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RESUMEN

El cannabidiol estd despertando un creciente inferés como agente antitumoral. Sin embargo, no se ha estudiado
su efecto en cdncer de ovario, uno de los tumores mds agresivos en mujeres. En el presente trabajo se ha eva-
luado, por primera vez, el potencial uso del cannabidiol en solucion y encapsulado en nanoparticulas funcio-
nalizadas con dcido folico en cdncer de ovario, ya que estos tumores sobreexpresan los receptores de dcido
félico, permitiendo una acumulacion selectiva de estas nanoformulaciones en las células tumorales. El can-
nabidiol en solucion inhibe la proliferacion y migracion de las células SKOV-3. En terapia de combinacion,
aumenta significativamente la eficacia antitumoral del paclitaxel, presentando un efecto sensibilizador y si-
nérgico. En los modelos in ovo, la administracion previa de cannabidiol en solucion seguido de su coadminis-
tracion con paclitaxel muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral significativamente superior
al paclitaxel en monoterapia. Las nanoparticulas desarrolladas son eficazmente internalizadas por las células
SKOV-3, presentando las nanoparticulas con dcido folico una captacion mds rdpida. Aunque en los estudios
de eficacia antitumoral in vitro las nanoparticulas funcionalizadas no presentan una actividad antiproliferativa
superior al cannabidiol en solucion o a las nanoparticulas no funcionalizadas, en los modelos in ovo su eficacia
antitumoral es significativamente superior, indicando que el desarrollo de nanoparticulas funcionalizadas
con dcido folico es una buena estrategia para vectorizar el cannabidiol a tumores de ovario. Por Gltimo, las
nanoparticulas de cannabidiol potencian el efecto antitumoral del paclitaxel, presentando las formulaciones
funcionalizadas con dcido folico una mayor eficacia que el cannabidiol en solucion.

ABSTRACT

Cannabidiol has become in a potential anticancer agent. Nevertheless, it has not been evaluated in ovarian
cancer, one of the most aggressive tumors in women. In this work, the potential use of cannabidiol in solution
and encapsulated into polymeric nanoparticles coated with folic acid was evaluated for the first time for the
treatment of ovarian cancer. Ovarian tumors over-express folic acid receptors and folic-acid-coated nanofor-
mulations trend to be selectively accumulated at tumor site. Cannabidiol in solution administered as mono-
therapy inhibits the proliferation and migration of SKOV-3 cells. In combination therapy, it significantly increases
the antitumor efficacy of paclitaxel, showing a sensitizer and synergistic effect. In ovo, the previous adminis-
tration of cannabidiol in solution followed by its co-administration with paclitaxel, shows a significantly higher
inhibitory effect on ovarian tumor growth than single paclitaxel. The developed nanoparticles are efficiently
uptaken by SKOV-3 cells, showing folic acid coated formulations a faster internalization. Although coated for-
mulations do not exhibit a higher in vitro antiproliferative effect compared to cannabidiol in solution or non-
coated formulations, in ovo its antitumoral efficacy is significantly higher. This indicates thatfolic acid-coated
nanoparticles represent a good strategy to target cannabidiol to ovarian tumors. Finally, cannabidiol-loaded
nanoparticles improve the in vitro antiproliferative effect of paclitaxel, showing folic acid-coated-formulations
a better efficacy than cannabidiol in solution.
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1. INTRODUCCION

El cancer constituye un importante problema de salud pi-
blica global, con una estimacion de mds de 23 millones de casos en
el aiio 2030 (1). En la poblacion femenina, el cdncer de ovario cons-
tituye una de las neoplasias mds importantes debido a su elevada
mortalidad, solo el 45 % de las mujeres presentan una tasa de su-
pervivencia superior a 5 afios. De hecho, esta patologia es conocida
como el "asesino silencioso", ya que en la mayor parte de los casos
(=80%) es diagnosticado en estadios avanzados de la enfermedad,
al presentar una sintomatologia inespecifica que se confunde con
otras patologias (2, 3), lo que dificulta el tratamiento y aumenta
considerablemente la mortalidad.

La reseccion quirdrgica del fumor constituye la principal
estrategia terapéutica, y suele combinarse con ofras estrategias dis-
ponibles, principalmente con quimioterapia, debido, sobre todo, al
riesgo de diseminacion de las células tumorales por la cavidad in-
traperitoneal durante la operacion (4, 5).Por lo general, los regi-
menes quimioterdpicos utilizados incluyen una combinacion de un
"compuesto de platino" (cisplatino o carboplatino) y un taxano (pa-
clitaxel o docetaxel). La doxorrubina, gemcitabina y ciclofosfamida,
entre otros, también son utilizados en el tratamiento de cdnceres
ovdricos (6).

