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RESUMEN 

 

El estudio de los cannabinoides es ampliamente conocido en diversas líneas celulares, 

dichos agentes junto con sus receptores localizados en la membrana celular, conforman el 

sistema endocannabinoide y se ha visto que dicho sistema modula diversos procesos 

celulares. En este estudio se compararon los efectos de tres diferentes agonistas 

cannabinoides, Anandamida (AEA), Meth-anandamida, (Meth-AEA) y CP-55,940 (CP) en la 

línea tumoral gástrica humana (AGS) a diferentes concentraciones y distintos periodos de 

tiempo con el fin de evaluar cambios en la morfología, pérdida de la viabilidad y eventos de 

muerte. Los tres agentes probados, mostraron efectos dependientes de la concentración en 

la inducción de los cambios morfológicos, en la disminución de la viabilidad y en los eventos 

de muerte en la línea celular AGS. El análisis de los diferentes ensayos realizados, sugiere 

que AEA Y CP-55,940 son efectivos para inducir apoptosis, mientras que Meth-AEA es 

efectivo para inducir muerte tardía. A través de los resultados comparativos mostrados  en 

este estudio, se confirma el potencial terapéutico que los agonistas cannabinoides ejercen 

en un modelo celular gástrico. 

Palabras clave 

Cáncer gástrico; Receptores a cannabinoides, Cannabinoides; Apoptosis; Actividad 

antiproliferativa; Agonistas cannabinoides.  
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ABSTRACT 

  

  The study of cannabinoids is widely known in various cell lines, such agents and their 

receptors are located on the cell membrane and they comprise the endocannabinoid system. 

This system modulates diverse cellular responses. In this study we tested and compared the 

effects of three different cannabinoid receptor agonists anandamide (AEA), (R)-(+)- 

methanandamide (Meth-AEA) and CP 55,940 (CP)- on gastric cancer cell morphology, 

viability and death events. The three agents tested exhibited similar concentration-dependent 

effects in the induction of changes in cell morphology and cell loss, as well as in the decrease 

of cell viability and DNA laddering in the human gastric adenocarcinoma cell line (AGS). 

Differences among the cannabinoids tested were mostly observed in the density of cells 

found in early and late apoptosis and necrosis, favoring AEA and CP as the more effective 

inducers of apoptotic mechanisms, and Meth-AEA as a more effective inducer of necrosis 

through transient and rapid apoptosis. Through a comparative approach, our results support 

and confirm the therapeutic potential that cannabinoid receptor agonists exert in gastric 

cancer cells. 

Keywords. 

Gastric cancer; Cannabinoids receptor, Cannabinoids; Apoptosis; antiproliferative activity; 

cannabinoid agonists. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Incidencia y Mortalidad del Cáncer Gástrico  

 

  El cáncer en el mundo, según datos del GLOBOCAN 2012 estima 14.1 millones de 

nuevos casos y 8.2 millones de muertes (Torre et al, 2015). El cáncer gástrico se encuentra 

entre el 4° y 5° sitio en incidencia y mortalidad a nivel mundial. En México el cáncer gástrico 

es una de las neoplasias con mayor incidencia según datos de la Secretaría de Salud, 

ocupando el 4° sitio en incidencia y el 3° en mortalidad (Ruiz et al, 2015). 

 

1.2 Fisiopatología y Biomarcadores en Cáncer Gástrico. 

 

  Los factores de riesgo para el desarrollo del cáncer gástrico incluyen, la infección con 

Helicobacter pylori (Samperi & Mora, 2014), consumo de alcohol, tabaco, alimentos 

preservados, así como factores de género, raza y obesidad (Yoong et al, 2011). El factor de 

riesgo hereditario juega un papel importante, sin embargo, presenta una menor incidencia en 

el desarrollo de cáncer gástrico. Entre los factores hereditarios encontramos una 

inestabilidad microsatelital que resulta en errores en la replicación del DNA (Jin et al, 2015) y 

la identificación de mutaciones  en genes clave (KRAS y CDH1) para el desarrollo y 

predisposición de cáncer gástrico (Martel et al, 2013). Estudios a nivel mundial sugieren 

algunos biomarcadores en cáncer gástrico, como son, el antígeno carcinoembrionario, 

mutaciones en genes supresores de tumores (p53), sobre expresión de metolproteinasas de 

matriz (MMP´s), sobre actividad de moléculas inflamatoras (TNF-α, IL-8) y mutaciones en 

receptores a factores de crecimiento (EGFR) (Pérez et al, 2005; Sampieri et al, 2010; 

Rodrigues et al,  2010; Reyes et al, 2013; Hudler, 2012). Las terapias clínicas de primera 

elección para cáncer gástrico, están  basadas en la cirugía, quimioterapia y radioterapia con 

el fin de remover el área afectada (Instituto Nacional de Cancerología; American Cancer 

Society). Actualmente se han desarrollado terapias dirigidas en cáncer gástrico, clasificadas 

en tres grupos dependiendo de su acción, en primer lugar los que actúan inhibiendo 

receptores a factores de crecimiento epidermales (EGFR), en segundo, los que inhiben 

receptores a factores de crecimiento vascular endotelial (VGFR) y finalmente, los que aún 
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están siendo probados en estudios pre-clínicos y de fase I y II (Yoong et al, 2011), los cuales 

están dirigidos a suprimir mensajeros químicos intracelulares con actividad proliferativa (Ras, 

MAPK, PI3K). 

 

  1.3 Cannabinoides. 

  Los cannabinoides son un grupo de moléculas que derivan de compuestos terpeno-

fenólicos, presentan una estructura química de 20 a 21 carbonos (Tabla 1), solubles en 

diversos disolventes orgánicos (Vinod, 2011), ellos son producidos en los pedúnculos 

foliados, tricomas y hojas de la planta C.sativa (Adams & Martin., 1996; Chakravarti et al, 

2014; Galve et al, 2013; Vinod., 2011; Brown et al, 2013; Nikan et al, 2016). Se conocen 

aproximadamente 60 a 90 tipos de compuestos cannabinoides aislados de la planta 

(Velasco et al, 2012), los cuales activan distintas respuestas fisiológicas en la célula 

mediante sus receptores en la membrana plasmática (Brown et al, 2013; Chakravarti et al, 

2014; Galve et al, 2013). El Δ9-tetrahidrocanabinol y sus derivados fueron los primeros 

agonistas cannabinoides en ser estudiados por sus efectos psicotrópicos en el sistema 

nervioso (Adams and Martin, 1996; Di Marzo & De Petrocellis, 2012; McAllister et al, 2002; 

Bifulco & Di Marzo, 2002).   

 

 1.3.1 Clasificación de los Cannabinoides 

 

  Los cannabinoides se clasifican en tres grupos (Tabla 1): los fitocannabinoides, que 

derivan de la planta C. sativa,  los endocannabinoides, producidos de manera endógena por 

las células y finalmente los cannabinoides sintéticos, desarrollados en el laboratorio (Brown 

et al, 2013; Chakravarti et al, 2014; Nikan et al, 2016; Pertwee, 2010; Sarfaraz et al, 2008; 

Vinod, 2011). Los fitocannabinoides se caracterizan por  inducir efectos psicoactivos y 

analgésicos, principalmente, mientras que los endocannabinoides ejercen efectos 

fisiológicos tales como, diferenciación, proliferación de células troncales, eventos 

reproductivos y neuroprotectores (Batista et al, 2012; Galve et al, 2013; Vinod., 2011). 
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Chakravarti y colaboradores, proponen una sub-clasificación dentro de los cannabinoides 

sintéticos basada en la estructura molecular de los agonistas (terpeno-fenólicos, 

dibenzopiranos o ecosanoides) y en la selectividad que estos presentan sobre los receptores 

cannabinoides (CB-R). La clasificación incluye: los cannabinoides clásicos, estos son 

desarrollados a partir de la extracción de la planta C.sativa y presentan una baja selectividad 

para ambos receptores; los cannabinoides no clásicos, que se caracterizan por presentar 

una estructura con anillos dibenzopiranos bicíclicos y tricíclicos análogos a la estructura del 

Δ9 –THC, ellos presentan potente selectividad para ambos receptores; los 

aminoalquilindoles, compuestos puramente sintéticos que exhiben una mayor selectividad 

por el receptor CB2  y los ecosanoides, ligandos sintetizados a partir de los 

endocannabinoides  que presentan mayor selectividad por el receptor CB1 (Chakravarti et al, 

2014; Bosier et al, 2010; Pertwee, 2010). 
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Tabla 1. Representación y clasificación de ciertos cannabinoides con sus funciones farmacológicas más 

importantes (Cuadro modificado de B. Chakravarti., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cannabiniode 

 

Estructura 

 

Funciones 

 

Endocannabinoides 

 

Anandamida (AEA) CB1 

  

Analgésico, antiemético, 

estimulante del apetito, inhibidor 

del crecimiento tumoral. 

