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RESUMEN

El uso de cannabis medicinal para el tratamiento de diversas patologías está creciendo sostenidamente al 
igual que la evidencia que lo respalda. No obstante, gran parte de los datos reportados provienen del estudio 
de cannabinoides sintéticos o purificados desestimando los efectos terapéuticos debidos a la sinergia entre 
los diferentes compuestos de los extractos completos de Cannabis sativa. Las células madre mesenquima-
les (CMM) son capaces de promover un entorno regenerativo más allá de su capacidad pluripotencial, pro-
moviendo la restauración tisular y la cicatrización. Sin embargo, su uso presenta grandes desafíos éticos y 
metodológicos. En este sentido, existe una búsqueda intensiva de opciones terapéuticas que capitalicen los 
beneficios reparativos de las CMM sin los inconvenientes de histocompatibilidad. De este modo, el secretoma 
(conjunto de moléculas y estructuras liberadas por una célula) representa un gran candidato ya que conserva 
muchas de las propiedades regenerativas de las CMM y sin los problemas de uso de terapias celulares.En 
este trabajo, nos propusimos evaluar el efecto del espectro completo de extractos de C. sativa sobre la fun-
cionalidad de CMM humanas derivadas de cordón umbilical.Los datos revelan que los extractos completos de 
C. sativa poseen propiedades citoprotectoras sobre las CMM al promover una marcada reducción de la acti-
vidad catalítica de la caspasas-3 en respuesta a un estímulo de estrés oxidativo. Por otro lado, observamos 
un incremento de la migración celular evidenciando una activación de las CMM. Finalmente, determinamos 
una de las vías de señalización implicadas en los efectos biológicos de C. sativa sobre las CMM demostran-
do que la activación de la vía de p​​PDGFR y pSTAT3 tendría un papel protagónico en los efectos biológicos 
observados en las CMM. En este sentido, el tratamiento con el medio condicionado obtenido de las CMM 
tratadas con los extractos de C. sativa produjo un aumento en los niveles de fosforilación en p-PDGFR, p-
STAT3, pAky y pErk. Estos resultados muestran las ventajas del tratamiento de las CMM con los extractos 
de C. sativa potenciando las propiedades regenerativas y abren un nuevo enfoque terapéutico de potencial 
aplicación en medicina regenerativa basado en el uso del secretoma de CMM pre-tratadas con C. sativa. 

PALABRAS CLAVE: Cannabis sativa, células madre mesenquimales humanas, medicina regenerativa

1.	 INTRODUCCIÓN

Los fitocannabinoides presentes en la planta de Can-
nabis sativa son productos bioactivos naturales y 
tienen la capacidad de interactuar con el sistema en-
docannabinoide humano (SEC) (Pacher y col, 2006; 
Di Marzo y Silvestri, 2019). El SEC es un sistema 
de señalización endógena que desempeña un papel 
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis 
del cuerpo humano (Joshi y Onaivi, 2019). El princi-
pal compuesto psicoactivo del Cannabis, el Δ-9 tetra-
hidrocannabinol (THC) imita la función de los endo-
cannabinoides para regular la fisiología en procesos 
inflamatorios (Turcotte y col, 2016). Otro compuesto, 
el cannabidiol (CBD) ha sido ampliamente estudiado 
por sus propiedades antieméticas, antiinflamatorias, 
ansiolíticas y antipsicóticas (Pennypacker y Romero-
Sandoval, 2020). Entre los componentes no cannabi-
noides de los extractos de C. sativa, se encuentran 
compuestos bioactivos como terpenos, flavonoides y 
compuestos nitrogenados (Gonçalves y col, 2020), 
los cuales podrían estar implicados en algunos de 
los efectos terapéuticos observados en los extractos 
naturales de Cannabis (espectro completo). 

Gran parte de la bibliografía está basada en informa-
ción obtenida a partir de la utilización separada de 
THC o CBD (Miranda y col, 2020; Mascal y col 2019) 
subestimando el rol del espectro completo de la plan-
ta. En este sentido, una creciente línea de eviden-
cia propone que la interacción entre los compuestos, 
como así también la presencia de componentes no 
cannabinoides de los extractos modula y potencia el 
efecto final de los mismos (Kovalchuk y Kovalchuk, 
2020), poniendo de manifiesto la importancia de un 
estudio exhaustivo de los efectos del espectro com-
pleto.

