerpo. Cuando los TLRs detectan estos
patrones, desencadenan respuestas inmunitarias para eliminar los patdégenos y reparar el
tejido dafnado (Anil et al., 2021).

El cannabidiol, fitocannabinoide del cannabis ha sido estudiado por su capacidad para
modular la respuesta inmunitaria a través de la interaccion con los receptores cannabinoides
en las células inmunitarias (Yekhtin et al.,2022). Estudios recientes en humanos y en animales
de laboratorio marcan al CBD como un modulador negativo en la regulacion de la expresion
de ciertos TLRs (Anil et al., 2021).

La activacion del SEC mediada por CBD marca un estimulo directo sobre el CBR-2
aumentando el tono del mismo (McPartland et al.,, 2006), donde; estudios recientes en
humanos deducen que los cannabinoides pueden reducir la expresion de TLRs/TLR4 en
células inmunitarias, lo que explicaria sus efectos antiinflamatorios y la atenuacién de la

respuesta inmunitaria en ciertas condiciones (Henshaw, F.R., et al., 2021).

En este trabajo analizamos las células fagociticas e indice de fagocitosis en sangre periférica
de perros domésticos antes y durante la administracion de aceite esencial de Cannabis sativa
(CBD) como una terapia moduladora sobre la fagocitosis. Siendo la fagocitosis el colofon de
la respuesta inmune innata pretendemos aportar con informacion que permita el uso de CBD
en un contexto de la regulacion de la inflamacién y su potencial uso en distintas patologias

en el campo veterinario.
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Objetivos
1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto regulador del aceite de CBD cafiamo, derivado del Cannabis sativa sobre el
indice de fagocitosis en la especie Canis lupus familiaris.

1.2 Objetivos especificos

e Contrastar el efecto de la terapia con aceite CBD céafiamo sobre la fagocitosis
considerando el factor etario y el sexo de los pacientes.
e Comparar el efecto de la regulacién sobre la fagocitosis en dos momentos durante el

plan terapéutico.
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Revisién bibliografica

2.1 Historia de la Medicina Canndabica.

2.1.1 Resefia histérica antigua.

Cannabis sativa es una especie herbacea de la familia Cannabaceae, que ha sido parte de
la humanidad durante casi toda su historia; es una planta anual, dioica, con una gran
capacidad adaptativa, originaria de las cordilleras del Himalaya, Asia; y actualmente
distribuida en todo el mundo (Krtger, M. et al., 2022). Se la describe desde los afios 1500
A.C. en la farmacologia china y se la denomina una planta con multiples propiedades

curativas en el antiguo texto hinda del Atharvaveda (Burstein, S., 2015).

Dentro de la medicina ayurvédica, también se la destac6 como una de sus plantas mas
importantes de la historia; en relacion con sus componentes terapéuticos, curativos,
medicinales, nutricionales y psicoactivos (Krtger, M. et al., 2022). Desde entonces, la han
cultivado por sus diversos usos, no solo en el campo de la medicina, sino también en multiples
industrias aprovechando la totalidad de la planta, asi como sus principios activos y su alta
plasticidad tanto climatica, ambiental y de los mdltiples componentes que la conforman
(Hurtado et al., 2020).

Escritos han resaltado al cannabis por su alto potencial medicinal y psicoactivo inmergido en
aquel tiempo en el ambito religioso y psicotropico, siendo denominada y seleccionada como
planta sagrada de la era neolitica (Krtiger, M. et al., 2022). Medicamente el cannabis fue
aplicado para controlar cuadros mesentéricos, gastrointestinales, procesos viricos,
neuroldgicos, neuropaticos tanto en el hombre como en diversas especies animales; donde
su potencial terapéutico resaltaba como analgésico, antinflamatorio, sedante, tranquilizante,
anticonvulsivo descrito de forma muy rudimentaria, siendo una de las plantas mas usadas

para controlar diversas enfermedades (Stasitowicz, A., et al. 2021).

Hacia el afio 1500 D.C. fue ampliamente examinada en diferentes herbarios de la época, uno
de los méas destacados de la edad media fue el Old English Herbariu en donde se resalta la
participacion del médico, boténico y filosofo Paracelso (1493-1541) en su libro Das Neute
Buch in der Arznei, en el cual, mencion6 al cannabis como el principal componente de la
“Arcana compositum” el mismo que era considerado el medicamento mas importante de su

época (Komleva, N.E., et al. 2017).
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2.1.1.1 Epoca del prohibicionismo

Se remarca los afios 1800-1900 en Estados Unidos, como la era dorada del cannabis
medicinal, donde fue utilizado como parte de la terapéutica en diversas patologias y aplicada
en diferentes especies. Sin embargo, Harry J. Anslinger, (1930-1934) fue electo como el
“primer comisionado de drogas narcoticas de la Oficina Federal de Narcéticos (FBN)” del
Departamento del Tesoro de los EE. UU. el cual, difundi6 informacién muy drastica sobre las
industrias, usos, consumo y aplicaciones del cannabis; utilizando datos estadisticos erroneos,
clasificando a esta sustancia como el narcético mas destructivo de la humanidad
(Kopustinskiene, D. M., et al., 2022).

A partir de 1940 se observé como el FBN inundé los EE. UU. con propaganda en contra del
consumo de cannabis, catalogandolo como el principal narcético de control masivo, dicha
informacion se expandi6é a nivel global, restringiendo totalmente su cultivo y sus diversas
aplicaciones a nivel mundial (Pérez Ricart, C.A., 2019). Estas restricciones se mantuvieron
séOlidas basadas en politicas drasticas y controladas hasta finales del siglo XX, limitando la
investigacion cientifica e industrial de la planta (Kogan, L., et al., 2019).

Hoy en dia se conoce que toda aquella informacién infundida a inicios del siglo XX tenia un
“trasfondo politico de dominio y de intereses personales por parte de Anslinger” (Pérez Ricart,
C.A., 2019). La historia de la evolucion en la investigacion cientifica parte de los trabajos de
Raphael Mechoulam (1995), dicho investigador es considerado el padre la medicina

cannabica.

Antes del prohibicionismo (1930-1940) el Cannabis sativa L. era parte fundamental de la
farmacopea veterinaria; y fueron diversas especies de animales modelos que han dado origen
al descubrimiento de este sistema de comunicacién intercelular (SEC); siendo la Medicina
Veterinaria la principal rama de investigacion cientifica dentro de este campo médico.

(Canadian Association of Veterinary Cannabinoid Medicina., 2019).

2.1.2 Erainvestigativa de la Medicina Cannabica

2.1.2.1 Raphael Mechoulam
Raphael Mechoulam, médico, quimico herbolario, israeli; de la Universidad Hebrea de
Jerusalén. Da origen al renacimiento de la investigacion de esta planta atribuyéndole el
descubrimiento de la principal estructura quimica del cannabis, cannabidiol (CBD); y paralelo

el aislamiento de la molécula psicoactiva Delta 9-tetrahidrocannabinol (THC), las mismas que
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hoy en dia siguen siendo las principales moléculas de interés clinico, terapéutico (Mechoulam,
R., etal., 1995).

2.1.2.2 Descubrimiento del Sistema Endocannabinoide SEC
Posteriormente, Mechoulam et al (1995) dan a conocer el aislamiento y estructura de un
componente cerebral que se une al receptor cannabinoide; el cual es un receptor acoplado a
la proteina G aislado de células de neuroblastoma; esta investigacion se realizé en cerebros

de porcinos denominando a este componente receptor cannabinoides tipo 1 (CB1).

Partiendo de este estudio se aisla de células de leucemia humana el receptor cannabinoides
tipo 2 (CB2), que se encuentra en abundancia en las células inmunes, en microglia y
astrocitos activados; hallazgos que dan indicios al descubrimiento del sistema
endocannabinoide (SEC), el cual es una red de comunicacion intercelular presente en el
organismo de los vertebrados; marcando un antes y un después en la ciencia médica

canndabica (Mechoulam, R., et al., 1995).

El aislamiento de los EC da origen al SEC, un sistema neuromodulador, conformado por
compuestos quimicos que se producen de forma natural en el organismo de individuos que
han desarrollado este sistema (Mechoulam, R. et al., 1995). Los componentes del SEC se
forman a partir de nutrientes como los 4cidos grasos (AG) y &cidos grasos esterificados (AGE)
de donde parte la sintesis de la anandamida y acido araquidénico como respuesta al aumento
de Ca intracelular, usando como base estructural los fosfolipidos de membrana (Guiffrida, A.,
et al., 2001).

2.2 Sistema endocannabinoide (SEC).

El SEC comprende una serie de: receptores (CBR), ligandos (EC) y enzimas de
metabolizacién (EM); que actian sobre la recaptacion de proteinas de biosintesis, transporte
y degradacion, para la sintesis, estabilizacién y formacion de los componentes que lo
conforman (Angeles Lopez G.E., et al., 2014). Se encuentra como una red en todo el
organismo de individuos que han desarrollado este sistema, se encuentra constituido
principalmente por dos receptores fijos denominados (CBR-1 y CBR-2), y una serie de
receptores recirculantes (GPR55, GPR18, GPR119); donde, sus ligandos fisioldgicos (lipidos
sintetizados a partir del acido araquidénico endégeno) y enzimas de metabolizacién (FAAH y

MAGL) son responsables de la sintesis y degradacion de los endocannabinoides que
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conforman esta red moduladora sistémica de comunicacion intercelular (Iffland, K. vy
Grotenhermen, F., 2017).

La accion del SEC estad determinada por la union que emerge entre los canales de los
receptores y sus ligandos (CBR/1-2 y los EC), los cuales que actian del mismo modo que lo
hacen una cerradura y su llave, acoplandose para ser mediador de la actividad intra y
extracelular, teniendo como funcion la activacion de rutas metabdlicas y la formacién de
factores de transcripcibn que desembocan en cambios en la protebmica celular que se
traducen como las acciones finales del sistema endocannabinoide sobre los procesos

fisiologicos del cuerpo (Henshaw, F., et al., 2021).

2.2.1 Funcion del Sistema endocannabinoide (F-SEC)

El SEC juega un papel esencial sobre la regulaciéon de la ingesta y metabolismo energético,
con la finalidad de mantener la homeostasis, asi como tiene una accioén reguladora directa
sobre la neurotransmision y el funcionamiento de diversos 6rganos y sistemas (Noriega
Prieto, J. a., et al., 2023).

Su principal accion se encuentra establecida por la interaccion directa con las células que
conforman el sistema inmunolégico (Sl), el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
nervioso periférico (SNP); de esa manera participa en la regulacién de funciones fisiolégicas

vitales en cada uno de los sistemas que constituyen un organismo (Du Pérez, K., et al., 2021).