 

2-araquidonoilglicerol (2-AG) 

CB1/2 

  

Analgésico, antiemético, 

estimulante del apetito, inhibidor 

del crecimiento tumoral. 

 

Fitocannabinoides 

 

Δ9
 Tetrahidrocannabiol 

(Δ9
THC) CB1/2 

  

Analgésico, antiemético, 

estimulante del apetito, inhibidor 

del crecimiento tumoral. 

 

 

Cannabidiol (CB1/2) 

  

Agente antitumoral, 

antiinflamatorio. 

 

 

 

Sintéticos 

 

 

CP-55,940 (CP) CB1/2 

  

Analgésico, antiemético, 

estimulante del apetito, inhibidor 

del crecimiento tumoral. 

 

 

      R-Met-anandamida (CB1) 

  

Analgésico, antiemético, 

estimulante del apetito, inhibidor 

del crecimiento tumoral. 



 

 17 

  1.3.2 Sistema Endocannabinoide. 

 El sistema endocannabinoide está compuesto por dos receptores, denominados receptores 

cannabinoides (CB-R), de los cuales se han identificado dos tipos (CB1 y CB2), ligandos 

endógenos (Anandamida y el 2-acilglicerol) y enzimas de regulación, síntesis y degradación 

(Bosier et a, 2010; De petrocellis and Di Marzo, 2009; Pertwee, 2010; Van Dross et al, 2013; 

Velasco et al, 2016; Wang & Ueda, 2009). Los receptores cannabinoides son proteínas 

transmembranales acopladas a proteínas Gi (GPCR´s) (Di Marzo & De Petrocellis, 2012) y 

se encuentran ampliamente distribuidos en todo el cuerpo (Bosier et al, 2010; Nikan et al, 

2016) (Figura 1). El receptor CB1 se expresa en mayor proporción en sistema nervioso 

central, preferentemente en el cerebro, hipocampo, ganglios basales y cerebelo (Grimaldi & 

Caspasso, 2011; Díaz and Ruiz, 2005; Sarfaraz et al, 2008). En tejidos periféricos, CB1 se ha 

encontrado en el tracto gastrointestinal, urinario, pulmón, corazón, adipocitos y aparatos 

reproductores (testículo y ovario), mientras que el receptor CB2 se asocia mayormente a 

tejidos del sistema inmune (Grimaldi & Caspasso, 2011; Bosier et al, 2010; Pertwe, 2010) y 

se expresa principalmente en órganos como son el bazo, el timo, en células sanguíneas y en 

microglía, además de localizarse en otros tipos de tejidos periféricos (Alexander et al, 2009; 

Wang & Ueda, 2009). 
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Figura 1. Sistema endocannabinoide. 1) Receptores  CB1 y CB2  son activados por ligandos. 2) Los 

principales ligandos “endocannabinoides” Anandamida (AEA) y 2-Acilglicerol (2-AG). 
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1.3.3 Metabolismo de Endocannabinoides. 

 

  Los endocannabinoides son moléculas lipídicas que contienen largas cadenas de 

ácidos grasos poliinsaturados, amidas, ésteres y éteres que derivan del ácido araquidónico 

(A.A) conjugado con etanolamida para anandamida (AEA) o glicerol para 2-acilglicerol (2-

AG) (Bifulco et al, 2006). Ellos son sintetizados a demanda de la célula, en respuesta a 

estímulos fisiológicos o patológicos, a partir de precursores fosofolipídicos en la membrana 

plasmática, NArPE para anandamida (Di Marzo et al, 1994) y DAG´s más araquidonoato 

para 2-acilglicerol ( De Petrocellis & Di Marzo, 2009; Grimaldi & Capasso, 2011; Pisanti et al, 

2013;  Zogopoulos, 2015). Dicha síntesis se lleva a cabo por la acción de enzimas sensibles 

a Ca2+, lo cual implica un aumento en los niveles de calcio intracelular (Di Marzo & De 

Petrocellis, 2009; Wang & Ueda, 2009; Galve et al, 2013).  

 

En la figura 2 se representa el metabolismo de los dos principales agonistas 

endocannabinoides (AEA y 2 –AG). Anandamida (AEA) se produce básicamente por una 

reacción de araquidoilación, catalizada por una aciltransferasa (NAT) en donde el ácido 

araquidónico es transferido desde la posición sn-1 de un glicerofosfolipido, el fosfatidilcolina 

(PC), hacia el grupo amino del  fosafatidil etanolamina (PE), formando al precursor (NArPE) . 

Dicha síntesis es una vía que involucra la transaciliación y la actividad  fosfodiesterasa 

(Maccarrone, 2002).  NArPE es hidrolisada a anandamida mediante una fosofolipasa D 

selectiva a N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD). Sin embargo existen otras rutas 

alternativas de hidrolisis; estas son mediante la acción de una α,β-hidrolasa-4 (ABHD4), 

seguido de la acción de una glicerofosfodiesterasa-1 (GDE-1) que catalizan la conversión de 

NArPE en liso- NArPE y  luego a glicero-anandamida, dando origen a anandamida. Otra de 

las rutas involucra la formación de NArPE mediante una fosoflipasa A (PLA) seguido de una 

transformación directa en AEA por una liso-fosofolipasa D (PLD) y por último, una ruta 

mediada por una fosfolipasa C (PLC) seguido de una activación de varias fosfatasas que 

convierten a NArPE en fosfo anandamida y posteriormente a anadamida (Batista et al, 2012; 

Brown et al, 2013; De Petrocellis and Di Marzo., 2009; Di Marzo and De Petrocellis; 2012; 

Fezza et al, 2014; Galve et al, 2013; Grimaldi & Caspasso, 2011; Hermanson & Marnett., 

2011; Wang & Ueda, 2009). La síntesis de 2-AG inicia mediante un precursor lipídico sn-1-
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acil-2-araquidonoilglicerol, el cual es convertido de manera directa a través de la acción de 

lipasas selectivas a DAG (DAGLs) α y β (Batista et al, 2012; Wang and Ueda, 2009). 

 

La degradación de los endocannabinoides ocurre por hidrolisis enzimática de sus enlaces 

amida y éster, las principales enzimas que catalizan esta reacción son la amino hidrolasa de 

ácido graso (FAAH) para anandamida, y la monoacilglicerol- lipasa (MAGL) para 2-

acilglicerol (De Petrocellis & Di Marzo, 2009; Maccarrone & Finazzi, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Componentes moleculares que conforman al sistema endocannabinoide. Receptores  CB1 y 

CB2  son activados por ligandos endocannabinoides (AEA y 2-AG). Los endocannabinoides son producidos 

a demanda de la célula, ellos requieren de proteínas transportadoras (EMT) para atravesar la célula. La 

biosíntesis se lleva a cabo mediante las enzimas N-aciltransferasa (NAT), N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-

PLD), diacilglicerol-lipasa (DAGL) y fosfolipasa C (PLC). La degradación se lleva a cabo mediante las 

enzimas acido graso aminohidrolasa (FAAH) y monoacil glicerol lipasa (MAGL). (Esquema modificado de 

Maltifano et al, 2011). 
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1.3.3 Vías de Señalización de Endocannabinoides 

 

  El sistema endocannabinoide activa diversas vías de señalización en respuesta a 

estímulos fisiológicos y patológicos. Dicha  señalización fue descrita de manera inicial en el 

sistema nervioso, donde se observaron  procesos de neuromodulación y neuroprotección 

(mediando la señalización de neurotransmisores excitadores o inhibitorios) (Mc Allister & 

Glass., 2002; Díaz & Ruiz., 2005). Estos procesos a nivel neuronal se ejercen 

constitutivamente mediante la estimulación de receptores cannabinoides que inactivan 

canales de calcio y aumentan la actividad de canales de potasio (De Petrocellis & Di Marzo., 

2009; Dalton et al, 2014; Batista et al, 2012; Mc Allister & Glass., 2002). Lo anterior es un 

mecanismo de señalización regulado por moléculas como la adenilato ciclasa, fosfoinositol 3 

cinasa y fosfolipasas.   