Las células madre de origen mesenquimal (CMM) 
desempeñan un papel central en el mantenimiento y 
reparación de tejidos, haciéndolas candidatas idea-
les para el desarrollo de terapias en medicina rege-
nerativa. Además, estas células expresan receptores 
del SEC cuya señalización regula su capacidad de 
autorrenovación, proliferación, diferenciación y su-
pervivencia celular (Galve-Roperh y col, 2013). 

Por lo expuesto anteriormente y al observar la cre-
ciente variedad de cultivares de C. sativa, el objetivo 
de este trabajo es determinar el efecto de los extrac-
tos completos de C. sativa sobre las propiedades bio-
lógicas de las CMM, generando evidencia científica 
que sustente el uso del espectro completo de la plan-
ta de C. sativa con fines terapéuticos.

2.	 MATERIALES Y MÉTODOS

Extracto de Cannabis sativa

El extracto se obtuvo a partir de 20 g de inflores-
cencias secas de Cannabis sativa (variedad Juanita 
Lacrimosa, quimiotipo II, 1:1 THC:CBD) molidas con 
400 ml de etanol 96°, agitando durante 10 minutos. 
La materia vegetal se separó por filtración con gasa 
estéril y papel de filtro, y se realizó la evaporación del 
extracto alcohólico a 65º C (resina). La resina se dilu-
yó al 3% p/v en aceite de oliva. Se determinó el con-
tenido de los principales cannabinoides por HPLC-
UV los cuales se muestran en la Tabla 1

Componente mg/
ml %

CBD 26,14 55,9
THC 17,69 37,8

CBDA 2,32 5
THCA 0,53 1,1
CBN 0,06 0,1

Tabla 1. Componentes y concentraciones anali-
zadas del extracto. CBD, cannabidiol; THC, tetrahi-
drocannabidiol; CBDA, ácido cannabidiólico; THCA, 
ácido tetrahidrocannabidiólico; CBN, cannabinol.

Las concentraciones usadas en los ensayos se ex-
presaron como ng/ml, se refieren a ng de aceite por 
ml de vehículo (DMSO) en el que hicimos la dilución 
del extracto. De acuerdo a los valores de cannabi-
noides surgidos del análisis del aceite, los valores de 
referencia se muestran en la Tabla 2.

Extracto (aceite, ng/ml) CBD (μM) THC (μM)
150 5 3,5
450 10 7,1
900 20 14,3

Tabla 2. Valores de referencia

Aislamiento y caracterización de cultivos de CMM 
de cordón umbilical

El protocolo de trabajo fue aprobado por el Co-
mité de Bioética de la FCM-UNCuyo (EXP_E-
CUY:22186/2021). Las CMM humanas fueron obteni-
das del cordón umbilical según protocolo modificado 
de Bannoud y col (2022). Brevemente, se realizaron 
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cortes transversales del cordón y se expusieron las 
arterias umbilicales, estas fueron extraídas con tije-
ras. El tejido localizado debajo de las mismas fue di-
seccionado en pequeños trozos y colocado en placas 
tipo petri estériles previamente gelatinizadas. Los 
cortes fueron incubados a 37ºC en medio α-MEM al 
10% de SFB y antibiótico (penicilina y estreptomici-
na) por 3 semanas para favorecer la migración y el 
pegado de las células.

Obtención del secretoma y tratamiento de las 
CMM

Se trataron CMM con cantidades crecientes de extrac-
to de C. sativa durante 24 h. Transcurrido ese tiempo 
se recogieron los medios condicionados (secretoma) 
para cada condición. Se realizó una centrifugación a 
10000 x g durante 10 min a 4ºC y posteriormente a 
10000 xg durante 10 min a 4ºC para eliminar restos 
celulares. Posteriormente, se incubaron CMM fres-
cas con los secretomas obtenidos anteriormente du-
rante 30 min. Luego de la incubación, las células se 
lavaron dos veces con PBS y se lisadron. Las mues-
tras fueron analizadas por Western blot.