Los tratamientos quimioterdpicos actuales son, en su ma-
yoria, muy toxicos y presentan efectos adversos considerables que
limitan la dosis utilizada y comprometen, en muchos casos, la ad-
herencia al fratamiento (7, 8). En este contexto, la aparicion de nue-
vos agentes anticancerigenos con una menor toxicidad y que
potencien la actividad de los tratamientos actuales resulta altamente
beneficioso, ya que nos permitirian reducir la dosis de los quimio-
terdpicos convencionales y, por consiguiente, los efectos adversos sin
repercutir en la eficacia terapéutica. Uno de estos nuevos potenciales
agentes antitumorales son los cannabinoides.

En las Gltimas décadas, los cannabinoides han surgido
como potenciales activos de interés en una gran variedad de pato-
logias tales como esclerosis mdltiple, epilepsia, dolor y cdncer (9,
10). De hecho, diversas formulaciones a base de cannabinoides estdn
comercializadas para el tratamiento de diversos trastornos. Preci-
samente, una de las patologias donde presentan un importante po-
tencial terapéutico es el cancer. Por un lado, los cannabinoides son
utiles como agentes paliativos, al combatir las nduseas y vomitos
relacionados con los fratamientos quimioterdpicos y el dolor rela-
cionado con el cdncer; de hecho, diversas formulaciones a base can-
nabinoides estdn comercializadas con este propdsito. Por otro, como
agentes antitumorales per se, al inhibir la proliferacion, migracion
e invasion de las células tumorales y al presentar un potencial efecto
coadyuvante con quimioterdpicos convencionales (11, 12).
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En terapia antitumoral, el cannabidiol es uno de los can-
nabinoides mds prometedores (13). Es el segundo fitocannabinoide
mds abundante, por detrds del A’-tetrahidrocannabinol, cuya prin-
cipal ventaja frente a ofros es la ausencia de efectos psicotropos (14).
De hecho, diversas investigaciones han demostrado que el CBD dis-
minuye los efectos psicétropos del A’-tetrahidrocannabinol (15). El
(BD ha demostrado un importante potencial anticancerigeno en
una gran variedad de tumores tales como cdncer de mama, prostata,
glioma, neoplasias hematoldgicas y tumores gastrointestinales,
entre otros (16-18). Sin embargo, el potencial antitumoral de los
cannabinoides en general y el CBD en particular, no ha sido eva-
luado en cdncer de ovario. No obstante, cabe destacar que el sistema
cannabinoide enddgeno, concretamente los receptores especificos
de cannabinoides tipo | se han encontrado sobreexpresados en tu-
mores de ovario, estando relacionada esta sobreexpresion con una
mayor agresividad de la enfermedad. Esto sugiere que los canna-
binoides pueden presentar un importante potencial terapéutico en
este tipo de fumores (19).

Ademds, el (BD ha demostrado ser ifil en terapia de com-
binacion al potenciar, por ejemplo, el efecto antiproliferativo de la vin-
blastina y vincristina en leucemia (20, 21) y de la femozolomida en
glioma (22, 23). De hecho, actualmente se estdn llevando a cabo di-
versos ensayos clinicos para evaluar el potencial del CBD en combinacion
con radioterapia y/o los tratamientos quimioterdpicos convencionales
en glioma, mieloma moltiple y tumores gastrointestinales
(NCT03607643, NCT03529448, NCT03246113).

Sin embargo, a pesar del potencial terapéutico del CBD
su elevada liposolubilidad dificulta el disefio y desarrollo de formu-
laciones eficaces, siendo necesario el uso de solventes no acuosos y
surfactantes para su administracion (24). El uso de nanoparticulas
poliméricas como trasportadores de (BD permitiria su administra-
cion en vehiculos acuosos. Ademds, desde el punto de vista terapéu-
tico, el uso de estos sistemas resultaria altamente beneficioso en
terapia antitumoral. El endotelio vascular alterado y el menor dre-
naje linfdtico que caracteriza a los tumores hace que los nanosiste-
mas tiendan a acumularse a nivel tumoral (25).