2.2.2 Componentes del Sistema endocannabinoide (C-SEC)

2.2.2.1 Cannabinoides

Los cannabinoides son moléculas quimicas que interactGan sobre receptores
endocannabinoides especificos (CB1, CB2, GPR55, GPR18-19, TRPV) (Henshaw, F., et al.,
2021), endégenamente se sintetizan de manera constitutiva a partir de fosfolipidos de
membrana en respuesta al incremento de calcio intracelular en la remodelacién de la
membrana celular y el metabolismo de los lipidos; donde se liberan enzimas receptadoras de
AGE, que actian como ligandos de receptores cannabinoides (CBR/CB), teniendo como
funcion principal modular la red de comunicacién psiconeuroinmunoendrocrinoldgica, en la
cual emerge simultaneamente la participacion de ligandos receptores enzimaticos sobre el
proceso bioldgico de sintesis, activacion y degradacién de dichos componentes(Gabriele, V.,
et al., 2023).
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2.2.2.1.1 Tipos de Cannabinoides
Existen tres fuentes principales de donde provienen los cannabinoides:
Endocannabinoides son los denominados cannabinoides producidos por el cuerpo, los
mismos que se sintetizan a través de acidos grasos esenciales AGE como es el Araquidonoil
glicerol (AEA/2-AG) (Gabriele, V., et al., 2023); los cannabinoides ex6genos son extraidos
principalmente de plantas y se los denomina fitocannabinoides, la principal planta donde se
extrae estos compuesto es el Cannabis sativa L.(Gilchrist, E., Wang, S. y Quilichini, T., 2023);
siendo el CBD y el THC las principales moléculas que interactdan con los receptores del SEC
ya que su funcion y estructura es similar entre (AEA 'y TCH) y (2-AG y CBD) (luvone, T., et
al., 2009). También existen cannabinoides sintéticos los cuales son quimicos artificiales, su
uso y aplicacion en clinica e investigacion estan restringidos por la inestabilidad molecular de
sus componentes (accion toxica y letal). (Osei-Hyiaman, D., et al., 2005).

2.2.2.2 Receptores
Los receptores son proteinas transmembrana, capaces de transmitir una sefial extracelular,
los receptores CBR tipo 1 se encuentran principalmente en el cerebro (SNC), mientras que
los receptores CBR tipo 2 se encuentran principalmente en células del sistema inmunolégico
(S) y en tejidos periféricos, siendo estos receptores puntos de anclaje de la red de
comunicacion intercelular donde se desencadena su acciéon moduladora (Henshaw, F.R., et
al.,2021).
Las proteinas expresadas en la superficie celular de diferentes 6rganos que conforman los
sistemas poseen la plasticidad para mantener una regulacion mediada por el SEC (Jones, N.,
et al., 2012).; su mecanismo de modulacién sobre este sistema y la regulaciéon de la funcién
celular se da por el reclutamiento de factores de transcripcion del nicleo, el cual determina la
homeostasis del metabolismo mitocondrial ajustando el metabolismo celular energético a las
necesidades celulares (Clarke, T.L., et al.,2021).
Los principales receptores son (CBR-1) y (CBR-2); autores como Bonini, S. A., et al (2018)
describen un tercer receptor denominado “huérfano o recirculante” (CBR-GPR55), el mismo
gue posee la capacidad de interactuar simultaneamente sobre los receptores 1 y 2. Dicho
receptor recirculante tiene actividad regulatoria mediadora sobre el SEC, lo que facilita la
recaptacion endotelial de los CBR1- CBR2 para mantener la homeostasis. (Mastinu, A., et al.,
2018).
Los denominados receptores no clasicos o huérfanos; GPR55, GPR18, GPR19 son CBR

recirculantes que tienen como principal funcion modular la presion arterial, se distribuyen por
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sangre y ademas patrticipan en la distribucion de los cannabinoides de manera sistémica para

la fijacion sobre el los principales receptores (Ryberg, E., et al., 2007).

2.2.2.2.1 Receptor tipo 1 (CBR-1)
El CBR-1, metabotrépico es miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), se encuentra distribuido principalmente en el sistema nervioso central, con altas
concentraciones a nivel de la corteza, nlcleo estriado (nucleo caudadoy putamem), ganglios
basales, hipocampo, cerebelo y en menor cantidad a nivel del hipotalamo, amigdala, materia
gris periapeduncular, medula espinal; asi como en otras zonas del cerebro, principalmente

en el telencéfalo y el diencéfalo (Mechoulam, R., et al., 1995).

Se expresan también en menor densidad sobre varios érganos periféricos, tejido adiposo,
higado, pulmones, musculatura lisa, tracto gastrointestinal, células beta del pancreas,
endotelio vascular, érganos reproductivos, células inmunes, estructuras nerviosas periféricas

sensoriales y simpaticas (Ryberg, E., et al., 2007).

En el estudio realizado por Mastinu et al, (2018) determinaron que los receptores CB1, en los
seres humanos no se expresan en ningun grado en el tronco del encéfalo o en el bulbo
raquideo, razén por la cual se considera que el uso de cannabinoides es seguro en esta
especie, y en la mayoria de primates no humanos, ya que no se involucran en funciones

auténomas vitales como la regulaciéon cardio-respiratoria.

2.2.2.2.1.1 Localizacién anatémica de los CBR-1 en la especie Canis lupus

familiaris.
Mediante analisis inmunohistoquimicos, se ha determinado que el receptor CB1 se expresa
en mayor cantidad en el cortex cerebral, tAdlamo, hipotalamo, cerebelo, nicleo accumbens,
globo palido de perros clinicamente sanos (Freundt-Revilla, J., et al., 2017; Kra, G., et al.,
2022); existe una notable accion de los CBR-1 sobre el SNC y los mecanismos moduladores
de la profundidad, frecuencia y ritmo cardio-respiratorio; por la alta densidad de expresion de
CB1 en los centros neurales del tronco encefélico que controlan principalmente estos
sistemas se determina la mayor sensibilidad de esta especie a los fitocannabinoides como el
THC y sus derivados (Corsato et al., 2023).

Canadian Association of Veterinary Cannabinoid Medicine (2019), determiné la presencia de
CBR1 en el SNP, a nivel de terminaciones nerviosas, células satélites de las vainas de
Schwann mielinizantes, ganglios de la raiz dorsal, resaltan mediante inmunomarcaje una

elevada reactividad de PMN en astrocitos, estructuras meningeas anexas a la corteza
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cerebral, cornu ammonis, circunvolucién dentada del hipocampo, mesencéfalo, cerebelo,

bulbo raquideo y la materia gris de la médula.

En un estudio realizado por Fernandez Trapero et al (2017) encontraron una menor expresion
de CB1 en el SNC de perros gerontes al compararlos con perros jovenes. A partir de estos
hallazgos se planted un trabajo similar comparando la expresion en cachorros y neonatos
humanos, donde se observd una expresion reducida en los tejidos neonatales (Campora, L.,
et al., 2021). Benavides Melo et al, (2022) examinaron embriones caninos de 30 dias, con la
finalidad de localizar receptores CB1 mediante inmunohistoquimica, donde obtuvieron una
mayor inmunorreactividad principalmente en los tejidos epiteliales; y también una extensa
reactiva en estructuras SNC, SNP, tejido oftalmico, tiroides, oido interno, epitelio olfatorio y

las estructuras anexas.

2.2.2.2.2 Receptor tipo 2 (CBR-2)
Los CBR-2 participan en la activacion de canales de potasio como mecanismo de
sefalizacién para transportar EC al interior de la célula, y de esa forma tener acceso a la
membrana mitocondrial externa y su ligando en proteinas de unién a acidos grasos (FABP)
(Ryan, D., et al., 2009; Hassan, S et al., 2014).

La activacion de los receptores (CB2) dentro del SEC reduce la actividad de la adenilciclasa
regulando negativamente la via del Camp; desencadenando la modulacién de procesos
nociceptivos al desensibilizar la sefalizacién neuronal (TRPV1), inhibiendo la via adenilil
ciclasa, misma que es esencial para mantener la fosforilacion y sensibilizacion de TRPV1
(canal catiénico potencial receptor transitorio subfamilia V miembro 1, también conocido como
“receptor de capsaicina” y “receptor vanilloide 1”). Teniendo como accion la disminucion de

la actividad eléctrica periférica (De Almeida, D., y Levi, L. A., 2020).

El CBR-2 metabotrépico (GPCR), se localiza principalmente en células del sistema
inmunoldgico; macréfagos, neutréfilos, monocitos, linfocitos T y B; células microgliales (Vuic,
B., etal., 2022). La activacion de células inmunitarias moduladoras de procesos inflamatorios
mediados por el SEC inhibe la produccién de citoquinas proinflamatorias y posteriormente la

liberacion de citocinas antiinflamatorias (Fernandez-Trapero, M., et al., 2017).

En los linfocitos la activacion de CB2 por cannabinoides inhibe la actividad de la adenilciclasa
y por lo tanto la formacion de AMP ciclico que regula la expresion de distintos receptores

celulares haciendo que las células modulen la expresion de proteinas transmembrana,
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especialmente las moléculas estimuladoras de la sinapsis inmunogénica durante la

presentacion de antigenos (Henshaw, F.R., et al., 2021).

Las cascadas de proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), modulan canales i6nicos
y modifican los niveles de calcio intracelular produciendo a la liberacion de sefializadores

celulares para compensar el dafio tisular (De Almeida, D., y Levi, L. A., 2020).

2.2.2.2.2.1 Localizacién anatémica de los CBR-2 en la especie Canis lupus
familiaris.
En cuanto a la distribucion se ha identificado en caninos una ligera expresion de CBR-2 en
células del SNC; astrocitos, células microgliales y neuronas del tronco del encéfalo, marcando
una elevada densidad de CBR-2 en el SNP, células gliales y células que conforman el sistema

inmune (linfocitos T), (Campora, L., et al., 2017).

Kano, (2014) en su analisis identifico la presencia de CB2 en tejido epitelial, en queratocitos,
melanocitos, células de Langerhans, células de foliculos pilosos, glandulas sebéaceas y
sudoriparas, en células 6seas (osteoblastos, osteocitos y osteoclastos), en hepatocitos,
células secretoras de somatostatina en el pancreas (Beta), macrofagos, neutréfilos y

monocitos.

2.2.2.3 Enzimas
Las principales enzimas involucradas son las hidrolasas de amida de acido graso (FAAH) y
la monoacilglicerol lipasa (MAGL), responsables de la sintesis y degradacion de los
endocannabinoides en el organismo (Katamaya, K., et al., 1997).