Ensayos de migración y proliferación

Los ensayos de proliferación de CMM se realiza-
ron con un kit comercial colorimétrico (CellTiter 96® 
AQueous, Promega). Para los ensayos de migración, 
CMM fueron resuspendidas colocadas en la parte 
superior de un inserto de 8 µm de poro (Millipore). 
En la parte inferior de la placa se colocaron 500 µl 
de medio con concentraciones crecientes de extracto 
de C. sativa. Luego de 24 h, los insertos fueron re-
movidos, lavados y las células que migraron fueron 
teñidas con cristal violeta 0,1% (Sigma) en metanol 
20 %. Se adquirieron imágenes digitales y se cuanti-
ficó la migración como el área de células que migra-
ron por mm2 mediante el software ImageJ software 
v1.34 (NIH).

Ensayos de apoptosis

La determinación de los niveles de apoptosis se rea-
lizó mediante la tinción con Annexin-V acoplada al 
fluoróforo R Phycoerythrin (PE, Biolegend) por medio 
de citometría de flujo (BD FACSAria™ III). La pre-
sencia de la isoforma activa de la cisteín-proteasa 
Caspasa 3 se determinó por citometría de flujo me-
diante el uso del kit comercial (FITC Active Caspa-

se-3 Apoptosis Kit, BD Pharmigen). Para determinar 
la actividad enzimática de Caspasa-3 se utilizó el kit 
comercial (CaspACETM Assay System, Promega).

Ensayos Western blot

Se extrajeron las proteínas totales usando un buffer 
de lisis RIPA adicionado con inhibidor de protea-
sa y fosfatasas (Vector Labs). Iguales cantidades 
de proteínas se resolvieron en geles SDS-PAGE y 
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las 
membranas se probaron contra los anticuerpos pri-
marios anti-fosfo-PDGFRA, anti-PDGFRA, anti-fos-
fo-STAT-3 y anti-STAT-3 (Abcam); anti-fosfo-Akt (Cell 
Signaling); anti-Akt y anti-fosfo-Erk1/2 (Sigma); anti-
Erk1/2, Anti-actina (Santa Cruz), anti-pro-caspasa-3 
(BD biosciences). Luego se incubaron anticuerpos 
secundarios-HRP 1h a temperatura ambiente (Vector 
Labs). Se detectaron las proteínas con sistema de 
quimioluminiscencia (Kallium Technologies) usando 
un analizador de imágenes, LAS 4000. Posterior-
mente se determinó por densitometría la intensidad 
de pixeles de las membranas como medida semi-
cuantitativa de los niveles de expresión proteica me-
diante el software FIJI (ImageJ 2 v2.3.0/1.53f).

Análisis estadístico

Los datos fueron analizados mediante el software 
Prism 8 (GraphPad). Se utilizó análisis de ANOVA 
de una vía y Tukey post test. Para datos no parea-
dos se utilizó el test T de Student. Los resultados se 
expresaron como valores de la media ± SEM de al 
menos tres experimentos independientes. Un valor 
de p<0,05 fue considerado estadísticamente signifi-
cativo.

3.	 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del extracto de Cannabis sativa sobre las 
CMM.

En primera instancia, para confirmar el linaje de 
las CMM aisladas de cordón umbilical se realizó un 
análisis fenotípico de marcadores de superficie. Las 
células mostraron ser positivas para los marcado-
res CD29, CD73, CD90, CD105, y negativas para el 
marcador de células endoteliales (CD31) (Figura 1A). 
Estos resultados indican la identidad de las CMM de 
acuerdo con lo establecido por la ISCT (Sociedad in-
ternacional de terapia celular) (Bourin y col, 2013). 

Dado que la viabilidad de las CMM es crucial para 
su capacidad regenerativa, se estudió la citotoxicidad 
de tratamiento con el extracto de cannabis. El trata-
miento de las CMM con distintas concentraciones del 
extracto completo de la variedad de Cannabis sativa 
Juanita lacrimosa no mostró evidencias de toxicidad 
a concentraciones máximas de 450 ng/ml durante 48 
h (Figura 1B). 

Uno de los eventos más significativos durante la re-
paración de los tejidos dañados es la movilización 
de las CMM hacia los sitios de injuria o lesiones. En 
este sentido, se evaluó el efecto del espectro com-
pleto de C. sativa sobre la capacidad de migración 
de las CMM. Se observó una mayor migración en 
CMM en presencia de extractos de Cannabis con un 
comportamiento concentración-dependiente (Figura 
1C). Estos datos nos indican que las CMM toleran 
altas concentraciones del extracto de cannabis y éste 
favorece la migración. En función de los resultados 
decidimos profundizar en los efectos de C. sativa so-
bre las CMM.