Por otro lado, la incorporacion de ligandos reconocidos
por receptores sobreexpresados en las células tumorales posibilitaria
una mayor captacion por parte de los tumores, incrementando la
eficacia terapéutica (26). En cdncer de ovario, un ligando promete-
dor es el dcido félico, ya que el 90 % de los tumores de ovario so-
breexpresan receptores de folato (27, 28). Por todo ello, en este
trabajo se han disefiado nanoparticulas poliméricas de CBD funcio-
nalizadas con dcido folico. Se selecciond el polimero biocompatible
y biodegradable PLGA, ya que estd aprobado por la FDA para di-
versas aplicaciones biomédicas.

El objetivo del presente trabajo de investigacion ha sido
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disediar, desarrollar y evaluar nanoparticulas poliméricas de CBD
eficaces para el tratamiento de cdncer de ovario en monoterapia o
en combinacion con agentes antineopldsicos convencionales.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

El CBD es de THC-Pharma (Alemania), y la DOX, CIS y
PTX, son de Fisher-Scientific (Espafia). El resomero de PLGA-RG®-
502 (PLGA-502) (v.i. 0.16-0.24 dL/,) de Evonik®(Alemania) y el
alcohol polivinilico de Sigma-Aldrich (USA). El dcido folico y todos
los reactivos de funcionalizacion son Fisher-Scientific (Espafia). Todos
los solventes orgdnicos utilizados (etanol, metanol, acetonitrilo y
diclorometano) son grado HPLC (Fisher-Scientific, Espaiia). El re-
activo MTT es de Sigma-Aldrich (USA). El medio de cultivo RPMI-
1640- GlutaMAX™ -1, la Tripsina (0.25 %), gentamicina (10 mg/ml),
glutamina y la matriz extracelular Gelirex® son de Gibco (Life-
Technologies, USA). El suero bovino fetal es de Biowest (Francia) y
el kit de apoptosis con Annexin-V FITCioduro de propidio (V13242)
de Invitrogen (Life-Technologies, USA).

2.2 Cultivos celulares

Las lineas celulares SKOV-3 y 0AW-42 de cdncer de ovario
son de American Type Culture Collection (ATCC) y de European Co-
llection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) respectivamente. Las
células se mantuvieron a 37 °Ccon un 5 % de CO,, utilizando RPMI-
1640 enriquecido con glutamina (200 mM) y RPMI-1640 Glute-
MAX™ como medio de cultivo para la células OAW-42 y SKOV-3
respectivamente. El medio de cultivo se suplemento con suero bovino
fetal (10 % v/v) y gentamicina (1 % v/v). Los experimentos se re-
alizaron entre los pases celulares 5-30.

2.3. Actividad antitumoral in-vitro del CBD,

2.3.1.Estudios de viabilidad celular

La actividad antiproliferativa del CBD,, se evalud en las
células 0AW-42 y SKOV-3. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos (1.5 104 células/ cm?) y se trataron (24 horas después) con
(BDsol (6.25-50 uM) durante 24 y 48 horas. La viabilidad celular
se determind mediante MTT. Como control negativo y positivo de
muerte celular se emplearon células tratadas con medio de cultivo
y Triton-X (1 % v/v), respectivamente. La solucion patron de CBD
se prepard en etanol absoluto (20 mM) y se diluyé con medio de
cultivo. Se calcularon los valores de Cls; de CBD utilizando el pro-
grama CompuSyn-Software (ComboSyn, ,USA). En células SKOV-3
también se evalud el efecto de concentraciones bajas de CBD (100-
1000 nM) tras 24, 48 y 72 horas de incubacion.
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2.3.2. Evaluacion de apoptosis
Las células SKOV-3 se trataron con CBD en solucion (20 y
30 M) durante 24 y 48 horas. A continuacion, las células se levan-
taron, tifieron con Annexin V-FITCy ioduro de propidio, y se man-
tuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se analizaron mediante el citémetro FACS Can Bec-
fon Dickinson, USA).

2.3.3. Ensayos de migracion celular

El efecto del CBD,,; en la migracion de células tumorales
de ovario se evalud en las células SKOV-3 (altamente invasiva) me-
diante:

Ensayo de “cierre de la herida”

Las células se sembraron en placas Ibidi de 8 pocillos a
una densidad de (55000 células/pocillo). Tras 24 horas, las células,
completamente confluentes, se trataron con mitomicina-C (25
Mg/ml) durante 30 minutos para inhibir la proliferacién celular. En
la monocapa celular se generd un hueco con una pipeta de 200 uL
y se trataron con CBD (5 y 15 uM) durante 24 horas. A diferentes
tiempos (0, 12 y 24 horas) las células se fotografiaron para evaluar
la migracion celular a través del hueco generado, determinando el
drea del hueco a cada tiempo mediante el software Image J. La ca-
pacidad migratoria de las células (%) se determind de manera re-
lativa con respecto al control (células tratadas con medio de cultivo)
utilizando la siguiente ecuacion (29):

[(A”'A‘)/AU] (BD*100

[(AU'AD/ AU] Control

Donde AO es el drea del hueco generado a t=0y At el
drea at= 60 24 horas.