2.2.2.3.1 FAAH
Del grupo de enzimas serin hidrolasas, implicada en el metabolismo de los cannabinoides,
encargada de degradar a la anandamida (AEA); con propiedades cataliticas usuales, pero es
mas propensa a la degradacion proteolitica, tiene una vida media plasmética corta (30
minutos), llevando a un aumento en la sefializacién de N-aciletanolamina (NAE) y AEA en los
receptores CB1 (Osei-Hyiaman, D., et al., 2005).

2.2.2.3.2 MAGL
Pertenece a la familia de enzimas serin hidrolasas, es la encargada de la activar procesos
como la sintesis, metabolizacion y degradacion de los cannabinoides, ejerce accién sobre el
acido araquidonico para la produccion del endocannabinoide 2 Araquidonilglicerol 2-AG
(Campora, L., et al.,2017). Su vida media plasmatica oscila entre de 120 y 130 minutos
(Mechoulam R., 1995).
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Encargada de Hidrolizar mono ésteres de glicerol de acidos grasos (AGE) de cadena larga
por accion de la lipasa sensible a hormonas (LIPE), también hidroliza las reservas
intracelulares de triacilglicerol de los adipocitos en acidos grasos (AG) y glicerol (Blankman,
J., Simon, G., y Cravatt, B., 2007). Como consecuencia de la actividad de esta enzima se

produce recaptacién de cannabinoides en receptores CB1- CB2. (Araque, A., et al., 2017).

2.2.2.4 Ligandos
Son derivados del 4cido araquidbnico, que se asocian a la proteina fijadora de guanina
(proteina G) expresadas en las llamadas células sefializadoras, uno de los principales
ligandos del SEC es el N-Araquidonoiletanolamina, este actia directamente sobre receptores
endocannabinoides de las células diana en conjunto con el segundo ligando seguido el 2-
Araquidonoilglicerol (2-AG) (Russo, E., 2005). Actian activando los receptores del SEC,
permitiendo el incremento de calcio intracelular (Ca2) y activando los receptores

metabotrépicos (Ryan, D., et al., 2009).

2.3 Cannabis spp.

Es una sola especie herbaria, a la cual, se le ha otorgado una clasificacion descriptiva como
especie sativa, indica y rudelaris en relacion a la morfologia de su hoja (delgada, ancha), asi
también, se la clasifica en Tropicalizada y Afganizada segun la distribucién geografica
(Angeles Lopez, G., et al, 2014).

2.3.1 Cannabis sativa L.

La especie Cannabis sativa posee elevadas concentraciones de CBD y reducidas de THC;
las cuales son muy importantes para una aplicacion terapéutica (Hanus, L.; et al., 2016). Los
principales fitocannabinoides estudiados para uso terapéutico son el Cannabigerol (CBG),
precursor de los otros dos compuestos CBD y THC, ya que por accion enzimatica el CBG es
transformado en CBD y THC, proceso que sucede segun el estado de madurez de la planta
(Noriega-Prieto, J.; Kofuji, P. y Araque, A. 2023).

Ademas de los cannabinoides del Cannabis spp. se han aislado otros compuestos como los
terpenos y flavonoides responsables del olor y color del color caracteristico de la planta y sus
extractos; la presencia de fitocannabinoides, terpenos y flavonoides de la planta generan una

sinergia terapéutica llamada efecto séquito (Maxfield, A., 2019).
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2.3.1.1 Taxonomia

2.3.1.1.1 Categoria taxonGmica superior
Tabla 1-Clasificacion taxondmica superior del Cannabis spp.

Reino Plantae Plantas

Subreino Traqueobionta  Plantas vasculares

Superdivicion Spermatophyta Plantas con semilla

Divisién Magnoliophyta  Plantas con flor

Clase Magnoliopsida  Dicotiledoneas

2.3.1.1.2 Categoria taxondmica binomial
Tabla 2-Clasificacion taxonémica binomial del Cannabis sativa.

Orden Urticales
Familia Cannabaceae
Genero Cannabis
Especie Sativa

Subespecie  Sativa

2.4 Medicina Veterinaria Cannabica

2.4.1 Historia evolutiva

El SEC, se encuentra presente en casi todo el reino animal; su principal funcién es mantener
el equilibrio a través de los componentes de su red de modulacion sistémica. McPartland et
al.,2006, indican que su desarrollo filogénico estd marcado de manera conjunta con el sistema
nervioso en los vertebrados, transcendiendo un camino de transformaciones donde el 4cido

araquidonico es su fundamental representante.

El Acido Araquiddnico es la estructura fundamental que da origen a los endocannabinoides
aislados hasta el momento; siendo pieza clave sobre la evolucibn de este sistema de
comunicacion intercelular (SEC) que proviene del sistema del acido araquidénico de las
plantas y termina su viaje en el gen ort6logo de la especie marina Ciona intestinalis (Matias,
l., et al., 2005)., un pariente cercano a los vertebrados actuales en el cual se ha aislado el
receptor cannabinoide CB1 (Clarke, T.L., et al., 2021).
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Los mamiferos no son los Gnicos organismos vivos que poseen este complejo mecanismo
homeostatico, en la actualidad; algunos invertebrados: insectos (hormigas), anélidos e
invertebrados acuaticos (sanguijuelas, caracoles), han mostrado indicios de la presencia de
este sistema. Diferentes ensayos de laboratorio con cannabimiméticos sobre estos
individuos, demostraron reaccion del CBR-1 sobre el estimulo de algunos endocannabinoides
ante la presencia de inducciones neurobiolégicas, teniendo actividad frente al apetito y el
dolor (Zamith Cunha, R., et al.,2023).

2.4.2 Historia investigativa

Las principales especies de interés investigativo donde se han probados estos cannabinoides
provenientes de las plantas del género Cannabis, han sido animales de laboratorio como
roedores, monos, perros y algunas especies de reptiles y anfibios; donde se demostrd que
este sistema no solo se encuentra presente en vertebrados mayores; si no también, en los
dos grupos anteriormente nombradas (Carlini, T., et al., 1974). A manera rudimentaria tiene
actividad sobre estimulos y marcadores medioambientales a los que han sido sometidos,
evidenciando su funcion principal; ser modulador (Soria-Lara, D.M., et al., 2019).

Considerando que los primeros descritos investigativos estan enfocados en intoxicacién por
cannabis; hoy en dia tenemos estructuras cientificas mas sélidas que nos permiten desarrollar
este campo medico cientifico; aplicandolo con seguridad, criterio y ética sobre diferentes tipos
de terapias en diversas patologias, donde se encuentre comprometido este sistema
(Abrahamov, A., Mechoulam, R 1995).

El Dr. Ethan Russo, Farmacéutico investigador cientifico mas influyente en cannabis
medicinal y proveniente de familia de médicos veterinarios, plantea datos especificos
histéricos en animales sobre aplicaciones terapéuticas en trastornos manejados con
fitocannabinoides. DestacO su uso sobre sistema gastrointestinal, aplicado frecuentemente
sobre cuadros entéricos, disenteria en ganado vacuno, caprino y ovino en la India (2005)
utilizaban para estimular el flujo de leche en las vacas y a su vez apaciguarlas. En bueyes se
suministraba continuamente ya que observaban aumentos significativos energéticos,

reflejados en su capacidad de trabajo (Russo, E., 2005).

Las primeras investigaciones cientificas relevantes dentro del area de medicina veterinaria
partieron en la Universidad de Cornell, donde destacaron la accion del cannabidiol sobre el
incremento de la supervivencia de equinos infectados con tétanos; ademas de evaluar su uso

sobre cuadros clinicos agudos de cistitis demostrando la eficacia de la interaccién de diversos
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cannabinoides en la fase excitatoria de la azotemia y en la rabdomidlisis por sobrecarga de
equinos (Cornell University, 2022). En el centro de investigacion de la Universidad de
Pensilvania realizan un estudio comparativo en diversas especies de animales, evaluando la
respuesta neuromotora sensorial frente al estimulo de dolor, donde resaltan las propiedades

analgésicas, antiespasmadicas e hipnoéticas del cannabis (Hassan, S., et al., 2014).

2.4.3 Desarrollo de la Medicina Cannébica Veterinaria

A medida que se han aislado diferentes tipos de fitocannabinoides, se han ido evaluando su
accion y respuesta terapéutica en diferentes especies, en relacién a la respuesta sistémica
frente a sustratos que contienen mezclas de cannabinoides aislados o en combinacion con
THC, en respuesta a la farmacodinamia y farmacocinética, marcando diferencias de

sensibilidad a los componentes entre especies (Berghuis, P., et al, 2005).

Hoy se conocen mas de 100 fitocannabinoides con potencial terapéutico comprobado
extraidos de la planta del cannabis y a su vez se han al reconocido nuevos receptores,
denominados circulantes, con importante actividad reguladora sobre el SEC (Islas-Andrade,
S., etal., 2023). Esto abre un amplio abanico de posibilidades terapéuticas para su aplicacion

en medicina animal y humana (Wei, X., et al.,2021).

La estrecha relacidon neurobioldgica y sistémica entre animales y personas ha permitido
realizar estudios en modelos humanos y animales con resultados preclinicos extrapolables
entre especies (Marquez, L., Abanades, Sy Andreu, M., 2008). Sin embargo, es necesario el
estudio de los fitocannabinoides en el contexto de cada especie por las particularices

biolégicas e idiosincraticas, a nivel especie e individual.

2.4.4 Historia moderna

Partiendo de una descripciébn completa del SEC de los mamiferos, surge un entorno
académico cientifico del cannabis y su diversas aplicaciones en el &rea médica, en el que;
investigadores veterinarios empiezan a enfocar analisis clinicos en distintas especies,
determinando las propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antiepilépticas, regenerativas,
neuroprotectoras e inmunomoduladoras que poseen los compuestos, y que en principio no
varian grandemente de los efectos observados en la especie humana (MacNaughton, W., et
al., 2004).

Sin embargo, Soria Lara, D.M. et al (2019). mencionan que es importante considerar que hay

diferencias en el SEC de cada especie y que incluso puede haber diferencias entre razas, por
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lo que se pueden tener diferentes reacciones organicas en relaciébn con la exposicién,

suministracion y dosis de los diferentes cannabinoides.

En la actualidad, se considera a la medicina canndbica como una rama de interés cientifico,
con enfoque a especialidad en el &rea médica (Anil et al., 2021). Es importante, destacar que;
debido a las diferentes leyes y regulaciones en cada pais la aplicacién y uso de cannabis

puede variar y estar sujeto a restricciones legales (Baratta, et al., 2022).