 

Los receptores cannabinoides  CB1 y CB2  son de tipo metabotrópico, acoplados a proteínas 

Gi/0 (inhibitorias) (Bosier et al, 2010, Díaz & Ruiz., 2005). Dichos receptores activan 

mecanismos que regulan procesos biológicos en la célula, los cuales comprenden la 

diferenciación, proliferación, supervivencia, apoptosis y metabolismo energético celular, en 

muchos tipos celulares (e.g. células troncales, embrionarias, mesenquimales y somáticas), 

esto culmina con respuestas fisiológicas como son, procesos reproductivos, desarrollo 

embiornario, procesos inflamatorios y conductuales, principalmente (Batista et al, 2012; 

Bifulco et al, 2008; Bosier et al, 2010; Velasco et al, 2012; Mc Allister  & Glass., 2002; Galve 

et al, 2013).  

 

Algunas de sus funciones señalizadoras más importantes se describen a continuación.  La 

inhibición en el aumento de AMPc inactiva a la cinasa A (PKA) asociada con la regulación en 

la expresión diferencial de genes implicados en diversas funciones energéticas y 

metabólicas de la célula. La vía MAPK-PI3K es un mecanismo de señalización por el cual se 

ha descrito que el sistema encodcannabinoide modula eventos de diferenciación, 

supervivencia y proliferación, mediante la activación de cinasas de estrés (ERK, p38, JNK) o 

por la estimulación de ciertos efectores clásicos de la vía GPCR´s,  tales como la cinasa C 

(PKC) o mediante la cinasa A (PKA) (Diaz and Ruiz, 2005), induciendo una transactivición 
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de los receptores a factores de crecimiento (RTK´s). Un ejemplo clásico de transactivación 

entre GPCR´s y RTK´s es la del receptor a factor de crecimiento epidermal (EGFR) (Díaz & 

Ruiz, 2005; Dalton et al, 2014), mecanismo regulado no solo por segundos mensajeros, sino 

también por la liberación de proteínas precursoras membranales que activan RTK´s o por la 

disociación de las subunidades de la proteína G heterotrimérica (Dalton et al, 2014; Díaz & 

Ruiz., 2005). A nivel núcleo, el sistema endocannabinoide activa algunos, factores de 

transcripción y/o moléculas de regulación, que ayudan a modular procesos celulares antes 

mencionados como son plasticidad neuronal (Krox-24), diferenciación celular y proliferación 

(c-Fos, c-Jun) (Díaz & Ruiz., 2005), inmunomoduilación y respuesta inflamatoria (PPAR´s) 

(Batista et al, 2012; De Petrocellis and Di Marzo, 2009; Dalton et al, 2014).   

 

De manera opuesta, en procesos antiproliferativos,  el sistema endocannabinoide conduce a 

una baja en la actividad de la vía PI3K/AKT (Calvaruso et al, 2012; Hermanson & Marnett, 

2011) mediante la  co-activación entre balsas lipídicas y la producción de ceramida (Bosier 

et al, 2010; Galve et al, 2013; Hermanson & Marnett., 2011; Van Dross et al, 2013), La 

síntesis y acumulación de ceramida también provoca estrés en el retículo endoplásmico (RE) 

y estimula la actividad de la cinasa dependiente de AMP (AMPK) induciendo autofagia.   

 

En un contexto patológico se ha visto que el sistema endocannabinoide regula la ansiedad, 

el dolor y la inflamación, mediante receptores vallinoides (TRVP1) y/o canales iónicos 

regulados por voltaje (Abrams & Guzman, 2015; Bosier et al, 2010; Mc Allister & Glass, 

2002). Por otra parte, la interacción entre ciclo-oxigenasas y endocannabinoides regulan 

respuestas inflamatorias, a través de  la enzima COX-2 la cual metaboliza al ácido 

araquidónico formando prostaglandinas y tromboxanos (Díaz & Ruiz., 2005). 
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En general, los receptores cannabinoides comparten funciones diversas, activando 

moléculas señalizadoras rio abajo, sin embargo, se ha discutido el papel de cada receptor de 

manera específica. Por un lado, el receptor CB1 generalmente está asociado a mecanismos 

neuromuduladores, incrementando la concentración de Ca2+ intracelular a través de la 

activación independiente de proteínas G. La acumulación de ceramida es un mecanismo de 

señalización promovido por el receptor CB1, mediante la ruptura de esfingomielina en la 

membrana celular, por la enzima, palmitoilserintransferasa (SPT), activando la producción de 

novo de este lípido, el cual, inhibe receptores a factores de crecimiento (Dalton et al, 2014; 

Bifulco et al, 2008; Bosier et al, 2010). El receptor CB2, por su parte, está localizado 

predominantemente en sistema inmune y su activación involucra la modulación y  liberación 

de citocinas, la migración de células inmunológicas, inflamación y regulación de la respuesta 

humoral y la vigilancia inmune (Dalton et al., 2014 Grimaldi & Capasso., 2011).  

El sistema endocannabinoide juega un papel central en diversas vías de señalización, que 

son reguladas por segundos mensajeros. En este apartado se mencionaron algunas vías 

implicadas en respuestas a estímulos fisoiológicos y patológicos , con lo cual, la actividad de 

los receptores activados por agonistas cannabinoides es de suma importancia en la 

homeostasis de la célula, de los tejidos y finalmente del organismo. 
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2. ANTECEDENTES   

 

  2.1 Cannabinoides y Cáncer 

 

  El cáncer es una patología que se caracteriza por presentar un desbalance en el 

metabolismo celular y una división descontrolada que permite formar masas celulares 

denominadas tumores. (Hanahan & Weinberg, 2011; Sarfaraz et al, 2014). Las célula 

tumoral requiere de procesos anabólicos que le permita aumentar la síntesis de proteínas, 

lípidos y ácidos nucléicos durante la progresión tumoral (Pisanti, 2013).  

 

El uso de cannabinoides (naturales, sintéticos y endógenos) en modelos con líneas 

celulares, ha sido exitoso para regular procesos tumorales (crecimiento celular, 

supervivencia, proliferación y arresto del ciclo celular) (Bifulco et al, 2008). Dichas 

propiedades fueron descritas hace más de 35 años  por Munson y colaboradores, quienes 

demostraron utilizando distintos cannabinoides  en células de adenocarcinoma de pulmón en 

ratón, una disminución de tamaño en el tumor ( Munson et al, 1975; Grimaldi & Capasso, 

2011; Sarfaraz et al, 2008). De Pertrocellis y colaboradores en 1998, evaluaron los efectos 

antiproliferativos de anandamida a diferentes concentraciones en células epiteliales de 

mama (De Petrocellis et al, 1998; Bifulco et al, 2006). La acción inhibitoria de los 

cannabinoides ha sido descrita mediante estudios realizados en modelos in-vitro, tanto en 

animales como en líneas celulares transformadas (cerebro, mama, próstata, colorectal, piel, 

tiroide, útero, cérvix, páncreas, leucemia y linfoma, entre otros) (Chakravarti et al, 2014; 

Hermanson & Marnett, 2011; Guindon & Hohmann et al, 2011; Sarfaraz et al, 2014; Pisanti., 

2013; Velasco et al, 2016; Zogopuolos, 2015).  

 
En cáncer, se ha observado mediante distintos estudios, que bajo condiciones anormales, el 

nivel de endocannabinoides y de sus receptores puede variar (Hermanson & Marnett, 2011; 

Maltifano et al., 2011). Un aumento transitorio parece indicar una reacción adaptativa para 

mantener la homeostasis cuando el sistema se ve agudamente perturbado por eventos 

tumorales (Hermanson & Marnett, 2011). 
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 En varios tipos de tumores, los niveles de endocannabinoides aumenta, esto se ha 

observado al  ser comparado con sus contrapartes normales, en glioblastoma, cáncer colon-

rectal y cáncer de próstata (Petersen G et al, 2005; Ligresti et al 2003; Herrero O et al, 

2009). La  expresión de los receptores en muchos tipos cáncer de también se ha visto 

aumentada al ser contrastado con tejidos normales (Hermanson & Marnett, 2011). 