(apacidad migratoria (%) =

Ensayo de migracién Transwell

Las células se sembraron en insertos Transwell (8 um de
tamaiio de poro) de placas de 24 pocillos (105 células/inserto) (Fal-
con, USA) y se trataron con CBD,; (15 y 30 uM) durante 24 horas.
Las células presentes en la parte superior del inserto se eliminaron
con una torunda de algodon. Las células que migraron a la parte
inferior del inserto se fijaron con metanol y se tifieron con cristal
violeta (0.1 % v/v). Tras varios lavados, el cristal violeta se exirajo
con una solucion de dcido acético al 10 % y la absorbancia se midio
a 595 nm. Paralelamente, se llevé a cabo un ensayo de viabilidad
celular (105 células/ pocillo en placas de 24 pocillos) para corregir
los resultados del experimento de migracion celular.

Finalmente, se calcularon los porcentajes de migracion ce-
|U|;l|’, expresados de manera relativa con respecto al control (100
%).
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2.3.4. Ensayos de invasion celular

El efecto del CBDsol en la invasion de las células SKOV-3
se determind mediante el ensayo tipo Transwell. Los insertos Trans-
well (8 m de tamaiio de poro) de placas de 24 pocillos (Falcon,
USA) fueron previamente cubiertos con una solucion de Geltrex
(150uL/cm?2). Las células SKOV-3 se afiadieron a la cémara superior
del inserto en medio de cultivo libre de suero bovino. En la cdmara
inferior se afiadié medio de cultivo con suero al 10 % como qui-
mioatrayente. El (BD,; (15 and 30uM) se aiiadi6 en ambas cdma-
ras. Después de 24 horas, los insertos se lavaron cvidadosamente
con PBS y las células remanentes en la cdmara superior se elimina-
ron con una torunda de algodon. A continuacion, las células pre-
sentes en la cimara inferior del inserto (células que han invadido)
se fijaron, tifieron y cuantificaron siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 2.3.3 para el ensayo de migracion Transwell.

Los resultados obtenidos se corrigieron con los datos de
viabilidad celular. El porcentaje de invasion también se calculo y ex-
pres6 de manera relativa con respecto al control (100 %).

2.3.5. Estudios de combinacion con otros antineopldsi-
cos:

- Estudios de sensibilizacion (preadministracion):

El objetivo es evaluar si la administracion previa de con-
centraciones subterapéuticas de (BD (muerte celular <10 %) in-
crementa la sensibilidad de las células tumorales de ovario al PTX,
DOXy CIS. Las células SKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
(1.5 10* células/cm2) y se trataron, 24 horas después, con (BD,,
(1y 10 uM). A continuacién, las células se trataron exclusivamente
con PTX (10-500 nM), DOX (0.5-60 M) y CIS (1-100 uM). Tras 48
horas de incubacion se determind la viabilidad celular mediante
MTT y se calcularon los valores de Clgg . Se considerd que se producia
un efecto sensibilizador si habia una disminucion estadisticamente
significativa en los valores de Cls; en las células pretratadas con
(BD.

- Estudios de sinergismo (coadministracion):

Las células SKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
(1.5 10* células / cm?) y se trataron, 24 horas después, con las dife-
rentes combinaciones de (BD en solucion (10, 15y 20 uM) y PTX
(10-500 nM), DOX (0.5-60 M) o CIS (1-100 M). Tras 48 horas, la
viabilidad celular se determind mediante MTT. Se calcularon los va-
lores de Cls; y los IC utilizando el Software CompuSyn (30). 1C >1
indican antagonismo, IC= 1 efecto aditivo y IC<1 sinergismo(31).