2.5 Legislacion

A nivel mundial, la regulacion de terapéuticos derivados del Cannabis Sativa L. varia
considerablemente de un pais a otro, su aplicacién clinica e investigativa estan bajo
regimenes legislativos (Voelker, 2020). Algunos paises han establecido agencias especificas
para regular el uso medicinal del cannabis y sus derivados; mientras que otros han integrado
la regulacion de productos de cannabis en agencias de salud ya existentes (FDA) (Baratta et
al., 2022); con la finalidad de establecer industrias controladas que generen salud desde una

perspectiva ética y cientifica (Bantjes, Myers y Parry, 2022).

2.5.1 Legislacién internacional

La FDA ha establecido un limite federal de 0,3% de THC con cantidades variables de CBD
gue van desde 0-88mg/ml de extracto esencial de cannabis que sean de extraccion industrial
con aplicacién terapéutica investigativa, considerando que el THC (molécula psicoactiva)
tiene grandes propiedades terapéuticas su uso en microconcetraciones potencializa el efecto
del resto de cannabinoides no psicoactivos (Pérez Ricart, C.A., 2019).La implementacién
tanto en el area clinica terapéutica e investigativa deben ir ligados a las normativas vigentes

del pais donde se desarrolla este tipo de terapéutica.

2.5.2 Legislacién vigente en Ecuador

Ecuador, el 17 de septiembre de 2019. Art. 127 de la reforma organica, retira de las sustancias
controladas al cannabis. Desde el 21 de junio de 2020, las reformas que establece la Ley al
Cadigo Organico Integral Penal (COIP), incluyen la despenalizacién de la tenencia de drogas
gue contengan como principio activo cannabis con menos del 1% de THC (compuesto
psicoactivo), es decir; permite el cultivo, venta, expendio de cafiamo y sus derivados de grado

medicinal no psicoactivo (Alcivar Trejo, C., et al., 2023).
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Donde se aprueba el uso de extractos derivados del cannabis para fines terapéuticos,
paliativos, médicos, cientificos. Permitiendo la implementacion del consumo vy

comercializacion de Cannabis Sativa L.

2.5.2.1 Regulacion vigente del Ecuador
Su regulacion esta dada a través del ministerio de agricultura que otorga las licencias para
siembra, produccién, comercializacién, importacion, exportacion de semillas y derivados del
cafiamo industrial. En Ecuador, el ARSA es la entidad encargada de la vigilancia y control de

productos derivados del cannabis para consumo humano.

Agrocalidad es la agencia regulatoria de productos de uso veterinario; a quien corresponde
manejar el control y vigilancia sobre la reglamentacion legal de productos derivados del
cannabis y aplicados en diversas especies animales, basandose en fundamentos cientificos

y éticos que permitan desarrollar esta terapéutica en nuestra area.

2.6 Medicina cannabica en la especie Canis lupus familiaris.
Luongo et al, (2012) en su estudio sobre la estimulacién y sensibilidad sistémica en humanos
y perros, exponen las significativas diferencias entre estas dos especies frente a la exposicion

de Cannabis spp, en la expresion y captacion del SEC y sus componentes.

McGrath et al, (2018) en su estudio especifico sobre “Localizaciéon y cuantificacion de los
receptores cannabinoides en perros”, determiné que la distribucion de receptores es similar
a la de los humanos. Sin embargo; los receptores cannabinoides tipo 1y 2 estan expresados
y distribuidos en mayor porcentaje en la especie canina a nivel cerebral y sistema
inmunoldgico, esta seria la razén primordial por la que los perros son mas sensibles a los
fitocannabinoides como el THC, ya que el receptor CB1 abunda en el sistema nervioso

central.

Bartner et al, (2018) indican que es fundamental conocer la doble metabolizacién de los
fitocannabinoides en los perros, esto genera el desdoblamiento del TCH en dos metabolitos
activos con potencial psicoactivo con efecto mas potente que Delta 9-THC, estudiado en
humanos. Siendo estos el 8-Tetrahidrocannabinol y el 11-Delta —Tetrahidrocannabinol,
también es destacable la gran expresion del receptor CB2 que permite una mayor captacion
de CBD, especialmente en células inmunitarias lo que se conoce como una “alta recaptacion
sistémica” (Gabriele, V., et al., 2023).
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2.6.1 Cannabidiol (CBD) en la especie Canis lupus familiaris.

Segun algunos autores el uso del CBD en perros requiere mucho estudio para establecer una
terapéutica segura debido al doble metabolismo hepético de los fitocannabinoides en esta
especie (Stasitowicz, A., et al., 2021). Ademas, aln no hay una adecuada estandarizacion de
procesos de extraccién, almacenamiento, que garanticen la concentracién, estabilidad y

pureza de los compuestos (Wimalasiri, E., et al., 2021).

Las primeras investigaciones del cannabis en perros fueron toxicolégicas en el contexto del
consumo accidental por perros con duefios consumidores. Estos estudios se enfocaron en
los niveles de toxicidad y sus efectos (Miranda-Olivos, R., et al.,2023). Uno de los principales
usos ha sido la aplicacion conjunta de CBD con fenobarbital en el control de la epilepsia,
conocida como terapia multimodal, con importantes efectos positivos (Gongora-Gémez et al.,
2020).

Otros aspectos del uso medicinal del CBD en perros incluyen, la actividad antiproliferativa en
procesos tumores mamarios y gliomas al interaccionar directamente con los CBR/1-2 vy
receptores recirculantes en el SEC expresados en células que ya han modificado su
morfologia (Gross, C., et al.,2021); activa su potencial agonista y antagonista frente al tejido
tisular comprometido en diversas patologias proliferativas con la finalidad de reducir o inhibir

el proceso (luvone et al., 2009).

También se ha usado el CBD en la terapia antiinflamatoria para la inhibicion de los
compuestos producto de la accién de COX-1 y COX-2 (Burstein, 2015); Se ha estudiado el
CBD como inhibidor de la neurodegeneracion en perros con moquillo, por su accion inhibitoria
de la toxicidad por glutamato o de la muerte inducida por especies reactivas de oxigeno (ROS)

al generar un ambiente antioxidante (Krishnan et al., 2009).

El CBD tiene una importante accion analgésica al reducir los niveles de varios mediadores
del dolor como la prostaglandina E2, peréxido de lipidos, éxido nitrico; ademas de su efecto
sedante y al modular o inhibir la neuropercepcion. (Kopustinskiene, D.M., et al., 2022); tiene
accion sobre el SEC del sistema musculo esquelético, al activar los CBR-2 regula la
hiperalgesia térmica, modula la percepcion sensorial del musculo (Komleva, N.E., et al.,
2017). También facilita la proliferacion del fenotipo microglial antiinflamatorio en la asta dorsal
de la médula espinal, en cuadros de osteoartritis, displasia de cadera y rotura de ligamento

cruzado (Kogan et al.,2019).
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2.6.2 Metabolismo del Cannabis spp. en perros.

Samara E et al, (1988) determinaron que el CBD en solucién hidroalcohdlica con 45 a 90 mg
en 1,5 ml, via endovenosa y via oral en capsulas de gelatina con 180 mg, dej6 una vida media
plasmética (V.M.P) de 7 a 9 horas, por ambas rutas. Tanto el CBD como el THC son
sustancias lipofilicas que tienden a ser poco solubles en agua, y por otro lado tienen una gran
afinidad por los receptores de origen lipidico, por lo que luego de su administracion los valores
plasméticos caen notablemente por su unidn a receptores y ligandos especificos, sin
embargo, su efecto permanece de manera variable dependiendo de los sitios de expresion
de receptores en el SEC, que tiene relacién directa con la ruta de administracion del
compuesto (Schofs, L.,et al., 2021). Es importante destacar que el THC es inestable en el pH
gastrico, por lo que la administracion oral del compuesto puede no alcanzar niveles
terapéuticos sostenidos, por lo que la dosis debe ser ajustada a estas consideraciones, pero
especialmente la presentacion farmacoldgica, aceites y tinturas tienen diferentes tasas de
absorcién por via oral (Wakshlag, J.J., et al., 2020).

Bartner et al, (2018) hicieron un estudio usando tres formulaciones de CBD para su aplicacion
en perros, aceite oral microencapsulado, aceite oral simple, y pomada transdérmica, con
dosis de 75 0 150 mg / 12 h./ 6 semanas consecutivas. Los resultados mostraron que la
reaccion sistémica es proporcional a la dosis y que la via oral proporciona un perfil

farmacocinético mas favorable con el uso de aceite microencapsulado.

Vaughn et al, (2021) realizaron un estudio doble ciego para la administracién de CBD en
perros (CBD, placebo) CBD, 2mg/kg oral cada 12 horas, o placebo cada 12 horas. Se revelo
una vida media de eliminacion de 4,2 h sin efectos secundarios observables. La evaluacion
mostré una disminucion del dolor durante el tratamiento con CBD. Los propietarios no

informaron efectos secundarios, aunque se evidencio aumento de la fosfatasa alcalina.

La asociacion canadiense de medicina veterinaria canndbica nombra que es importante
resaltar que en el perro las enzimas que son encargadas de metabolizar fitocannabinoides
también actlan en el metabolismo de AINES, Warfarina y diazepam, esto aumenta el riesgo
de intoxicacion cuando se suministra CBD junto con estos medicamentos (Cinar, R., et al.,
2020). Por otro lado, la enzima CYP3A participa como catalizador en alrededor del 30%
farmacos (Gill, A.R., et al., 2022). Por lo tanto, es importante considerar estas particularidades
especialmente cuando se dosifican cannabinoides en terapia multimodal (Kale, V.P., et al.,
2019).
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Los compuestos de amplio espectro que aplican nanotecnologia con particulas menores a 25
nandmetros se evitan el doble metabolismo hepatico en perros, y se alcanza una
biodisponibilidad del 95%. Esto permite suministrar el producto con intervalos que de 8 horas

sin riesgo de intoxicaciéon (Kra, G., et al., 2022).

2.6.3 Farmacodinamia del Cannabis spp. en perros.

Los fitocannabinoides modulan al SEC, por su accién directa sobre los receptores, por tanto,
su movimiento y vida media depende directamente de la expresion de dichos receptores, que
como se ha mencionado se expresan de manera diferente en los distintos sistemas. (Deabold,
K., et al., 2019). Su comportamiento es muy diferente a los endocannabinoides ya que estos
se producen de manera corta y rapida bajo estimulos puntuales, mientras que los
fitocannabinoides poseen un tiempo de accién mayor con una V.M.P alrededor de 8-10 horas
(Benavides Melo, C. J., et al., 2022).