 

  2.2 Mecanismos antitumorales de los cannabinoides  

 

  Los cannabinoides inhiben progresión tumoral mediante mecanismos que involucran 

una variedad de mensajeros químicos. Cianchi y colaboradores, evaluaron los efectos de 

dos agonistas sintéticos; 2-araquidonoilcloroetanolamida (ACEA) y CB13 en células de 

cáncer colorectal, a través de la regulación del factor de necrosis tumoral-α (TNF- α), 

mediado por la síntesis de ceramida de novo, observando que ambos cannabinoides 

indujeron la actividad de la caspasa 3 con respecto al control (Cianchi et al, 2014). 

 

 La estimulación de los receptores cannabinoides en líneas celulares tumorales induce la 

síntesis de novo de ceramida, la cual provoca estrés en el retículo endoplásmico, 

aumentando la actividad de la proteína transcripcional nuclear 1 (Nupr-1 o también llamada 

p8), así como su efector, la pseudo cinasa TRIB3, conduciendo hacia la autofagia, 

mecanismo que es regulado por el eje AKT/mTOR (Salazar  et al, 2013; Salazar  et al, 2009; 

Carracedo et al, 2006 ).Se ha demostrado que un tratamiento sostenido con agonistas 

cannabinoides induce apoptosis en células tumorales, nuevamente mediante la producción 

de ceramida, la cual inhibe moléculas como ERK y PI3K/AKT (Figura 3) (Greenhough et al, 

2007; Ellert-Miklaszewska et al, 2005;  Folgli et al, 2008; Sarfaraz  et al, 2006; Galve-Roperth 

et al, 2000). También se ha observado arresto del ciclo celular en la transición G1/S a través 

de la inhibición de la proteína AKT y mediante la inducción de una baja actividad de ciclinas 

(D, E) y ciclinas dependientes de cinasas (cdk-2,4 y 6) disminuyendo la actividad de la 

proteína retinoblastoma (pRb) que en estado hipofosforilado regula negativamente la 

proliferación, alterando la función del factor  de transcripción E2F, esencial para la 

progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo celular ( Caffarel et al, 2006; Galanti et al, 

2008; Laezza et al, 2006; Hermanson & Marnett, 2011). A través del metabolismo del ácido 
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araquidónico, los cannabinoides regulan mecanismos proliferativos en células tumorales, 

esto se observó en un estudio donde se empleó,AEA y Meth- AEA, observando que dichos 

agonistas indujeron muerte apoptótica en células tumorales de colon que expresaron a la 

alta COX-2 (Grimaldi & Caspasso et al, 2011; Flogi et al, 2008; Hermanson & Marnet et al, 

2011).  

 

Se ha sugerido que la acción antiproliferativa de los endocannabinoides esta acompaña 

también de la activación de miembros pro-apotóticos como BCL-2 (Cridege & Rosengren, 

2013; Grimaldi & Capasso, 2011; Guindon et al, 2011; Hermanson & Marnett, 2011; Matifano 

et al, 2011; Pisanti, 2013), citocromo c, H2O2 intracelular y de calcio, los cuales conducen a 

mecanismos de muerte intrínsecos (Guindon et al, 2011). La producción de especies 

reactivas de oxigeno (ROS), activa caspasas tanto iniciadoras como ejecutoras siendo este 

otro proceso por el cual los cannabinoides inducen muerte en células tumorales (Clavarusso 

et al, 2012) . Altos niveles de ROS provocan autofagia al incrementar la actividad de 

mediadores específicos de estrés en retículo endopalsmático. (p8, CHOP, TRIB-3 y GRP-78) 

(Carracedo et al, 2006; Velasco et al, 2012; Velasco et al, 2016). 

 

Generalmente se ha asociado la actividad antitumoral en ambos receptores cannabinoides, 

en el caso del receptor CB1, los mecanismos que conducen hacia eventos de muerte se 

sustentan a través de la inhibición de las vías RAS-MAPK,  PI3K/AKTy la producción de 

ceramida (Aviello et al, 2012; Pisanti et al, 2013), mientras que el receptor CB2 muestra sus 

efectos activando moléculas del sistema inmune (interleucinas y el receptor TNF-α) que 

actúan finalmente sobre caspasas iniciadoras (8, 9) y ejecutoras (3) (Bifulco & Di Marzo., 

2002). 
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Figura 3.  Vías de señalización que inhiben los cannabinoides en células tumorales para conducir a 

muerte celular. Receptores a cannabinoides CB1/2 regulan procesos tumorales mediante la inhibición de 

vías oncogénicas que son activadas por receptores con actividad tirosina-cianasa (RTK) o a través de la 

activación de moléculas pro-apoptóticas; ceramida, cinasas de estrés (p8, ATF-4 y TRIB-3) y caspasas). 

Esquema modificado de Díaz-Alonso et al., 2012; Sarfaraz et al., 2008. 

 

 

 

 (Tomado de: Izzo, 2010). 
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 2.3 Cannabinoides en cáncer gástrico 

 

  Los receptores cannabinoides se expresan en el sistema gastrointestinal, en neuronas 

sensoriales del sistema entérico, terminales colinérgicas, en mucosas de estómago y de 

colon, siendo predominante el receptor tipo CB1. (Coutts & Izzo, 2004; Massa et al, 2005; 

Schicho & Storr, 2011). Las funciones fisiológicas del receptor CB1 en el tracto 

gastrointestinal involucran la regulación de la secreción gástrica, sensación de vacío gástrico 

y motilidad intestinal (contracción del musculo liso y la peristalsis). En condiciones 

patológicas  CB1 regula dolor, diarrea y gastroenteritis (Massa et al, 2005). El receptor CB1 

está relacionado con las en diferentes regiones del tracto digestivo mediante la reducción de 

acetilcolina, además el receptor posee actividad antiulcerativa debido a su efecto como 

regulador de secreción gástrica ( Burdyga et al, 2004). Trabajos realizados demostraron que 

CB1 disminuyó la secreción gástrica (Adami et al, 2002) e indujo efectos antieméticos 

mediante la activación en áreas del cerebro involucradas con la emésis, incluyendo nervios 

vagos y núcleos motores de los nervios vagos (Tramer et al, 2001; Van Sickle et al, 2001). El 

receptor CB2 se asocia a condiciones patológicas durante procesos inflamatorios en 

pacientes con intestino irritado en donde se observó un aumento en la expresión de sus 

receptores (Schicho & Storr, 2011). El efecto antitumoral de los cannabinoides en células del 

tracto gástrico ha sido demostrado recientemente, sin embargo no se conocen los 

mecanismos asociados a estos efectos. Xian et al, 2010 emplearon un cannabinoide 

sintético WIN 55,212-2  a diferentes concentraciones (1, 2.5, 5, 7.5 y 10 μM) en líneas 

celulares gástricas AGS y MNK de humano, en donde observaron una disminución en la 

expresión de AKT fosforilada, una disminución de la viabilidad celular a partir de 5 μM y una 

baja regulación de metaloproteasas y factores de crecimiento involucrados en procesos 

metastásicos. También, observaron que dichas líneas celulares expresaron ambos 

receptores CB´s, proponiendo posibles mecanismos de acción antitumoral de los 

cannabinoides.  
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Otro estudio realizado por el mismo grupo de trabajo en el año 2011, demostraron en las 

mismas líneas celulares, que el cannabinoide sintético WIN 55,212-2 indujo arresto del ciclo 

celular  en la fase G0/G1 a una concentración de 5 μM, además demostraron que dicho 

cannabinoide estimuló la actividad de ERK  y disminución de la actividad de AKT fosforilada 

lo que condujo  al arresto del ciclo celular. Por otra parte, demostraron que el tratamiento 

con el agonista indujo una expresión a la baja de ciertas cinasas dependientes de ciclinas 

que promueven la transición del ciclo celular y por el contrario se observó un aumento en la 

expresión de proteínas que detienen el proceso del ciclo celular (Park et,al 2011). Sin 

embargo, la información en modelos gástricos es limitada por lo que es necesario ampliar el 

estudio de los cannabinoides en el sistema gastrointestinal, probando diferentes agonistas 

con el fin de aportar nuevos conocimientos que refuercen lo que hasta ahora se sabe. En 

este trabajo se utilizó como modelo la línea celular de adenocarcinoma gástrico humana 

AGS debido a que se ha empleado poco en estudios con cannabinoide. Esta línea proviene 

de células epiteliales gástricas normales y fue  extraída de un tumor primario de un paciente 

de origen caucásico, ha sido genotipificada, por lo cual se sabe que presenta mutaciones en 

proteínas claves para el desarrollo y mantenimiento tumoral como son KRAS y PI3K (Kirian, 

2008). AGS es una línea transformada ya establecida por ATCC y se caracteriza por 

presentar una alta confluencia y adhesividad en cultivo celular (Kirian, 2008; Park et al, 

1994).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Hasta ahora se han comenzado a enfatizar los efectos antitumorales (disminución de la 

proliferación y activación de vías apoptóticas)  producidos por los agonistas cannabinoides 

en modelos tumorales tanto en líneas celulares como en modelos con animales. Como 

terapéuticos han sido aprobados como agentes paliativos para el control de los efectos 

(náusea, vómito, dolor y pérdida del apetito) producidos por terapias para tratar el cáncer 

(quimioterapia y radioterapia) (Chakravarti et al., 2014; Pertwee, 2006). Por lo anterior, la 

evaluación de los diferentes agonistas cannabinoides (endógenos y sintéticos) en un modelo 

celular gástrico, permitirá comprender los efectos y comparar los posibles tipos de muerte 

que lleven a demostrar la participación positiva de los cannabinoides en cáncer . 