También se determing el efecto de la combinacion de CBD
y PTX en la induccion de apoptosis. Las células SKOV-3 se trataron
con PTX (100 nM) o PTX (100 nM) + CBD 20 M durante 48 horas.
La apoptosis se determind por citometria de flujo siguiendo el pro-
tocolo descrito en el apartado 2.3.2.
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- Pre + coadministracién:

Las células SKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
(1.5 10% células / cm?) y se trataron, 24 horas después, con (BD,
(10 uM) durante 24 horas. A continuacion, el medio se descartd, y
las células se trataron con las combinaciones de CBD (10uM) +
PTX (10-500 nM) durante 48 horas. La viabilidad celular se deter-
mind por MTT y se calcularon los valores de Cls,

2.4.Actividad antitumoral in vivo del CBD en solucion
2.4.1. Actividad del CBD_; en monoterapia

La actividad anticancerigena del CBD, también se ter-
mind in vivo, usando el modelo " in ovo", en el que los tumores se
generan sobre la MCA de embriones de pollo (32). Los huevos de
gallina fecundados (DDE=0) se incubaron a 37 °Cy 47 % de hu-
medad relativa, bajo rotacion automatica(180 °C / 4 horas). El
DDE=4, se realiza un pequeiio orificio (3 mm) en la cdscara del
huevo, se tapa con cinta adhesiva y se introducen de nuevo en el in-
cwbador sin rotacion. EI DDE=8, el orificio se agranda y la MCA se
“arafia” suavemente sin comprometer la viabilidad del embrion. A
continuacion se inoculan las células SKOV-3 (2 * 106 cells/huevo) sus-
pendidas en una solucion de Gelirex®. El DDE=11, los tumores
ya formados, se rodean con un anillo de silicona y se tratan con:
(BD,,, diariamente (100 uM) y medio de cultivo RMPI 1640 que
sirve como control. Al menos se trataron 7 huevos por condicion. Los
huevos se mantuvieron en el incubador hasta el DDE=13.5. El cre-
cimiento del tumor se monitorizd por microscopia (Lumenera INFI-
NITY2-1 (DD), calculando el drea de los tumores antes y después
del tratamiento, utilizando la siguiente ecuacion:

Crecimiento tumoral (%)= [Area del tumor antes del tra-
tamiento ]DDE:11*100/ [Area del tumor tras el tratamiento]
DDE:13.5

2.4.2. Actividad del CBD,,; en combinacion con PTX

La combinacion del CBD y PTX también se ha evaluado
en este modelo, utilizando el protocolo de pre + coadministracion.
EI DDE=11, los tumores se trataroncon (BD en solucion (100 M)
o medio RPMI-1640 durante 24 horas. A continuacion, en el
DDE=12 se administr6 el PTX (100uM). EI CBD en solucion se
anade diariamente hasta el DDE=13.5. Al menos se trataron 7
huevos por condicion. El crecimiento del tumor se monitorizo tal y
como describimos en el apartado anterior (2.4.1).

2.5. Desarrollo de las nanoparticulas de CBD
2.5.1. Elaboracion de las nanoparticulas de CBD

Se empleo el método de evaporacion-extraccion del sol-
vente. La fase orgdnica (PLGA+ (BD disueltos en 1 ml de dicloro-
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metano), se goted sobre una solucion acuosa de PVA y se sonic6
(Fisher Scientific-Sonicator,USA). La suspension resultante se man-
tuvo en agitacion (500 rpm) durante 3 horas a temperatura am-
biente para evaporar el diclorometano. Las nanoparticulas se
recolectaron por centrifugacion (15000 rpm durante 35 minutos)
(Beckman-Coulter-Avanti, USA), se lavaron tres veces con agua des-
mineralizada para eliminar el exceso de PVA y se liofilizaron du-
rante 24 horas a —50 °Cy 0.2 mbar. Como crioprotector se afadio
1 ml de una solucién de sacarosa al 3 % (p/v). Para la optimizacion
del protocolo de elaboracion de la formulacion se emplearon dife-
rentes porcentajes de (BD (1,5-3 %); diferentes porcentajes de PVA
(1y 3 %)y diferentes tiempos de sonicacion (2-5).

2.5.2.Funcionalizacion de las nanoparticulas de CBD

El dcido folico se incorpord a la superficie de las nanopar-
ticulasno liofilizadas y recién preparadas. En primer lugar, se acti-
varon los grupos COOH libres de la superficie de las nanoparticulas
mediante la adicion de 1-efil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodii-
mida y N-hidroxisuccinimida( pH de 4.7). La suspension se mantuvo
en agitacion durante 2 horas. Las nanoparticulas se recolectaron
por centrifugacion, se re-suspendieron en PBS (pH 7.4, 9 ml) que
confenia 6 mg de dcido folico y se mantuvieron en agitacion 4 horas.
Finalmente, las formulaciones funcionalizadas se recolectaron y lio-
filizaron.

2.5.3. Caracterizacion de las nanoparticulas de CBD no
funcionalizadas y funcionalizadas con dcido folico

Las nanoparticulas se caracterizaron determinando:

- Tamaio de particula, indice de polidispersion y potencial
zefa:

Se determinaron por dispersion dindmica de luz ldser Mi-
crotrac®-Zetatrac™ Particle-Analyzer (Microtrac, USA).