Los fitocannabinoides Interactian con mdltiples neurotransmisores como: glutamato
(principal neurotransmisor inhibidor), GABA (principal neurotransmisor excitador), dopamina,
serotonina, acetilcolina, dopamina, histamina, prostaglandinas, norepinefrina y péptidos
opioides; siendo moduladores agonistas y antagonistas de las células que son reguladas por
estos mensajeros quimicos al excitar o inhibir sefializaciones y respuestas (Freundt-Revilla,
J., et al., 2017). ElI CBD, ademas de interactuar con los neurotransmisores anteriormente
nombrados tiene la capacidad de fijarse y accionar sobre todos los receptores del SEC (CB1,
CB2, TRPV (TRPV-1; TRPV-1,3; TRPV 1-4), GPR55, GPR18, GPR19, 5-HT1A); regulando
la homeostasis de los mecanismos psiconeuroinmunoendocrinolégicos (Corsato Alvarenga
et al., 2023).

Tabla 3-Farmacodinamia del cannabis en perros relacion (EC, CBR, CB accién).

FITOCANNABINOIDE | RECEPTOR ACCION

THC CB1 Modulador agonista

THC CB2/TRPV Parcialmente agonista

CBD CB2/ TRPV Modulador agonista

CBD CB1/ GPR55 Antagonista

CBD 5-HT1A Subtipo CBR Serotoninérgico
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2.6.4 Farmacocinética del cannabis en perros

2.6.4.1 Via de administracién oral
Es la via mas utilizada en diversas especies para usada para la administracién extractos
terapéuticos de CBD. En perros se emplea esta via por su buena absorcion y la facilidad para
suministrar compuestos, en esta especie no existe diferencia significativa si se suministra en

ayuno o después de la ingesta de alimentos (Kogan, L., et al., 2019).

2.6.4.2 Metabolismo
ElI CBD administrado en perros via oral tiene principalmente un metabolismo hepético que de
acuerdo al tamafio molecular puede tener un doble mecanismo metabdlico (microemulsion
liposomal) esto incide fundamentalmente en la absorcion plasmatica de las moléculas del
CBD. El citocromo PY450 es el grupo enzimatico encargado del desdoblamiento de estas
biomoléculas, el PY450 es principalmente aportado por el metabolismo hepético (Schofs, L.,
et al., 2021).

Las proteinas del citocromo PY450 utilizan un margen amplio de compuestos endégenos y
exdgenos como sustratos de sus reacciones enzimaticas. Para la metabolizacién de
moléculas cannabinoides en el perro participan dos grupos de familias enzimaticas
provenientes del CPY450 (Zgair, A.; Wong J.C., 2016).

En el primer paso metabdlico actian principalmente las enzimas CYP2C9 y CYP2C19,
reduciendo las particulas a grado nanométrico. Las enzimas CYP3A trabajan en el segundo
paso metabdlico generando una microemulsion para que los compuestos de CBD puedan
adherirse a las lipoproteinas plasmaticas, distribuidas y absorbidas hacia el torrente

sanguineo (Bradley, S., et al., 2022).

2.6.4.2.1 Pasos metabdlicos del CBD

1. EI CBD se encuentra en la planta como CBDa (forma &cida del cannabidiol), en el
proceso calorico del proceso de extraccion de transforma en CBD.

2. ElI CBD al ingresar al organismo sufre un doble metabolismo hepético para ser
distribuido y absorbido.
En el higado es hidrolizado a 7-OH-CBD por enzimas CYP3Ay CYP2C.
Posteriormente se gena un metabolismo adicional CYP35y CYP2C19.

Los metabolitos resultantes son excretados por las heces y la orina.
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Tabla 4-Farmacocinética del cannabis en perros.

Metabolismo: hepatico
Biodisponibilidad: 40-60 %

Vida media plasmatica: 8-10 horas

Concentracién plasmatica: alcanzan picos elevados entre 30 minutos a 2 horas.

Vida media de eliminacion: 72 horas

Excrecion: 95% de los residuos del metabolismo de cannabinoides se elimina en heces y

el 5% en orina.

2.6.4.2.2 Distribucion
Aunque es dependiente de las caracteristicas fisico-quimicas de los extractos, en la sangre
el 90% esta transportado por el plasma y el 10% ligado a proteinas de superficie de los
glébulos rojos. EI CBD por su caracteristica lipofilica se une a lipoproteinas que lo transportan
y distribuyen en tejidos vasculares (Bonini, S., et al., 2018).

En los perros apenas el 1% de THC tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (Benavides Melo, C.J., et al.,, 2022), esto brinda un amplio margen de
seguridad para la aplicacion de terapéuticos de full espectro, pero con bajas concentraciones
de THC, sin embargo; el doble metabolismo hepético de los fitocannabinoides en esta
especie, se debe considerar para evitar intoxicacion potencialmente letal (Chicoine, A., et al.,
2020). Investigaciones sobre el riesgo de ingesta de fitocannabinoides del cannabis en perros,
determino que esta sustancia no llega a ser letal (Gongora-Gomez et al.,2020), no obstante,
la mayoria de intoxicaciones corresponden a casos donde se estdn suministrando otros
medicamentos en terapia multimodal (McCOY, K.L., 2016). En otros casos la intoxicacion se
ha presentado cuando el animal ingiere chocolate y fitocannabinoides, la teobromina del
chocolate no es metabolizada por los perros lo que puede sumar una carga extra al doble

metabolismo hepatico de los cannabinoides (Burstein, 2015).

2.7 Sistema Endocannabinoide y Sistema Inmunolégico (SEC/SI)

El sistema inmunolégico (Sl) interactia con el SEC formando barreras de defensa que
mantienen la homeostasis en los organismos vertebrados (Katayama, K., et al., 1997). El SI
modula la expresion de enzimas, ligandos enddgenos, receptores tipo 1 y 2 del SEC; donde
se remarca la abundancia de receptores CB2 expresados en células del (Henshaw et al.,
2021).
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La inmunidad innata en perros, al igual que en otros organismos, es la primera linea de
defensa del sistema inmunol6gico contra patégenos invasores (Kogan, L., et al., 2019). Esta
forma de inmunidad es rapida y no especifica, lo que significa que actia de manera general
contra una amplia variedad de agentes infecciosos sin la necesidad de reconocer
especificamente a cada uno de ellos (Anil, S., et al., 2021).

La inflamacion es una respuesta fisiologica que se desencadena frente a patdgenos y
lesiones tisulares, con la finalidad de eliminar y restablecer la funcionalidad sistémica del o
los tejidos lesionados para devolverle al organismo la homeostasis (Gamble, L.J., et al.,
2018). Sin embargo, restablecimiento de dicha homeostasis se ve involucrado cuando las
células del sistema inmunoldgico y los componentes del SEC no son competitivas; frente a
su funcién de mantener el equilibrio (Gongora-Gémez, O., et al., 2020)

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una enzima que desempefia un papel clave en los procesos
inflamatorios; esta enzima es responsable de la generacién de prostaglandinas (PG) a partir
de acido araquidénico dando como resultado (PG-glicerol). Una propiedad menos conocida
de COX-2 es su capacidad para metabolizar los endocannabinoides, donoiletanolamina
(AEA) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (Hassan et al., 2014; McCoy., 2016).

El metabolismo endocannabinoide por la COX-2 no es simplemente un medio para poner fin
a sus acciones. Por el contrario, genera analogos de PG, concretamente PG-glicerol, ésteres
(PG-G) para 2-AG y PG-etanolamida (PG-EA) para AEA (Anil, et al., 2021)

McCoy et al, (2016) mencionan que, la formacion de estos metabolitos de los
endocannabinoides derivados de la COX-2 se conocen desde hace algin tiempo, su
desencadenamiento bioldgico en la interaccion de las células inmunitarias y el metabolismo,

sintesis y degradacion de los componentes del SEC no se han descrito por completo.

Los estudios se han centrado en el papel de estos PG-G o PG-EA. en vivo. Enfocandose en
la expresion de lipidos bioactivos pertenecientes a estos dos sistemas (SI-SEC) y su papel

en la inflamacion (Hassan et al., 2014).

Las interacciones entre el SI y el SEC son fendmenos parcialmente conocidos, y las
particularidades de esa interaccién en las distintas especies, razas y estadios fisiol6gicos aun
no estan claramente definidas. La investigacion en esta area esté en crecimiento, en el futuro
se tendr& mayor claridad permitiendo el uso terapéutico seguro y eficaz de los

fitocannabinoides sobre la accién de diversas células inmunitarias.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales.

3.1.1 Fisicos
o Registros de consentimiento para los tutores (hoja informativa de pacientes en

estudio).
¢ Hoja de registro de pacientes (intervalo de periodo de toma de nuestras).
e MaAquina para rasurar.
e Cuchilla N°40.
e Guantes de nitrilo.
Mandil.

e Algodon.
e Torniquete.
e Jeringas desechables de 5 ml 21G, 22G, 23G x 1.5 pulgadas.
e Tubos al vacio sin aditivo (tapa roja).
e Tubos al vacio con heparina de litio (tapa verde).
e Caja de transporte de muestras bioldgicas (Cooler isotérmico) (25 x 21 x 40 cm).
e Gradilla de laboratorio.
e Geles refrigerantes.
e TermoOmetro.
e Frascos de vidrio &mbar con gotero dosificador.
e Portaobjetos.
e Puntas para pipeta azul 50- 1000 ul.
e Puntas para micropipeta amarilla 20-200 ul.
e Etiquetas de rotulacion.
e Marcador de laboratorio para rotular muestras.
e Lapiz graso para rotular placas (polietileno).
e Recipientes para desecho de material punzocortante.

e Computador (base de datos).

3.1.2 Quimicos
e Solucion estéril de buffer fosfato de sodio (PBS) 2 litros.
e Medio de cultivo RPMI 1640.
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e Suspension de acido acético glacial al 2%.
e Tincién de Wright.
e Aceite de inmersion.

e Alcohol antiséptico.

3.1.3 Biolégicos.
¢ Muestras de sangre de perro con anticoagulante (heparina de litio) y muestras sin
aditivo (5 ml).
e Extracto esencial de cannabidiol CBD en aceite de cafiamo (aislado).

e Suspension bacteriana indice Mcfarland 4 (Staphylococcus aureus).

3.1.4 Equipos.
e Bafio de maria.
e Micropipeta.
e Refrigerador.
e Estufa de cultivo bacteriolégico.
e Mechero de bunsen.
e Centrifuga.
e Placa térmica.
e Placas porta objetos.
e Microscopio 6ptico.

e Contador de células.