 

4. HIPÓTESIS 

 

  El tratamiento con los agonistas cannabinoides AEA, Meth-AEA y CP-55,940 a distintas 

concentraciones y diferentes periodos de tiempo, inducen cambios morfológicos, 

disminución de la viabilidad y activación de vías asociadas a muerte celular en la línea 

tumoral gástrica humana AGS.   
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

 

Evaluar los efectos antitumorales de los agonistas  cannabinoides AEA, Meth-AEA y CP-

55,940 en la línea gástrica humana AGS.  

 

5.2 Objetivos Específicos  

 

 Evaluar la morfología de la línea tumoral gástrica humana AGS tratada con los distintos 

agonistas cannabinoides  a diferentes tiempos utilizando microscopia de contraste de fases. 

 

 Evaluar la viabilidad celular de la línea tumoral gástrica humana AGS con los diferentes 

agonistas canabinoides a diferentes concentraciones, mediante la técnica de viabilidad por 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-difeniltetrazolio bromida). 

 

 Analizar los cambios en el perfil electroforético del DNA en presencia de los diferentes 

agonistas cannabinoides  y analizar los posibles tipos de muerte celular en la línea tumoral 

humana AGS empleando electroforesis. 

 

 Identificar los posibles tipos de muerte en la línea tumoral humana AGS tratada con los 

diferentes agonistas a canabinoides mediante citometría de flujo. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Cultivo celular 

 

      La línea celular AGS (Adenocarcinoma Gástrico Humana ATCC, CRL-1739) se cultivó 

partiendo de un segundo pase de sembrado, en botellas T-75 (CorningTM)  con medio F-12 

HAM suplementado con suero fetal bovino (SBF) al 10% e incubado a 37°C y 5% de CO2. 

Las células se crecieron hasta obtener un 70% de confluencia en el cultivo.  A las 24 horas 

las células fueron resembradas empleando los siguientes recipientes de cultivo; placas de 24 

pozos (0.5 ml),  cajas petri de 35 x 10 mm y placas de 6 pozos (2.5 ml), dependiendo del tipo 

de protocolo experimental a estudiar.  

 

6.2 Reactivos. 

 

        Los diferentes fármacos utilizados fueron Anandamida (AEA) (Cat. No. 1339) y (R)-(+)-

Meth-anandamida (Meth) (Cat. No. 1121)  adquiridos de TOCRIS Bioscience (Bristol, BS, 

UK). CP-55,940 (Cat. No. 83002-04-4) se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA, USA). Dimetilsulfoxido (DMSO) (Cat. No. 0231-500 ml) AMRESCOTM. Como controles 

positivos empleamos estaurosporina (Cat. No. S6942). Para el estudio de viabilidad celular, 

empleamos el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT) de Sigma Chemical 

Co. (St Louis, MO, USATM) (Cat. No. 298-93-1). Para los cultivos de la línea gástrica AGS 

empleamos el medio de cultivo Ham F-12 (Lot.1556053), tripsina (Cat. No. 25-200-114) y 

suero fetal bovino (SBF) (Cat. No. MT35011CV) de Gibco (Life TechnologiesTM). Para la 

electroforesis empleamos los marcadores de peso molecular (100 bp) de AMRESCOTM 

(Código K180-250).  Para el estudio de citometría empleamos FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit with 7-AAD (Cat. No. 640922) (BioLegend, San Diego, CA, USATM). El resto de 

los reactivos utilizados fueron de grado analítico y obtenido de recursos comerciales 

reconocidos. 
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6.3 Tratamiento con agonistas cannabinoides 

 

  Para realizar los diferentes ensayos, la línea celular de adenocarcinoma gástrico 

humana (AGS) fue tratada con los diferentes agonistas  cannabinoides, Anandamida (AEA), 

(R)-(+)-Meth-anandamida (Meth-AEA), CP-55,940 (CP) y sus respectivos controles a 

diferentes concentraciones (0.5µM, 2.5µM y 5µM), las cuales fueron determinadas mediante 

una curva dosis-respuesta (IC50) y respaldadas por estudios realizados en líneas tumorales 

gástricas (Xian et al, 2010; Park et al, 2011) a diferentes tiempos (24, 48 y 72 hrs) según el 

protocolo diseñado en cada experimento.  

 

 6.4 Evaluación Morfológica 

 

  Se evaluó la morfología de la línea celular de adenocarcinoma gástrico (AGS) por 24, 

48 y 72 horas de tratamiento con los diferentes agonistas cannabinoides (AEA, Meth-AEA y 

CP-55,940) a diferentes concentraciones (0.5 µM, 2.5 µM y 5 µM) y los respectivos controles 

tratados con dimetil sulfoxido (DMSO). Los cambios morfológicos fueron observados 

utilizando un  microscopio invertido en contraste de fases, denominado, lector multimodal de 

imágenes celulares (Cytation 5TM). Las imágenes se observaron con objetivo 20x. Las 

imágenes se procesaron mediante el software Gen5™ de BioTek. 

 

 6.5 Ensayo de viabilidad celular por MTT  

 

  La viabilidad de la línea celular fue determinada mediante el  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

difeniltetrazolio bromida (MTT) (Cat. No. 298-93-1). Las células fueron resembradas en 

placas de 24 pozos, a una densidad de 7x105 células por pozo, se dejaron adherir durante la 

noche, posteriormente fueron tratadas con los diferentes agonistas cannabinoides  (AEA, 

Meth-AEA, CP-559,40) a una concentración de 5 μM durante 24 horas, los respectivos 

controles fueron tratados con dimetilsulfoxido (DMSO) (Cat. No. 0231-500ml). 

Posteriormente se añadió el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT)  100 µl 

por pozo y se incubó  por 3 horas a 37°C. Una vez terminada la incubación, se retiró el 
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medio de cultivo y la reducción del (MTT)  a cristales de formazan se determinó diluyendo el 

precipitado con 200 µl de DMSO, tomando 100 µl sobre una placa de 96 pozos para su 

lectura a 595 nm, usando un lector de ELISA (iMark microplate readerTM, Bio Rad). Los datos 

obtenidos en este ensayo fueron por triplicado y se analizaron mediante una prueba de 

ANOVA de una vía, seguido de una pureba post-hoc (Tukey).   

 

 6.6 Evaluación de la Fragmentación del DNA por Laddering. 

 

  La línea celular AGS humana fue resembrada en cajas petri de 35 x 10mm a una 

densidad de 7x105 células, tratadas con los diferentes agonistas  cannabinoides (AEA, Meth-

AEA y CP-55,940) a 5 µM y un control positivo de muerte apoptótica, para el cual se empleó 

un inhibidor de cinasas, descrito como inductor de muerte apoptótica, estaurosporina (STS) 

(Sigma AldrichTM, Cat. No. S6942) a una concentración de 0.5 µM por 24 horas. Se realizó la 

extracción del DNA conforme a las indicaciones del protocolo de extracción para cultivo 

celular, QIAamp DNA mini kit (Cat.51304) QIAGEN. Se cuantificó la concentración y pureza 

empleando el espectrofotómetro (NanoDrop 2000TM, ThermoFisher). Se analizó el perfil 

electroforético para lo cual se emplearon 10 μL de DNA obtenido de cada condición 

experimental. Se evaluó la integridad del DNA empleando un gel de agarosa al 1% con 

bromuro de etidio sometiéndolo durante 20 minutos a 100 volts. Los perfiles electroforéticos 

se observaron empleando un fotodocumentador por fluorescencia (Fusion Fx5TM). Este 

ensayo fue repetido por triplicado con su respectivo control positivo de muerte (STS). 
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 6.7 Citometría de flujo 

 

  Con el propósito de evaluar los tipos de muerte celular presentes, la línea gástrica AGS 

fue expuesta a los diferentes cannabinoides (AEA, Meth-AEA y CP-55,940) por 24 horas a 5 

µM con sus respectivos controles (control positivo, estaurosporina (STS) y control negativo, 

sin tratamiento), sobre una placa de 6 pozos, a una densidad de 1x106 células por pozo. 