- Morfologia

Las nanoparticulas se suspendieron en agua purificada y
anadieron sobre una oblea de silicio adherida a un soporte metdlico.
Se secaron a vacio, se metalizaron con una capa de 20 nm de oro y
se observaron al microscopio electronico de barrido (Jeol-JSM-6335F,
Japon).

- Determinacion del contenido en CBD y eficacia de en-
capsulacion.

Las nanoparticulas liofilizadas se disolvieron en dicloro-
metano (5 mg/ml). El CBD se extrajo con la adicion de fase mévil
de HPLC en agitacion. Las muestras se filtraron y analizaron por
HPLC (33). La eficacia de encapsulacion se calculé mediante la si-
guiente ecuacion:

Ratio CBD:PLGA experimental

EE (%) = 100
)=~ oo CBD-PLGA tedrico)
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-ATR

La presencia de dcido folico en la superficie de las nano-
particulas se confirmé mediante espectroscopia infrarroja utilizando
la técnica de ATR (Attenuated Total Reflection) mediante el espec-
tofotdmetro Nicolet-Magna-750 equipado con Spectra-Tech H-ATR
(LabX, USA) en un rango de 4000 a 400 cm—1.

- Estudios de liberacionin vitro del CBD

Las nanoparticulas de CBD liofilizadas se suspendieron (5
mg/ml) en PBS (pH=7.4 +Tween-80 0.5 % (p/v)) y se introduje-
ron en un baiio termostatizado a 37 0.5 °Con una agitacion cons-
tante de 100 rpm. A distintos tiempos, se extrajeron alicuotas, se
centrifugaron, filtraron y analizaron por HPLC.

2.5.4. Estudios en cultivos celulares

- Eficacia antitumoral in vitro

La citotoxidad de las formulaciones de CBD en un rango
de concentraciones de (BD de 5-50 uM, se evalud en las células
SKOV-3 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3.1.

- Estudios de internalizacion:

La captacion de las nanoparticulas no funcionalizadas y
funcionalizadas con dcido folico se evalud por microscopia de fluo-
rescencia empleando las nanoparticulas cargadas con Di0. Las cé-
|lulas SKOV-3 se sembraron, a una densidad de 30000 células/pocillo
en placas Ibidi de 8 pocillos. 12 horas mds tarde se trataron con una
concentracion de nanoparticulas de 1 mg/mly se incubaron a 37 °C
y un5 % CO, durante 0.5, 1,2, 4, 6 y 8 horas. A cada tiempo, las
células se lavaron con PBS, fijaron con paraformaldehido 4 % (p/v),
tifieron con DAPI y red-Phalloidin y se observaron por microscopia
de fluorescencia (EVOS ™, Fisher-Scientific, USA).

2.5.5. Actividad antitumoral in vivo de las nanoparticulas
de CBD
La actividad antitumoral en monoterapia de las nanopar-
ticulasde CBD también se evalud en tumores derivados de las células
SKOV-3 generados sobre la MCA de embriones de pollo, tal y como
describimos en el apartado 2.4.1. En el DDE=11 los tumores se tra-
taron diariamente (hasta el DDE=13.5) con las diferentes formula-
ciones de CBD: i) C(BD,,ii) CBD-Nps y iii) FA-CBD-Nps a una
concentracion de CBD de 100uM. Las formulaciones de nanoparticulas
blancas (PLGA-Nps y FA-PLGA-Nps) también se evaluaron.

2.5.6. Estudios de combinacion con PTX
Se determind el efecto antitumoral in vifro de las nanopar-
ticulas de CBD, no funcionalizadas y funcionalizadas con dcido folico
en combinacion con el paditaxel (10-500 nM) en las células SKOV-3
siguiendo el protocolo de pre + coadministracion recogido en el apar-
tado 2.3.5.
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Figura 1: Estudios de viabilidad celular de células SKOV-3 (A) y OAW-42 (B) tratadas con CBD (6.25-50uM) durante 24 y 48 horas.
Viabilidad celular de células SKOV-3 tratadas con CBD a conceniraciones nanomolares (100-1000 nM) durante 24-72 horas

2.6. Andlisis estadistico de los resultados
Los datos estdn expresados como una media = DE de al
menos tres experimentos diferentes. El test ANOVA simple seguido de
Test de Turkey se utilizo para la comparacion de mltiples grupos. La
comparacion de dos grupos se realizd utilizando la prueba T-Student.
Las diferencias estadisticamente significativas se expresaron como: *