3.2 Métodos.
3.2.1 Animales.

Se trabaj6 con 20 perros clinicamente sanos, con una muestra representada
homogéneamente por 10 canes machos (5 adultos >1afio y 5 gerontes >7afos) y 10 canes
hembras (5 adultas >1afio y 5 gerontes >7). Los factores de inclusion de los individuos para
este estudio fueron: estar castrados, contar con carnet de vacunacion y desparasitacion
completo, no haber estado cursando ningun tipo de tratamiento con un tiempo minimo de un
mes antes de la aplicaciéon de terapéutica de este estudio, no ingerir ningan tipo de
medicacion, que vivan en condiciones medioambientales similares, y como referencia la
escala de condicion corporal de Gonzalez Maria S., (2011) tener una condicion corporal entre

2,5 a3/5y unrango de peso entre 5kg y 20kg.
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Se converso previamente con los tutores de los animales en estudio, donde a través de un
consentimiento informativo (ANEXO B) se les detall6 el protocolo de estudio, el tipo de
medicacioén, las dosis por paciente y los dias que corresponden a la toma de muestras. Se
hizo una clara descripcién, manteniendo énfasis de los posibles efectos secundarios del
tratamiento con CBD y los riesgos de sobredosificacion. Los tutores firmaron dicho
consentimiento acordando la responsabilidad de las dos partes involucradas;
comprometiéndose a suministrar el terapéutico durante los dias que duré el ensayo y

manteniéndoles a los perros sin cambios en su entorno, dieta y actividad.

3.2.2 Terapia.

3.2.2.1 Tratamiento con CBD.

Se aplicé un tratamiento que consistio en la administracion de 5mg/kg dia de extracto aislado
de Cannabidiol (CBD) via oral por 21 dias consecutivos. La vida media plasmatica del CBD
es de 8-10 horas, en nuestro plan terapéutico el CBD fue repartido en tomas de 2.5 mg/kg
cada 12 horas para mantener concentraciones plasmaticas constantes, segun lo
recomendado en la literatura (Deabold et al., 2019). Se considerd para esta dosificacion un
rango de 2 a 8 mg/kg dia descrito para la especie canina como modulador sistémico (Bartner
et al.,2018).

3.2.2.2 Fases de estudio

El estudio se dividié en 3 fases: Dia 0 inicio el estudio con la toma de muestras de sangre
(medicion de primer indice de fagocitosis (IF)) e iniciacion de la terapia. Dia 10 segunda toma
de muestra de sangre (Medicion del segundo IF), Dia 21 tercera toma de muestras de sangre
(Medicion del tercer IF) ultimo dia de la terapia.

3.2.2.3 Dosificacion

Las dosis de cada individuo en estudio, segln su peso estuvieron previamente calculadas,
rotuladas en los goteros de dosificacion, especificadas en el consentimiento informado
firmado por cada tutor. Los perros recibieron el extracto cada doce horas segun la dosis que

correspondia a cada sujeto.

3.2.2.4 Control terapéutico

Se tuvo un control diario y estricto sobre los perros, en relacion con la suministracion de la
dosis terapéutica, intervalo de aplicacion, cantidad de alimento y agua que ingerian;
mantenimiento de las condiciones medioambientales de cada individuo para que no afecte

los resultados del estudio.
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Durante todo el ensayo los individuos en estudio fueron monitoreados diariamente para
observar algin posible cambio negativo en relacion a la presentacion de reacciones adversas
especificas de esta especie y en general de la aplicacion de fitoterapéuticos del cannabis
mencionadas en la literatura, y en relacion al producto que se aplicé en esta investigacion
(Wakshlag et al.,2020).

El producto usado en este trabajo fue “UBINEY PET PURE ORGANIC HEMP OIL®” (Liland
cress, 102304, Arkansas, USA). Producto importado por “Billion Pets”. U.S.A. disefiado
exclusivamente para perros y gatos, de amplio espectro, producto que cumple con los
estandares fisicoquimicos para la absorcion, metabolismo y biodisponibilidad en perros y
gatos. El producto cuenta con la aprobacion de la Administracién de Alimentos y Drogas de
los estados unidos FDA. Todos los frascos del producto usado en este trabajo

correspondieron al mismo lote de fabricacion, numero lote (CBDX0028TS1XF2023).

El prospecto de este producto indica que los posibles efectos secundarios incluyen; aumento
de peso progresivo, polifagia, polidipsia e hipersomnia; y que la sobre dosificacién puede
provocar perdida de la conciencia, hipertensiéon, como signos de intoxicacién. Esto fue
indicado a los propietarios. Y los perros fueron monitoreados durante el ensayo y hasta 15 de
finalizar la administracion. Los tutores no reportaron ninguna manifestacion de signo o
sintoma, ni durante ni después del desarrollo del estudio; dentro de los chequeos clinicos
diarios en cada paciente no se observdé ningin cambio significativo en relacion a sus

constantes fisioldgicas, estado de animo y comportamiento.

3.2.3 Muestras.

Las muestras de sangre periférica se tomaron de la vena cefélica o safena en 2 tubos con 'y
sin anticoagulante (tubo tapén verde/heparina de litio y tubo tapén rojo/ sin aditivo). El
volumen sanguineo recolectado por tubo para el ensayo fue de 5ml. Las muestras se tomaron
en el domicilio de cada paciente para reducir cualquier factor de estrés que pueda alterar el
estudio; Los perros incluidos en el estudio estaban acostumbrados a un régimen de control

médico regular, lo que facilitdé su manipulacion al momento de tomar las muestras.

Las muestras identificadas fueron transportadas en refrigeracion al Laboratorio de
Inmunologia Veterinaria de la Universidad de Cuenca, Facultad de Ciencias Agropecuarias

para ser procesadas.
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Figura 1 Resumen grafico del ensayo

3.2.4 indice de fagocitosis (IF)

El indice de fagocitosis determina la capacidad fagocitica, se calcula teniendo en cuenta la
cantidad de patégenos que fagocitaron los polimorfonucleares (PMN). La prueba de funcion
fagocitica (FF) requiere conteos de la ingestion de las particulas 0 microorganismos aun

tiempo determinado.

3.2.4.1 Ensayo para establecer células fagociticas e indice de fagocitosis.
Se siguié la siguiente metodologia citada por distintos autores (Arce-Mendoza et al., 2007,
Shanmugan et al., 2015).
Se detalla a continuacion la secuencia de pasos brevemente:
1) Toma de muestras de sangre, 2 muestras de sangre con y sin heparina (2 ml).
2) Sedimentacion de las muestras de sangre en bafio de hielo por 2 horas.

3) Separacion de plasmay suero.
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4) Lavar el plasma 3 veces con buffer fosfato de sodio (PBS), después de cada lavado
se resuspenden las células sanguineas adicionando 2 ml de PBS homogeneizando
nuevamente, y centrifugar a 1200 rpm por 8 minutos.

5) Después del ultimo lavado resuspender en 2 ml de medio de cultivo RPMI 1640
(Sigma-Aldrich Co., 3050 Spruce Strest, St. Louis, MO 63103 USA).

6) Contar el numero de células leucocitarias por ml, haciendo una dilucién 1 en 10 con
acido acético al 2% (ajustar las células a 2x10°).

7) El suero se separa en dos porciones de 1 ml (Suero Ay B).

8) El suero A se coloca en bafio de agua a 56°C por 30 min (para inactivar el
complemento).

9) El suero B se coloca en bafio de hielo a 4 ° C.

10) Preparar suspension de bacterias (una asada de bacterias en 2 ml de PBS),
equivalente a un indice de Mcfarland 4.

11) Mezclas:

Tabla 5 - Mezclas

Mezcla 1 Mezcla 2

Suero activado 0,5 ml Suero inactivado 0,5 ml
Células 0,5 ml Células 0,5 ml
Suspension bacteriana 0,5 ml Suspension bacteriana 0,5 ml

12) Incubar a 37°C por 30 minutos.

13) Centrifugar los tubos a 1300 rpm por 5 min (para realizar un frotis de los concentrados)

14) Hacer tincién de Wright (Wright 5 minutos, luego lavar con PBS por 5 min) lavar con
agua corriente y dejar secar al ambiente.

15) Lectura en microscopio; el conteo es numérico y se mide en porcentaje (%).

16) Se contaron 100 células por cada frotis (células cultivadas con suero Ay B), luego se
determindé el numero de células fagociticas en suero A y B para calcular el indice de

fagocitosis.

1.2.5 Célculo del indice de fagocitosis
indice de fagocitosis se calculé segun la formula a continuacién, donde IF= indice de

fagocitosis, SA= suero activado, y Sl = suero inactivado.
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_ Células fagociticas SA

~ Céluas fagociticas SI

3.2.6 Anélisis estadistico

Para establecer diferencias significativas en las células fagociticas tanto en suero activado e
inactivado de todos los perros del estudio y por separado de hembras, machos, adultos y
gerontes se usO la prueba para comparacion de medias de T de Student para muestras
relacionadas, luego de establecer la normalidad de los datos mediante la aplicacion del
estadistico de Kruskal Walllis. De la misma manera se us6 el estadistico de comparacion de
medias de T de Student para muestras independientes cuando se compar6 las células

fagociticas en hembras vs machos y adultos vs gerontes.

Para analizar el IF se establecio el mismo andlisis usando el estadistico de comparacion de
medias de T de Student para muestras relacionadas e independientes y la determinacion de
la normalidad de los datos a través del estadistico de Kruskal Wallis.

Para establecer asociacion de las variables independientes sexo y edad de los perros con la
modificacion del IF categorizado como una variable dicotémica (aumenta o disminuye) se

aplico el estadistico de Chi cuadrado.
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4. Resultados

En este trabajo se obtuvieron los siguientes resultados:

4.1 Células fagociticas

Considerando todos los perros evaluados sin distincién entre sexo y grupo etario no hubo
diferencia entre el numero de células fagociticas con suero activado entre el dia cero y el dia
10 (p> 0.05). Pero si hubo diferencia altamente significativa entre el dia 0 y dia 21 y entre el
dia 10 y 21 (p<0.05). Considerando las células con suero inactivado hubo diferencias
significativas entre el dia 0 y el dia 10 (p<0.05). Entre el dia 0y 21 y entre el dia 10 y 21 hubo

una diferencia altamente significativa (p <0.05).

Considerando los grupos etarios, en los perros adultos no hubo diferencia en el nimero de
células fagociticas entre el dia 0 y el dia 10; sin embargo, la diferencia fue altamente
significativa entre dia 0y 21y 10 y 21 (p< 0.05). En los perros gerontes no hubo diferencia
significativa entre el dia 0 y 10 (p>0.05). De igual forma que en los adultos si hubo diferencia

significativa entre el dia0y 21y 10 y 21(p<0.05).

Cuando se analizé las células fagociticas de suero activado en los perros adultos vs los
gerontes en los dias 0y 10; 0y 21 y 10 y 21 no hubo diferencias significativas (p>0.05). De
la misma forma cuando se analizé células fagociticas en suero activado en hembras vs

machos no se observé diferencias significativas durante el estudio (p>0.05) (ver tabla 1).