AGS fue marcada con Annexina V (FITC) (Cat. No. 640922) y con 7-AAD (PE-Cy5) (Cat. No. 

640922) (BioLegend, San Diego, CA, USATM). Una vez realizado el tratamiento, se retiró el 

medio, se realizó un lavado con PBS y se recolectó la línea AGS, posteriormente se 

homogenizó  en 1 ml de buffer de fosfatos (PBS) en diferentes tubos eppendorf de 1.5 ml, 

conforme al diseño del  tratamiento con los agonistas. Se cuantificó la densidad celular por 

condición experimental, utilizando un contador de células (Cell Counter, Bio RadTM).  Con 

Annexina V se evaluó apoptosis (temprana y tardía) y con 7-AAD (7-Aminoactinomicina D) 

se evaluó necrosis. Las células fueron centrifugadas por 5 minutos, se retiró el sobrenadante 

(PBS) y se re-suspendieron en 1ml con buffer de de unión a Annexina V (1X). Se tomó de 

cada condición experimental 100 µl de la suspensión celular y se transfirió para cada caso a 

tubos de citometría de 5 ml, a cada tubo se le añadieron 5 µL de Annexin V (FITC), se 

incubó a temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos y posteriormente se llevó a un 

volumen final de 400 µl con el Buffer de unión a Annexina V (1X). Se realizó el mismo 

procedimiento para el 7-AAD (7-Aminoactinnomicina D), sin embargo, en este caso se 

añadió 10 µl de 7-AAD (PE-Cy5) en un tubos de citometría de 5 ml. Cada condición fue 

analizada utilizando un citómetro de Flujo (Attunne Nxt Flow Cytometer, from Life 

Technologies, Thermo Fisher Scientific, Calif, USATM) y los datos se procesaron mediante 

FlowJo software 10.1 (Tree Star. Ashland, Or, USATM). 
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  6.8 Análisis Estadístico. 

 

  Los resultados representan el valor de la media ± el error estándar de la media (S.E.M) 

de cada experimento por triplicado. Se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) 

seguido de una prueba post-hoc (Tukey´s). El valor de p<0.05 se considero significativo. El 

análisis fue realizado empleando el software SPSS versión 20.   

 

7. RESULTADOS 

 

7.1  Cambios morfológicos en la línea celular AGS durante el tratamiento con los 

agonistas cannabinoides. 

 

  Microfotografías en contraste de fases representativas demuestran cambios 

morfológicos en la línea celular de adenocarcinoma gástrico humana AGS desde las 24 

hasta las 72 horas de tratamiento con los agonistas cannbinoides AEA, Meth-AEA y CP-

55,940 (Figura 4-6). La línea humana AGS en condiciones control (DMSO) (A) presenta una 

morfología poligonal definida, alta densidad celular con un crecimiento continuo y adherente. 

 

En presencia de anandamida (Fig. 4) la línea AGS humana presenta un encogimiento 

celular, pérdida de la turgencia y una aparente disminución de células adherentes (B-D). A 

tiempos prolongados (48 y 72 horas) y a mayor concentración estos cambios fueron más 

evidentes y se observa un menor número de células, encogimiento, compartamentalización 

así como una degradación parcial del soma con formación de detritos. En presencia de 

Meth-AEA (Fig. 5) se observa encogimiento celular entre 24- 72 horas a 0.5 µM, 

comparando la morfología ocurrida en presencia de AEA. La morfología se altera 

significativamente exhibiendo una forma más alargada, parecida a fibroblastos (E-G) y a las 

72 horas se observa una disminución de células, degradación y formación de detritos. En  

presencia de CP-55,940 (Fig. 6) desde las 24 horas se inician los cambios, hay 

encogimiento celular que se observa en los tratamientos con AEA y  con Meth-AEA,  pérdida 

de la adherencia y disminución de células, estos aspectos se mantiene hasta las 72 horas a 

2.5 μM y 5 µM en donde la pérdida celular y la degradación se hacen más evidentes. 
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Figura 4. Microfotografías de contraste representativas que muestran los cambios morfológicos de la 

Anandamida (AEA) a diferentes concentraciones (0.5, 2.5 y 5 µM) en la morfología de la línea celular 

gástrica AGS expuesta a diferentes periodos de tiempo (24, 48 and 72 h). A representa el control tratado 

con DMSO por 3 DIV; B, C y D células tratadas con AEA (0.5 µM a diferentes tiempos); E, F y G células 

tratadas con AEA (2.5 µM a diferentes tiempos); H, I and J células tratadas con AEA (5 µM a diferentes 

periodos de tiempo). En los insertos se muestran aspectos morfológicos representativos. Las micrografías 

fueron obtenidas empleando un microscopio digital (Cytation™ 5, Biotek). Escala: 100 µm. 
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Figura 5. Microfotografías de contraste representativas que muestran los cambios morfológicos de la 

(R)-(+)-Methanandamide  (Meth-AEA) a diferentes concentraciones (0.5, 2.5 y 5 µM) en la morfología de 

la línea celular gástrica AGS expuesta a diferentes periodos de tiempo (24, 48 and 72 h). A representa el 

control tratado con DMSO por 3 DIV; B, C y D células tratadas con Meth-AEA a 0.5 µM a diferentes tiempos; 

E, F y G células tratadas con Meth-AEA a  2.5 µM a diferentes tiempos; H, I and J células tratadas con Meth-

AEA 5 µM a diferentes periodos de tiempo. En los insertos se muestran aspectos morfológicos representativos. 

Las micrografías fueron obtenidas empleando un microscopio digital (Cytation™ 5, Biotek). Escala: 100 µm. 
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Figura 6. Microfotografías de contraste representativas que muestran los cambios morfológicos del 

CP-55,940 (CP) a diferentes concentraciones (0.5, 2.5 y 5 µM) en la morfología de la línea celular 

gástrica AGS expuesta a diferentes periodos de tiempo (24, 48 and 72 h). A representa el control tratado 

con DMSO a 3 DIV; B, C y D células tratadas con CP a 0.5 µM a diferentes tiempos; E, F y G células tratadas 

con CP at 2.5 µM a diferentes tiempos; H, I and J células tratadas con CP 5 µM a diferentes periodos de 

tiempo. En los insertos se muestran aspectos morfológicos representativos. Las micrografías fueron obtenidas 

empleando un microscopio digital (Cytation™ 5, Biotek). Escala: 100 µm. 
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7.2 Evaluación de la viabilidad celular por 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio 

bromida (MTT). 

 

Se evaluó la viabilidad celular de la línea AGS humana en cultivos tratados con (AEA, Meth-

AEA y CP-55,940) empleando el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT) 

como un parámetro indirecto de actividad mitocondrial. En la figura 7 se observa la viabilidad 

de la línea AGS humana expuesta por 24 horas con los diferentes cannabinoides (AEA, 

Meth-AEA y CP-55,940). Observamos cambios similares en la viabilidad empleando los 

diferentes agonistas cannabinoides, estos efectos fueron dependientes de la concentración. 

Los efectos con los diferentes agonistas cannabinoides empleados muestran una 

disminución en la viabilidad  aproximada de un 20% a una concentración de 0.5 µM y hasta 

una disminución de un 40% a 5 µM con respecto al control. No observamos diferencias 

significativas entre los diferentes agonistas cannabinoides pero si con respecto al control (P< 

0.05)  
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 Figura  7. Efecto de los agonistas cannabinoides AEA, Meth-AEA y CP-55,940 sobre la viabilidad 

celular  en la línea gástrica humana AGS mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

difeniltetrazolio bromida (MTT). AGS fue tratada a diferentes concentraciones de cannabinoides (0.5, 

2.5 y 5 µM) evaluado a las 24 horas. Los resultados son mostrados como el porcentaje de viabilidad 

relacionado al control. Cada barra representa el promedio de n=3 experimentos (± S.E.M) por grupo. Se 

realizó un análisis ANOVA de una vía  seguido de una prueba post-hoc (Tukey) para comparar los 

tratamientos. *p< 0.05 denota el análisis estadístico de las diferencias con respecto al porcentaje del 

control. 
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7.3 Efectos en la fragmentación del DNA en la línea celular AGS gástrico, inducido por 

los agonistas cannabinoides mediante el ensayo de Ladder. 