Los extractos de Cannabis sativa protegen a las 
CMM de la apoptosis

El siguiente paso fue determinar si el extracto de 
cannabis posee efecto citoprotector sobre las CMM. 
A tal fin, se determinaron los niveles de apoptosis o 
muerte celular programada en las CMM expuestas 
a un estímulo fisiológico de estrés oxidativo severo 
(H2O2, 500 μM; 24 h). El porcentaje de células apop-
tóticas (evaluadas por la presencia de fosfatidilserina 
en la cara externa de la membrana) fue significativa-
mente menor en presencia del extracto de Cannabis 
respecto del control con vehículo (aceite de oliva) 
(Figura 2A). Estos datos reflejan un claro efecto anti-
apoptótico del extracto completo sobre las células 
madre, evento esencial para proponer una estrategia 
terapéutica con ellas.

Con el fin de ahondar en los mecanismos por los 
cuales se produce esta citoprotección, se analizó 
la activación de la proteína efectora de la apoptosis 
caspasa-3. Esta cisteína proteasa se activa por cli-

Efecto de extractos de Cannabis sativa sobre células madre mesenquimales. A) Fenotipo de las células madre mesenqui-
males (CMM) purificadas de cordón umbilical determinado por citometría de flujo. Histogramas celestes (control de isoti-
po), histogramas rojos (anticuerpos específicos). B) Efecto del tratamiento con el extracto de C. sativa (450 ng/ml) sobre 
la viabilidad de las CMM determinado por citometría de flujo con la sonda Zombie GreenTM. Las células vivas son capaces 
de excluir el marcador por lo cual se ven negativas. C) Migración de CMM en presencia de concentraciones crecientes del 
extracto de C. sativa. Izquierda: imágenes representativas, derecha: cuantificación del área de células migrantes relativa 
al control negativo. Los resultados se expresaron como valores de la media ± SEM de tres experimentos independientes. 
* representa valores p<0,05.

Figura 1
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vaje de la proforma pro-caspasa-3 desencadenando 
la fase efectora de la muerte celular programada. Se 
analizaron los niveles de pro-caspasa-3 en presen-
cia de H2O2 (500 μM; 24 h) o estaurosporina (1μM; 
4 h, inductor químico de la apoptosis) en CMM pre 
tratadas con el extracto de Cannabis. El análisis de 
Western blot mostró que en células tratadas con el 
extracto (450 ng/ml) y luego incubadas con los in-
ductores de apoptosis los niveles de pro-caspasa-3 
fueron similares al control, indicando que no hubo 
activación de la proteína, y por lo tanto, confirmando 
la capacidad protectiva del extracto utilizado (Figura 
2B). Adicionalmente, se evaluó la actividad enzimáti-
ca de caspasa-3 confirmando que la misma disminu-

ye selectivamente en células pre tratadas con C. sati-
va (Figura 2C), corroborando el efecto antiapoptótico 
del extracto completo de Cannabis sobre las CMM.

Vías de señalización implicadas en la respuesta 
al tratamiento con el extracto de C. sativa.

Finalmente, nos propusimos determinar las vías de 
señalización posiblemente implicadas en los efectos 
del Cannabis sobre las CMM. El factor de crecimien-
to derivado de plaquetas (Platelet-Derived Growth 

Figura 2

Efecto de extractos de cannabis sativa sobre la apoptosis de células madre mesenquimales. A) Análisis de apoptosis 
con Anexina-V por citometría de flujo en CMM tratadas con 500 μM H2O2 durante 24h en presencia o ausencia del extracto 
de C. sativa (150 ng/ml). B) Análisis de Western blot de CMM tratadas con distintos estímulos apoptóticos (500 μM H2O2 
o estaurosporina, sts 1 μM) en presencia o ausencia del extracto de C. sativa (150 ng/ml). Se usó actina como control 
de carga. La pérdida de reactividad del anticuerpo anti-pro-caspasa-3 es indicativo de la activación de la forma activa 
caspasa-3. C) Determinación de la actividad enzimática de caspasa-3 en CMM en presencia o ausencia del extracto de C. 
sativa (150 ng/ml). Como control positivo de actividad se usó STS (1uM) y como control de especificidad de la actividad 
se usó el inhibidor selectivo de caspasa ZVAD-FMK (10 μM). Los resultados se expresaron como valores de la media ± 
SEM de tres experimentos independientes, excepto (B) que fueron dos experimentos independientes. * representa valores 
de p<0,05.