Cuando se analiz6 células fagociticas en suero inactivado entre peros adultos y gerontes solo
se observo diferencias significativas entre los dias 0 y 10 (p<0.05). En las hembras vs los
machos no se observo diferencias significativas durante todo el estudio (p>0.05) (ver Tabla
6).
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Tabla 6 — Células Fagocitadas

Analisis Categoria DiasOvs DiasOvs Dias 10
dia 10 /p dia 21 /p vs
valor* valor* dia 21 /p
valor*
Células fagociticas Todos 0.1245 0.0001 0.0001
suero activado los
Células fagociticas perros 0.0115 0.0001 0.0001
suero inactivado del
estudio
Células fagociticas Adultos vs 0.257 0.764 0.454
suero activado gerontes
Hembras vs 0.902 0.074 0.755
machos
Células fagociticas Adultos vs 0.041 0.292 0.706
suero inactivado gerontes
Hembras vs 0.178 0.068 0.637
Machos

*T de Student muestras relacionadas; **T de Student muestras independientes
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4.1.1 indice de Fagocitosis (IF).
Cuando se analiz6 el IF en todos los perros estudiados se observo diferencias significativas
entre el dia 0y el dia 10 (p<0.05); sin embargo, no se encontro diferencias significativas entre
los diasOy 21y 10y 21 (p>0.05).

Cuando se realizo el andlisis del IF considerando si se reduce o aumenta en relacion a los
dias 10 y 20 usando Chi cuadrado y estimacién de riesgo, no se encontrd diferencias
significativas al dial0 y 21 (p>0.05) (ver tabla 7). Al analizar los sexos, las hembras
presentaron diferencias significativas en el IF solamente entre los dias 10 y 21 (p<0.05). Los
machos de manera contraria solo mostraron diferencias significativas entre los dias 0 y 10
(p<0.05). Y cuando se consideré el estrato etario, tanto en perros adultos y gerontes solo
presentaron diferencias significativas al principio del ensayo entre los dias 0 y 10 (p<0.05)
(ver tabla 7).

Al considerar el IF dicotomizado, si se reduce o aumenta, no se observaron diferencias
significativas entre hembras y machos, y adultos y gerontes al dia 10 y dia 21 (p<0.05) (ver
tabla 7).
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Tabla 7 - indice de Fagocitosis

43

Analisis Categoria Dias 0 vs Dias 0 vs Dias 10 vs
dialO/pvalor dia 21 dia 21 /p valor *
* valor*
indice de fagocitosis Todos los 0.0004 0.8681 0.0982
perros del
estudio
Hembras 0.067 0.134 0.037
Machos 0.043 0.918 0.296
Adultos 0.007 0.275 0.770
Gerontes 0.026 0.502 0.055
Dia 0 /p Dia 10/ Dia 21/p valor **
valor** valor**
indice de fagocitosis Hembras vs 0.189 0.378 0.603
macho
Adultos vs 0.155 0.082 0.519
Gerontes
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Tabla 8 - indice de Fagocitosis Nominal

44

Analisis Categoria Dia 10 Dia 21
p valor/ OR (IC)* p valor/OR (IC)*

indice de Adultos vs 0.383 / 0.444 0.170 /0.250 (0.034-
fagocitosis gerontes (0.074-2.660) 1.819)

nominal

indice de Hembras vs 1.000/ 1.000 0.648/ 1.556 (0.244-
fagocitosis machos (0.173-5.772) 9.913)

nominal

* Chi cuadrado de Pearson
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Figura 2 - Microfotografias del autor, citologia de muestra de sangre de perros mostrando las células analizadas. Imagen A. Cumulo de
polimorfonucleares (PMN) con intensa actividad fagocitica (nétese la gran cantidad de estructuras bacterianas de color azul y forma redondeada).
Imagen B. PMN altamente segmentados con actividad fagocitica. Imagen C. PMN con formacién de NETs (trampas extracelulares). Imagen D.
Cumulo de PMN con nula actividad fagocitica. Imagen E. PMN con escasa actividad fagocitica; Imagen F. Escasos PMN con escasa actividad

fagocitica junto con mononucleares.
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Figura 3 - Células fagociticas en suero activado e inactivado (se presenta solo los datos que presentaron diferencias estadisticas) noétese la

importante actividad inhibitoria del CBD especialmente en las células cultivadas en suero inactivado durante los tres momentos de medicién.



5. Discusion

Consideramos que la aplicacién de CBD modificé significativamente el nimero de células que
fagocitan tanto en el suero activado como en el inactivado; sin embargo, el efecto fue mayor
en el suero inactivado, esto podria explicarse en que la aplicacion de CBD modula la actividad
de los distintos mecanismos innatos que desatan la inflamacién y que su vez son
independientes de las moléculas del complemento, Anil y colaboradores (2021), reportaron
diferentes mecanismos antinflamatorios del extracto de Cannabis sativa, en pacientes con
COVID-19 desarrollados en estudios de células epiteliales pulmonares donde se comprobd6
la inhibicién o reduccién de distintas citoquinas como IL-6 e IL-8, TNF-a, es destacable que
en este estudio la modulacion fue mayor para el extracto alto en CBD y bajo en THC, esto
coincide con el tipo de extracto usado en este trabajo y explicaria la modulacién independiente
de las opsoninas. También se ha demostrado que el CBD reduce la expresion de
guimioquinas como CCL2 y CCL7 por lo que la migracion y cinética de los leucocitos pude
verse disminuida y quizas su concentracién en ciertos tejidos, por lo que es posible que tenga
influencia sobre el desplazamiento activo en la fagocitosis (Anil et al., 2021). Otros trabajos
han encontrado un efecto reductor del CBD sobre la activacibn de los macrofagos
considerando la produccién del éxido nitrico (NO), lo que un modelo de colitis en ratones se
manifestdé con una notable reduccion de la inflamacion local, en este mismo trabajo se notd
un cambio del fenotipo de los macréfagos en la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), siendo mayor la modulacion al CMH |l implicando que su papel
seria mayor como célula presentadora de antigeno que como célula fagocitica (Yekhtin et al.,
2022). De igual forma hubo una reduccion significativa de células fagociticas en el suero
activado, esto implicaria una reduccion en la expresion de receptores para opsoninas en las
células fagocitas, la modulacion de la activacion del complemento o la liberacion de
inmunoglobulinas circulantes. En distintos trabajos se ha demostrado el efecto depresor del
CBD en la produccion de una gran variedad de citoquinas, quimioquinas y de la expresion
génica de estas moléculas, sin embargo, llama la atenciébn que el CBD aumenta
considerablemente citoquinas como la IL-10 y el regulador de interferén tipo 3 (IRF3)
generando un ambiente antinflamatorio, pero a su vez muy activo frente a la replicacion viral.
Otro aspecto muy importante que regulan los fitocannabinoides es la expresién de receptores
tipo Toll (TLRs), el CBD reduce significativamente algunos tipos, esto explica una reduccion
de la fagocitosis por una menor accion de células centinelas (McCoy, 2016). Por otro lado,
también se ha mencionado en la literatura que el CBD puede reducir la diferenciacion de
linfocitos B, esto podria explicar la reduccion de células fagociticas en el suero activado e

inactivado considerando la posible reduccion en la produccién de inmunoglobulinas (Corsato
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et al., 2023). La variacion en las células fagociticas de nuestro trabajo también se puede
explicar en el efecto mismo de los fitocannabinoides, al considerarse la variacion individual,
ya gque en este trabajo no se conocia el estatus inmunitario de los perros en relacion a su
experiencia previa con el patdégeno S. aureus (usado en la prueba de fagocitosis); sin
embargo, las diferencias observadas hacen pensar que el sistema inmune de los perros
estudiados respondié en general de manera similar. Por otro lado, en la literatura llama la
atencion que el CBD incremente la fagocitosis de células microgliales en cultivo celular
interactuando en la expresion de receptores transitorios Vaniloide (TRPV), cuya funcion
principal es responder a los estimulos inflamatorios, estos hallazgos difieren con nuestros
resultados, pero es posible que esas diferencias responden al diferente contexto de nuestro
trabajo (Hassan et al., 2014; McCoy 2016).

No hubo diferencias en el numero de células fagociticas tanto en hembras vs machos y
adultos vs gerontes en suero activado e inactivado. Por tanto, en nuestro estudio el efecto
modulatorio del CBD sobre la fagocitosis no se ve influenciado por el sexo o la edad. Sin
embargo, hubo diferencias entre el nimero de células fagociticas (adultos vs gerontes) dia 0
vs dia 10. Quiza esto se pueda explicar en procesos propios de asimilacién del compuesto y
acostumbramiento de los pacientes, por lo que la dosis esperada pudo no ser alcanzada de
la misma manera en todos los perros. Asi también la variacion fue en el suero inactivado,
donde esta suprimida la actividad del complemento, por lo que las modificaciones por

acostumbramiento y dosificacion afectarian mas al fenémeno de fagocitosis.

Considerando el indice de fagocitosis, todos los perros del estudio mostraron variacion
significativa al comparar el dia 0 vs el dia 10, no asi en los siguientes dias (10 y 21).
Podriamos decir que la regulacion de la fagocitosis se manifiesta de manera mas clara al
principio de la terapia y luego se mantiene estable durante el resto del estudio. Por tanto, que
el efecto modulatorio del CBD redujo la actividad de células fagociticas tanto en el suero
activado como en el inactivado, por lo que el indice de fagocitosis no vario significativamente

durante los siguientes dias del ensayo.

Hubo diferencia significativa en el indice de fagocitosis (IF) de las hembras (dia 10 vs 21), es
posible que esto se deba a que en algunos individuos se pueden dar fenébmenos de saturacién
o resistencia y quizas esto pudo variar el efecto modulatorio del CDB al final del estudio en el
grupo de hembras. Siendo llamativo que también hubo diferencias en el IF en los machos,
pero al principio del ensayo (dia 0 y 10). Como ya se mencion0 esto podria atribuirse a

variaciones propias de adaptacion y dosificacion.

Ximena Karina Calle Moscoso



UCUENCA 40

Al analizar el IF dicotomizado (aumenta o disminuye), no presento variaciones significativas
durante el estudio esto se debe a que las variaciones fueron minimas y tanto los aumentos o
disminuciones del indice fuero en decimas de la unidad. Esto se entiende ya que el indice se
calcula a partir de las células fagociticas tanto en suero activado como en el inactivado, como
el efecto del CBD tiende a reducir el nimero de células fagociticas en el suero activado e

inactivado, el indice presenta variaciones minimas (ver tabla 3).
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Conclusiones

e La administracion de CBD reduce significativamente la actividad de las células
fagociticas en sangre periférica de perros.