 

  Con el objetivo de conocer los mecanismos de muerte asociados a los cambios 

morfológicos evaluamos los patrones de bandeo del DNA empleando la técnica 

electroforética de barrido de DNA en geles de agarosa al 1%. Empleamos los lisados de la 

línea AGS tratada con los diferentes agonistas a 5 µM por 24 horas. Utilizamos un inhibidor 

de cinasas de amplio espectro (estaurosporina, STS, 0.5 µM) como control de muerte 

apoptótica. La extracción del DNA de la línea AGS se realizó de acuerdo al protocolo 

QIAamp DNA Mini Kit (Cat.51304) (QIAGEN). En la figura 8 se observa un patrón de 

fragmentación del DNA (180 pb) de la línea AGS tratada con STS como control positivo de 

muerte apoptótica (Lizarbe, 2007). Las células AGS sin tratamiento no muestran 

fragmentación del DNA, mientras que los agonistas cannabinoides generaron un patrón de 

bandeo del DNA con características apoptóticas 
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7.4  Evaluación de los mecanismos de muerte mediante Citometría de Flujo. 

 

Figura 8. Ensayo de fragmentación del DNA y evaluación de los mecanismos de muerte en la 

línea tumoral AGS humana. La linea AGS fué tratada con AEA, Meth-AEA y CP-55,940 utilizando 5 

µM por 24 hrs. El carril Kb corresponde a los marcadores de peso molecular (3000-100 pb). Los 

carriles STS y C corresponden al control positivo de muerte apoptótica y a la condición control (sin 

tratamiento), respectivamente. Los carriles 4,5 y 6 corresponden a los tratamientos con los diferentes 

agonistas a canabinoides. En todos estos se muestra la fragmentación del DNA en fragmentos de 180 

pb. Se muestra una imagen representativa de una serie de 3 experimentos. 
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  Con el objetivo de evaluar los tipos de muerte presentes en la línea celular humana 

AGS, tratadas con cannabinoides, se realizó una citometría de flujo, empleando marcadores 

positivos de muerte, Annexina V para evaluar apoptosis y 7-AAD para evaluar necrosis. Las 

condiciones experimentales en las que se trataron las células AGS fueron las mismas que se 

emplearon para los estudios de fragmentación del DNA. Cada cuadrante en el grafico de la 

figura 9  representa un estado de muerte asociado a Annexina o a 7-AAD. Q1= necrosis Q2= 

apoptosis tardía/muerte celular Q3= apoptosis y Q4= células vivas. La población de células 

vivas disminuye en presencia de estaurosporina (STS), observándose un aumento de la 

población celular en estado apoptótico (Q2), en presencia de los agonistas cannabinoides 

AEA, Meth-AEA y CP-55,940 se aprecia un patrón de distribución de poblaciones similar al 

control de muerte positivo. Sin embargo, el mayor nivel de muerte apoptótica tardía se 

obtuvo con los tratamientos de AEA (80.20 unidades) y CP (75.4 unidades). Estos resultados 

en conjunto con el patrón de bandeo observado anteriormente, demuestran que la muerte 

celular programada de tipo apoptótica es el principal tipo de muerte asociado a los efectos 

antiproliferativos de los cannabinoides AEA y CP-55,940. No se observa claramente la 

presencia de eventos necróticos lo que hace presumir, en términos generales, que los 

eventos fueron transitorios entre apoptosis y apoptosis tardía. En el caso de  Meth-AEA se 

observa una transición directa de vivas hacia muerte tardía (58.94 unidades) comparado con 

AEA y CP-55,940, sin embargo, las densidades celulares para necrosis (Q1) y apoptosis 

temprana (Q3) son mayores en Meth-AEA, comparándolo con los otros agonistas (2.56 y 

41.1 unidades), lo que sugiere que las células expuestas a Meth-AEA  pueden migrar de 

vivas a muerte apoptótica tardía en 24 horas con un curso temporal más rápido, comparado 

con las condiciones en AEA y CP-55,940. 
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Figura 9. Análisis por Citometría de Flujo (Flow Jo Software). Inducción de apoptosis/muerte tardía 

empleando la concentración 5 μM de los agonistas AEA, Meth-AEA y CP-55,940 en la línea celular AGS 

expuesta por 24 hrs. Q1: Necrosis tardía, Q2: apoptosis tardía (verde), Q3: apoptosis temprana y Q4: células 

vivas. La figura muestra en la parte superior los paneles control; (A) negativo, sin tratamiento; (B) control 

positivo de muerte, poblaciones tratadas con Estaurosporina (STS); C, D y E  tratamientos con los agonistas 

cannabinoides (AEA, MET y CP-55940).  En la parte inferior de cada gráfico se añadió una tabla informativa 

de cada condición; RL1 = Annexina; BL3 = 7-AAD. 
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     En este trabajo se estudiaron los efectos inducidos por los agonistas cannabinoides AEA, 

Meth-AEA y CP-55,940 al evaluar la morfología, viabilidad celular y tipos de muerte celular 

en un modelo celular de adenocarcinoma gástrico humano (AGS). Estos efectos se 

estudiaron a diferentes concentraciones y tiempos. El estudio revela que los tres agonistas 

canabinoides ejercen alteraciones morfológicas y disminución celular cuando se emplearon 

a una mayor concentración y a tiempos más largos de exposición. En el ensayo de 

fragmentación se observa un patrón de degradación o fragmentación del DNA, indicando un 

posible efecto apoptótico. Los efectos más relevantes resultaron al evaluar la densidad por 

citometría de flujo los tipos de muerte apoptótica (temprana, tardía y necrósis), sugiriendo 

que AEA y CP-55940 son más efectivos para inducir mecanismos de muerte apoptótica, 

mientras que Meth-AEA es efectivo para inducir muerte tardía. 

El uso de cannabinoides como agentes antitumorales en diferentes estudios, desde cultivo 

celular hasta modelos con animales, ha demostrando que a concentraciones µM se 

favorecen efectos citotóxicos, inhibiendo el crecimiento de células malignas, procesos 

invasivos e inducción de muerte apoptótica, a través de mecanismos de señalización 

relacionados con la inhibición de proteínas mitogénicas (RAS-ERK/MAPK), estimulación 

sostenida de ceramida, activación de moléculas pro-apoptóticas como BCL-2, incremento en 

Ca2+ intracelular e inhibición de p21 (Guindon & Hohnmann et al, 2011; Maltifano et al, 2012; 

Abrams. D & Guzman M, 2015; Chakravarti et al, 2014; Sarfaraz et al, 2008). Los 

mecanismos antes mencionados conducen a eventos de muerte en la célula, siendo la 

autofagia y la apoptosis los más estudiados hasta ahora (Clavaruso et al, 2012; Maccarrone 

& Finazzi, 2003; Zogopolous, 2015). 

 

 

 

Los receptores CB1 y CB2, así como las enzimas de degradación, están incrementados en 

tejidos tumorales (Velasco et al, 2012). Este aumento está asociado con la agresividad del 

tumor (Maltifano et al, 2011; Velasco et al, 2016). En tejidos normales se ha observado que 
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la expresión de los receptores cannabinoides se mantiene por debajo y sin cambios 

drásticos en comparación con tejidos tumorales (Fowler et al, 2010; Maltifano et al, 2011).  