(p<0.05) y ** (p<0.01).
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Actividad antitumoral in vitro del CBD,; en monote-
rapia
El CBD inhibe la proliferacion de ambas lineas celulares de
cdncer de ovario, 0AW-42 y SKOV-3 (Figura 1), siendo estas dltimaslas
mds sensibles al presentar los valores de Cl; mds bajos (Tabla 1). Las
diferencias encontradas pueden atribuirse a su distinto perfil histolo-
gico. Aunque ambas son células tumorales de ovario epiteliales (los
tumores mds frecuentes), las células 0AW-42 son exclusivamente de
tipo seroso y las SKOV-3 son una mezda de tipo seroso y de células
claras. Este hecho podria explicar que presenten una mayor sensibili-
dad al CBD. De hecho, también se han encontrado diferencias con tra-

24 horas 48 horas
SKOV-3 29.71+1.89 uM 2273+1.18 uM
0AW-42 34.55+0.90uM 31.80+=1.01uM

tamientos quimioterdpicos convencionales, como es el caso de los ta-
xanos, siendo las células SKOV-3 mucho mds sensibles al PTX y doce-
taxel (34). Teniendo en cuenta la mayor sensibilidad de las células
SKOV-3 al CBD, asi como su elevado grado de invasividad; se selec-
cionaron para el resto de los estudios llevados a cabo en el presente
trabajo de investigacion.

Hay autores que han demostrado que algunos cannabinoi-
des presentan un efecto bifdsico, y a concentraciones bajas (en el in-
tervalo nanomolar) estimulan la proliferacion de las células tumorales
(35, 36). En el caso del CBD, no se aprecid este efecto bifdsico, concen-
traciones de 100-1000 nM no modificaron la viabilidad de las células
SKOV-3 durante 24-72 horas de incubacién (Figura 1C).

La apoptosis es uno de los mecanismos responsables de

15 -

v724n
48 h

Células apoptéticas (%)

+CBD 20pM

+CBD 304

Figura 2: Porcentaje de células SKOV-3 en apoptosis obtenidos por citometria de
flujo tras el tratamiento con medio de cultivo (-CBD), CBD 20 y 30uM durante 24 y
48 horas. * (p<<0.05)y ** (p <0.01) indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas con el control.

Tabla 1: Valores de Clg, de las células SKOV-3 y 0AW-42 tratadas con CBD (6.25-
501M) durante 24 y 48 horas
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la muerte celular del CBD (37, 38). En el presente trabajo, la induc-
(ién de apoptosis se evalud por citometria de flujo. Tal y como se
puede observar en la Figura 2, el tratamiento del las células SKOV-
3 con (BD,; incremento ligeramente el porcentaje de células apop-
téticas. Los valores obtenidos (<10 % en todos los casos) son muy
inferiores a los publicados en ofros tumores. Por ejemplo, en células
de cdncer de cérvix, concentraciones de (BD equivalentes a la Clg,
presentaron porcentajes de apoptosis en el intervalo de 28.6-51 %
(dependiendo de la linea celular). Esto indica que la induccidon de
apoptosis no es el mecanismo principal de muerte en las células
SKOV-3.

Ademds del efecto antiproliferativo, algunos autores han
demostrado que el CBD inhibe la migracion e invasion de células
tumorales de mama, glioma y cérvix (39-41). Estas propiedades se-
rian especialmente interesantes en el caso de tumores de ovario,
debido a la tendencia a metastatizar. Por ello, en el presente trabajo
se ha comprobado el efecto del CBD en la migracion e invasion de
las células SKOV-3.

Tal y como se puede observar en el ensayo de "cierre de
la herida" (Figura3), el tratamiento con CBD (a concentraciones in-
feriores a los valores de Cls,) inhibe la migracién de las células
SKOV-3. Sin embargo, diferencias estadisticamente significativas

entre ambas concentraciones (p <0.05) solo se observaron a tiem-
pos de incubacion cortos. A las 24 horas, se observd una disminucion
de la capacidad migratoria de las células SKOV-3 en torno al 30 %.

En el ensayo de migracion Transwell (Figura 4A), también
se observé un efecto inhibitorio de la migracion celular, del =12y
30 % a concentraciones de (BD de 15 y 30 M respectivamente, y
aunque deberian realizarse mds estudios en este sentido, se puede
concluir que el CBD presenta un efecto inhibitorio de la migracion
de las células SKOV-3. Sin embargo, en el ensayo de invasion tipo
Transwell (Figura 4B), solo se observ una ligera inhibicion de la
invasion de las células SKOV-3 (=14 %) a concentraciones de (BD
de 30 uM.