¢ El indice de fagocitosis no sufre cambios significativos ya que la actividad del CBD
reduce las células fagociticas tanto en las cultivadas en suero activado e inactivado.

e Consideramos que el CBD modula la fagocitosis por vias independientes a la
activacion del complemento y /o a la reduccion en la expresién de receptores para
opsoninas.

e Esta modulacion fue independiente del sexo y la edad de los perros estudiados.
(obsérvese las tablas para conocer la significancia estadistica).

e Al no evidenciar efectos adversos en los pacientes podemos concluir que el aceite
esencial de Cannabis sativa alto en CBD fue bien tolerado por los perros tanto adultos
y gerontes como hembras y machos durante el tiempo que se desarroll6 el estudio.

e El efecto del CBD sobre la fagocitosis fue notable por lo que consideramos que en los

perros del estudio regulé la inmunidad innata en el contexto de la inflamacion.
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Recomendaciones

La medicina canndabica esta creciendo a medida que los nuevos descubrimientos dan luces
sobre sus potenciales usos terapéuticos en las distintas areas de la salud, en medicina
veterinaria ha tenido un avance importante a partir de su desregulacién para uso médico y el
creciente auge de empresas gque ofrecen productos formulados para su uso especialmente

en perros y gatos.

Actualmente es considera como una area de especializacion tanto en Medicina humana
como veterinaria; hoy en dia contamos con respaldo cientifico sélido para fundamentar
aplicaciones terapéuticas seguras y eficaces dentro de nuestra rama médica; es importante
recalcar que el SEC al ser una red moduladora tisular la sensibilidad entre individuos y
especies puede ser variable ya que el equilibrio de este sistema esta regido a los diversos
desafios que rompen el equilibrio sistémico, los mismos que determinan el estado fisiol6gico
de cada individuo; por lo cual es recomendable partir de una evaluacion individual del paciente
y ajustar la terapia en base a sus necesidades, ya que la respuesta organica por el estado

innato de cada individuo es Unica.

Cuando se rompe el equilibrio sistémico, el sistema endocannabinoide se ve comprometido
como la primera barrera de proteccién desencadenado accion directa de las células de
defensa que constituyen el sistema inmune, por lo que enfoques investigativos especificos
sobre la accién que ejercen estos dos sistemas frente al desencadenamiento de diversas
enfermedades, patologias y trastornos, nos permitiria abordar de una manera mas directa la
aplicacion de tratamientos de modulacion sistémica; siendo las terapias con CBD hasta el
momento seguras y naturales. Los resultados de nuestro trabajo son un posible inicio para
continuar con la investigacion en tratamientos alternativos para enfermedades puntuales y
manejo de procesos cronicos, degenerativos, terapia del dolor, control de procesos
inflamatorios, regulacion del estrés y la ansiedad. Recomendamos continuar con la
investigacion en distintas especies de manera especial en la regulacion terapéutica del

sistema inmune.
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Anexos

Anexo A. Base de datos estadisticos del estudio.

Cuadro 1. Células fagociticas en suero activado e inactivado al dia 0, 10 y 21 con relacién al sexo de los perros. Estadisticos descriptivos,

media, desviacion estandar, valores maximos y minimos.

Sexos perros CFSA CEFSA CFSA CESI CFSI CFSI
dia 0 dia 10 dia 21 dia 0 dia 10 dia 21

Media 82,6000 91,0000 58,5000 70,5000 64,9000 48,3000
N 10 10 10 10 10 10

Hembra D.E 5,98517 7,45356 10,53302 12,52775 16,33979 9,79853
Minimo 75,00 71,00 40,00 48,00 45,00 30,00
Maximo 92,00 97,00 72,00 86,00 88,00 60,00
Media 82,9000 83,0000 60,1000 62,8000 53,5000 46,3000

Macho N 10 10 10 10 10 10

D.E 4,62961 11,03530 11,99491 12,05358 8,86002 8,79457
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Minimo 75,00 65,00 43,00 41,00 41,00 35,00
Maximo 90,00 97,00 75,00 84,00 69,00 60,00
Media 82,7500 87,0000 59,3000 66,6500 59,2000 47,3000
N 20 20 20 20 20 20
Total D.E 5,21006 10,04202 11,01721 12,60023 14,06601 9,11967
Minimo 75,00 65,00 40,00 41,00 41,00 30,00
Maximo 92,00 97,00 75,00 86,00 88,00 60,00

CFSA= Células fagociticas suero activado; CFSI= Células fagociticas suero inactivado; D.E= Desviacién estandar

65

Cuadro 2. Células fagociticas en suero activado e inactivado al dia 0, 10 y 21 con relacion a la edad de los perros. Estadisticos descriptivos,

media, desviacion estandar, valores maximos y minimos.
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Edad perros CFSA CFSA CFSA CFsSI CFsSI CFSI
dia 0 dia 10 dia 21 dia 0 10 21
Media 84,1000 86,3000 61,2000 72,3000 62,6000 46,5000
N 10 10 10 10 10 10
Adultos D.E 5,38413 12,34729 11,32156 12,73708 15,39986 8,98455
Minimo 75,00 65,00 45,00 53,00 41,00 35,00
Méximo 92,00 97,00 75,00 86,00 88,00 60,00
Media 81,4000 87,7000 57,4000 61,0000 55,8000 48,1000
N 10 10 10 10 10 10
Gerontes D.E 4,92612 7,70353 10,95648 10,09950 12,44365 9,66609
Minimo 75,00 71,00 40,00 41,00 45,00 30,00
Maximo 87,00 95,00 70,00 74,00 87,00 60,00
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Media 82,7500 87,0000 59,3000 66,6500 59,2000 47,3000
N 20 20 20 20 20 20

Total D.E 5,21006 10,04202 11,01721 12,60023 14,06601 9,11967
Minimo 75,00 65,00 40,00 41,00 41,00 30,00
Maximo 92,00 97,00 75,00 86,00 88,00 60,00

CFSA= Células fagociticas suero activado; CFSI= Células fagociticas suero inactivado; D. E= Desviacion estandar
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Cuadro 3. indice de fagocitosis en los dias 0, 10 y 21 con relacién al sexo de los perros. Estadisticos descriptivos, media, valores maximos y

minimos.
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Sexos perros IFdia 0 IF dia 10 IF dia 21
Media 1,2049 1,4658 1,2574
N 10 10 10

Hembra D.E ,22355 ,29992 39277
Minimo ,92 1,05 ,94
Méximo 1,56 1,94 2,33
Media 1,3684 1,5683 1,3570
N 10 10 10

Macho
D.E , 30556 , 19586 44744
Minimo 1,00 1,25 A7
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Méaximo 2,10 1,93 2,14
Media  1,2867 1,5170 1,3072
N 20 20 20
Total D.E 27374 ,25207 41293
Minimo ,92 1,05 77
IF= Maximo 2,10 1,94 2,33 indice de

Desviacién

estandar

Fagocitosis;

D.E
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Cuadro 4. indice de fagocitosis en los dias 0, 10 y 21 con relacién al sexo de los perros. Estadisticos descriptivos, media, valores maximos y

minimos.

Edad perros IF dia 0 IF dia 10 IF dia 21
Media 1,1985 14191 1,3689
N 10 10 10

Adultos D.E ,23414 ,22364 42160
Minimo ,92 1,05 ,94
Méximo 1,55 1,68 2,14
Media 1,3748 1,6150 1,2455
N 10 10 10

Gerontes D.E ,29343 ,25060 ,41686
Minimo 1,09 1,08 e
Méximo 2,10 1,94 2,33
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Media

N

Total D.E

Minimo

Maximo

1,2867

20

27374

,92

2,10

1,5170

20

,25207

1,05

1,94

1,3072

20

41293

A7

2,33

IF=

Desviacién estandar

indice

de

Fagocitosis;

D.E
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Anexos B.Formato de formulario de concentimiento y base de datos de cada paciente.

TRABAJO DE TITLULACION EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ACEITE DE CARAMO CED, S0BRE INFICE FAGOCITICO
EN LA ESPECIE CANIS LUPUS FAMILIARIS

TESISTA
Yo, Ximena Karina Calle Moscozo por medio del presente formularic doy 3 conocer 3 los tutores de los pacientes en estudic:

1.- Lafinalidad del estudio: ; qué resultados buscameos? ; comd aporta |a parficipacion y el compromise d ela sdos partes? en qus
conziste |3 terapis, perio establecido de fazs de eswdio.

2.- Los dates de control que vamaos 3 considerar durants este proceso.
3- Los posibles efectos secundarios del use, administracion y mansjo de terapeuticas con CBD.
4.- Los efectos secundarios marcados en el producto que se utilizo 2n es desarrolis de este estudio.

5.- Base de datos de bos pacientes en estudie dividio en &l pericde de desamolle del misma (210145)

f.- Firma de aceptacion y compromise por las des partes (TESISTATUTOR)

NWOMERE CEL PROPIETARIO: SIMICIO DL CLINICO DO SIS TERAPEUTICA ESTAELECIDA EN EL ESTUDIO:

NOMERE DEL PACIEMTE: IALIZAC 2.3 mg/kg CADA 12 HORAS.

TERAFEUTIDCSI S DEL PACIENTE FOR TOMA /DIA -

EDAD:
SEXO:
PESC:
COMNDICION CORPORAL:
TIPC DE ALIMENTACION:
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COMDICIOMES MEDICAMEIENTALE!

1. FASE DE IMICIO

Di& 0
Z. FASE INTERMEDIA Dia 10
3 FASE FINAL Dia 21

REPORTE DE CAMEBIOS OBSERVADOS DURANTE LA APLICACION D ELA TERAFIA EN LA FASE DE ESTUDIO
OlAa 0

Ol 1

Oila 2

Ximena Karina Calle Moscoso
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DIA 3
DlA &
DIAS
DIA G
DIAT
Dla s
DlA 9
DlA 10
oA 11
DlA 12
DlA 13
DA 14
DIA 15
DA 18
DA 17
DlA 12
DlA 18
DA 20
DlA 21

FIRMA DE CONCENTIMIENTO

Consentimiento informativo realizado por el autor.
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Anexo C. FOTOGRAFIAS

Fotografias A, B, C. Cultivo bacteriolégico de la cepa Staphylococcus aureus
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Fotografias D, F, G: tomay procesamiento de muestras
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Fotografias G, H, I: separacion de suero Activado e Inactivado, adicionamiento de reactivos.
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Fotografias J, K, M: preparacién de muestras

Comersf
Slide Warmer
XH-2002
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Fotografias N, L, O: tincién celular para la lectura (IF)
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Fotografias P, Q, R: lectura de resultados.
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