En células gástricas tumorales, se ha observado un aumento en la expresión de los 

receptores cannabinoides (línea HGC-27) (Miyato et al, 2009). Clínicamente el aumento en 

la expresión de los receptores en algunos tipos de cáncer, como por ejemplo, en carcinoma 

hepatocelular ha mostrado tener una mejor respuesta al tratamiento antitumoral 

comparándolo con aquellos con una menor expresión (Folgi & Breshi, 2008). En cáncer 

gástrico, estudios recientes en modelos in-vitro sugieren que el sistema endocannabinoide 

participa en eventos pro-apoptóticos. Xian y colaboradores  emplearon un cannabinoide 

sintético (WIN 55,212-2) observando la inhibición en la actividad de AKT dependiente de la 

concentración, así como un aumento en la actividad de caspasa 3 en células de 

adenocarcinoma gástrico humano (AGS y MNK) (Xian et al, 2010). Además, en otro estudio 

comprobaron que el mismo cannabinoide sintético WIN 55,212-2 indujo arresto celular en la 

fase G0/G1  (Park et al, 2011). Actualmente las enzimas de degradación de los 

endocannabinoides van tomando gran interés y se están proponiendo modelos in-vitro para 

evaluar los efectos anti-tumorales del sistema endocannabinoide mediante la inhibición 

catalítica de las mismas para el desarrollo de terapias farmacológicas en cáncer (Guindon & 

Hohmann., 2011).  

Los efectos mostrados por los tres cannabinoides probados en este trabajo posiblemente 

muestren características específicas debido a que cada ligando posee una selectividad 

funcional y diferentes intervalos de orden en cuanto a la eficacia y potencia sobre vías de 

transducción de señales en la misma célula (Bosier et al, 2010). Anandamida, posee una 

fuerte afinidad por el recetor CB1 (Pertwee., 2010) incidiendo sobre vías como ERK, Kras y 

p21, así como en el aumento de los niveles de calcio intracelular que conllevan al 

desacoplamiento de la mitocondria y a la liberación del citocromo C (Maccarrone & Agró., 

2003). CP-55,940 es un ligando que se une con la misma afinidad tanto a CB1 como a CB2 

(Chakravarti et al, 2014; Pertwee., 2010), esto le confiere un mayor espectro de funciones 

(Rinaldi- Carmona et al, 1996; Ortega et al, 2015), además, se ha demostrado que activa 

cinasas de estrés como JNK (Bosier et al, 2010). Coudaback y colaboradores determinaron 

la eficacia de CP-55,940 para activar diferentes cinasas e inducir apoptosis en células de 
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astrocitoma, con cambios en la expresión de los receptores (Coudaback et al, 2010; Brown 

et al, 2013). Por su parte, Meth-AEA es un análogo de anadamida con una afinidad mayor 

por el receptor CB1 (Chakravarti et al, 2014; Pertwee., 2010), se ha visto que en cáncer 

cervical produce efectos similares que el endógeno anandamida, inhibiendo la proliferación 

de células tumorales, junto con un aumento en la expresión de COX-2  así como un aumento 

en la síntesis de prostaglandinas, lo que lleva finalmente a la activación de vías apoptóticas 

(Brown et al, 2013). Lo anterior es un sustento de los efectos y mecanismos de los 

cannabinoides probados en el presente trabajo, en la  línea celular gástrica humana AGS.  

Ante todo esto surge una importante pregunta ¿Los efectos mostrados pueden observarse 

en células normales? Ortega y colaboradores, en 2015, probaron diferentes agonistas 

cannabinoides (Meth-AEA, WIN y CP-55940) en células de glioblastoma (C6 y U373) y en 

astrocitos primarios, observando que los efectos fueron diferentes. En células de 

glioblastoma hubo daño y mecanismos que condujeron hacia la muerte, mientras que en 

astrocitos primarios no se presentó ningún efecto notorio de daño celular, concluyendo que 

los cannabinoides son inocuos en células normales y que posiblemente están implicados en 

mecanismos totalmente diferentes (Ortega et al, 2015). Velasco y colaboradores mencionan 

que la viabilidad de células normales no se ve afectada, una vez que las condiciones 

cambian por acción de los agonistas cannabinoides basándose en diferentes estudios con 

distintas líneas tumorales (Velasco et al, 2016). Por lo tanto, la estimulación de los 

receptores  cannabinoides parece estar acoplada a diferentes mecanismos de señalización 

en células transformadas versus células no transformadas mostrando una acción 

selectivamente farmacológica y preferencial sobre células tumorales, sin embargo, debe 

existir una concentración de cannabinoides significativamente relevante, esto quiere decir, 

gran afinidad y mayor concentración (Fowler et al, 2010; Ortega et al, 2015; Velasco et al, 

2016). Hay dos factores que deben tomarse en cuenta para determinar la actividad 

antitumoral de los cannabinoides, la concentración y la duración del tratamiento. A bajas 

concentraciones (nM) se favorece la proliferación (Bifulco et al., 2006; Sarfaraz et al, 2014) y 

a concentraciones altas (4-10μM) se promueven efectos tóxicos (Alexander et al, 2009) 

inhibiendo la actividad de factores de crecimiento, los cuales inducen proliferación (Grimaldi 

& Caspasso, 2011; Fogli et al, 2008; Maltifano et al, 2011), así se benefician tipos de muerte 
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como la autofagia, apoptosis y necrosis, este último mediante la estimulación del ligando 

(TRAIL) ( Clavaruso et al, 2012; Maccarrone & Finazzi, 2003; Zogopolous, 2015)  

 

En este trabajo se observó que el tratamiento con los diferentes agonistas, promueve 

cambios morfológicos, como encogimiento y pérdida de tamaño, condensación del 

citoplasma y disminución de la densidad celular, estos efectos son dependientes de la 

concentración y del tiempo de exposición. el ensayo de viabilidad por MTT, los  

cannabinoides ejercieron una disminución celular significativa (p>0.05)  de un 40% a las 24h, 

IC50 (5 µM), con respecto al control sin tratamiento. Para evaluar los tipos de muerte celular 

presentes, realizamos el ensayo de fragmentación del DNA, en donde observamos un patrón 

de bandeo con características apoptóticas. Por otro lado, el ensayo de citometría sugiere 

que existe más de un tipo de muerte. La tinción con Annexina V/7AAD es un método 

bastante útil para diferenciar  entre muerte apotótica temprana y tardía (Stoddart., 2011). El 

7-AAD se intercala en el DNA por lo tanto debe de existir una pérdida en la integridad de la 

membrana para que la molécula sea capaz de atravesar hacia el núcleo, diferencia 

importante con Annexina V, que solo reconoce fosfatidil-serina en la cara externa de la 

membrana, ambas características son el fundamento de la técnica por citometría mepleada 

en este estudio. Se ha contemplado que la citometría de flujo no hace diferencias 

categóricas entre muerte apoptótica tardía y necrosis, esta estrategia metodológica nos 

proporciona información valiosa que nos hace pensar en la transición que se establece en la 

célula tumoral de un estado apoptótico temprano, hacia un estado de apoptosis tardía e 

incluso necrosis. Los cambios morfológicos, la disminución en la viabilidad celular, el patrón 

de fragmentación del DNA y los eventos de muerte mostrados en la citometría de flujo, son 

el primer paso hacia el desarrollo de futuros ensayos, con el fin de caracterizar un 

mecanismo molecular y ampliar el escaso conocimiento presente en modelos gástricos, sin 

embargo, esto también da elementos para asumir, en términos generales,  que los 

cannabinoides inducen eventos antitumorales. 
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Los agonistas canabinoides  (AEA, Meth y CP-55,940), como agentes antitumorales, son 

altamente selectivos y efectivos para favorecer procesos apoptóticos en células tumorales. 

El tratamiento con los agonistas cannabinoides indujo cambios morfológicos en la línea 

tumoral de adenocarcinoma gástrico AGS, estos resultó evidente desde las 24 horas y 

dependientes de la dosis y del tiempo de exposición, sin embargo, cada cannabinoide  

indujo cambios a diferentes tiempos, siendo CP-55,940 el que presentó una mayor eficacia 

en menor tiempo. Los efectos mostrados en el ensayo de viabilidad celular por MTT  

indicaron que los agonistas cannabinoides empleados poseen una gran capacidad 

antiproliferativa al disminuir de manera significativa la actividad metabólica de la línea 

tumoral gástrica AGS con respecto al control. En el ensayo de fragmentación del DNA se 

puedo afirmar la actividad pro-apoptótica de los cannabinodes, sin embargo, aún hay mucho 

que indagar en relación a los mecanismos moleculares por los cuales estos agonistas 

actúan en este modelo tumoral. En la citometría de flujo se apreció la transición entre los 

posibles tipos de muerte (apoptosis y/o muerte tardía).Finalmente, la originalidad de este 

trabajo radica en la comparación de los efectos inducidos por agonistas endógenos y por 

otro lado los sintéticos en donde se sabe poco en un modelo tumoral gástrico.  
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