Figura 3

Efecto de extractos de Cannabis sativa y medios condicionados sobre la vía de señalización de PDGFR en células madre 
mesenquimales. Análisis por Western blot de la fosforilación de PDGFRA, STAT3, Akt y Erk luego del tratamiento con el 
extracto de C. sativa: A) Las CMM fueron tratadas por 30 min con diferentes concentraciones del extracto, B) Las CMM 
fueron tratadas durante 24 h con la concentración máxima del extracto. C) CMM tratadas durante 24 h con las distintas 
concentraciones del extracto, luego se recuperó el medio condicionado (MC) de cada condición y se incubaron CMM fres-
cas durante 30 min con los MC obtenidos (izquierda), derecha: representación colorimétrica de los valores de al menos 
dos densitometrías de los WB obtenidos. * representa valores de p<0,05. Los resultados se expresaron como valores de 
la media ± SEM de tres experimentos independientes.
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Factor, PDGF) regula la sobrevida y la proliferación 
de las CMM al activar la vía de señalización de PI3K/
Akt y MAPK/Erk, y la activación de STAT-3 implicada 
en la migración y los efectos biológicos de las CMM. 
La incubación de las CMM con extractos completos 
de C. sativa indujo la activación rápida (30 min) del 
receptor de PDGF (PDGFRA) y la consecuente acti-
vación de la vía involucrada en su señalización como 
pSTAT3, pAkt y pErk (Figura 3A), si bien con compor-
tamientos cinéticos diferentes. Interesantemente, el 
efecto sobre la activación de esta vía de señalización 
se mantuvo en el tiempo por al menos 24h, lo que 
permite suponer que la activación involucra mecanis-
mos asociados a efectos biológicos de largo plazo y 
que el efecto de los cannabinoides no satura la se-
ñalización (Figura 3B). Entre los mayores obstáculos 
del uso de CMM en estrategias terapéuticas están 
el rechazo inmunológico del injerto, la capacidad de 
las CMM de diferenciarse en diferentes linajes celu-
lares espontáneamente, la aparición de tumores, una 
respuesta inmune contra el huésped. En estudios re-
cientes que proponen al secretoma como un agente 
efector de las CMM sin los problemas de implantar 
células enteras (Damayanti y col, 2021; Ahangar y 
col, 2020; Műzes y Sipos, 2022). En este sentido, 
Johnson y col. (2014) demostraron que las CMM 
secretan una serie de proteínas neuroprotectoras 
y sugieren que la secreción del PDGF puede des-
empeñar un papel importante en la neuroprotección 
en un modelo de células ganglionares de la retina 
mediada por las CMM. Basándonos en este trabajo 
y en los resultados mencionados anteriormente, se 
analizó el efecto del secretoma (medio condicionado 
de CMM tratadas con el extracto de C. sativa) sobre 
la activación de PDGFR. Aunque los datos necesitan 
futuras validaciones adicionales, nuestros hallazgos 
nos permiten inferir que el secretoma obtenido de las 
CMM tratadas con 900 ng/ml del extracto de Canna-
bis induce un aumento de la activación de las proteí-
nas de la vía de señalización de PDGFR respecto a 
medio condicionado de CMM sin tratar (Figura 3C). 
En concordancia  con nuestros resultados, se ha re-
portado que el tratamiento de células madre tratadas 
con cannabinoides pueden aumentar su capacidad 
regenerativa en el tratamiento de heridas (Miller y 
col, 2021). Esta evidencia y nuestros datos son alen-
tadores y nos impulsan a proponer un nuevo uso de 
los extractos de Cannabis en medicina regenerativa 
como moduladores de la biología y del secretoma de 
CMM. 

4.	 CONCLUSIONES

El tratamiento con los extractos de C. sativa modula 
la vía de señalización de PDFGR en las CMM favore-
ciendo la viabilidad y migración celular, e inhibiendo 
la apoptosis. Este trabajo resalta que el uso de Can-
nabis puede mejorar la eficacia terapéutica de estra-
tegias en medicina regenerativa que buscan mejorar 
las funciones biológicas de las células madre. Por 
otro lado, nuestros datos proponen por primera vez 
el efecto beneficioso de Cannabis para generar me-
dio condicionado de CMM (secretoma) lo cual podría 
mejorar la traslación a la clínica de este enfoque pro-
metedor.
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