3.2. Estudios de combinacion del CBD

Una vez demostrado el efecto inhibitorio del CBD sobre
las células tumorales de ovario, se ha evaluado su combinacion con
agentes antineopldsicos convencionales utilizados en el tratamiento
de tumores ovdricos: cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina.

La combinacion de CBD (1-20uM) y PTX (10-500 nM) fue
altamente eficaz. Por un lado, la administracion previa de (BD,,
sensibiliz a las células SKOV-3 frente al PTX (Figura 5A), obser-
vdndose una disminucion de los valores de Cl5; del PTX. Sin em-

Ensayo de migraciéon Transwell
A

*

[ ]

100

[
[

50

Migracién celular (%)

04

T
-CBD +CBD 15 pM +CBD 30 pM

Ensayo de invasion Transwell

Invasién celular (%)

04

+CBD 30 uM

-CBD

+CBD 15 uM

Figura 4: Resultados de migracién (A) e invasion (B) de las células SKOV-3 tratadas con medio de cultivo (-CBD) y con CBD 15 y 30uM
durante 24 horas en los ensayos tipo Transwell. * diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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su combinacién durante 48 horas (D). * (p<0.05) y ** (p<0.01) indican diferencias estadisticamente significativas con el PTX como tratamiento Gnico.

bargo, diferencias estadisticamente significativas entre las células
pretratadas y no tratadas con CBD solo se observaron con la admi-
nistracion de CBD 10 M (Tabla2). En la coadministracion de ambos
compuestos, C(BD+PTX, se observo un efecto sinérgico moderado
(Figura 5B), ya que se obtuvieron valores de IC comprendidos en el

PTX Clso (nM)

PTX 105.52+22.32
Pre-CBD 1uM 72.94+8.03
Pre-CBD 10 uM 63.19£7.71*
Co-CBD 10 uM 39.53+1.68**
Co-CBD 15 uM 13.141.50*
Co-CBD 20 M 14.05+3.88**
Pre+ Co-CBD 10 uM 29.48+6.82**

Tabla 2: Cl; del padlitaxel en las células SKOV-3. *y ** indican diferencias esta-
disticas mente significativas (p<<0.05y p <0.01 respectivamente) entre los va-
lores de Clsy de las células tratadas con PTX y con las diferentes combinaciones
de (BDy PTX

Cannabineid based chemo-nanotherapy for the

I IW treatment of gynecological malignancies

Ana . Fraguas, Anal. Torres Sudrez, et al

intervalo de 0.71-1.01 en todas las combinaciones (Tabla S1 de ma-
terial complementario). La coadministracion de ambos agentes seria
altamente beneficiosa. En primer lugar, hay que tener en cuenta
que el CBD presenta, en general, una baja toxicidad, especialmente
en comparacion con los tratamientos quimioterdpicos. En segundo
lugar, el efecto sinérgico de ambos compuestos permitiria reducir la
dosis de PTX y, por consiguiente, sus efectos adversos. Por ejemplo,
la combinacion de CBD 10uM y PTX 100 nM produce una muerte
celular (=60 %) similar que la administracion de PTX 500 nM.
Ademds, diversos autores han demostrado que el CBD inhibe el
dolor neuropdtico asociado al PTX (42-44), haciendo esta combina-
(i0n adn mds interesante.

Los resultados de citometria de flujo demostraron que este
efecto sinérgico del CBD y PTX puede atribuirse a un incremento en
la induccion de apoptosis (Figura 5D). Mientras que en las células
tratadas con PTX (100 nM) durante 48 horas el porcentaje de células
apoptaticas fue en torno al 50 %, en las células tratadas con PTX
(100 nM) + CBD (20uM) fue significativamente ( p<0.01) superior
(=80 %). Cabe decir que ofros autores encontraron resultados si-
milares en células de cdncer de estomago tratadas con PTX y anan-
damida (un endocannabinoide), demostrando que este
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endocannabinoide incrementa de manera considerable la apoptosis
inducida por el PTX (45).

Debido a los prometedores resultados obtenidos en los es-
tudios de sensibilizacion y coadministracion con el PTX, se evalud
la combinacion de ambos protocolos (pre + co-administracion). Tal
y como se puede observar en la Figura 5C, esta estrategia de trata-
miento resultd altamente efectiva, produciéndose una disminucion
en los valores de Clgy del PTX en torno al 70 %. De hecho, siguiendo
este protocolo la combinacion de PTX 10 nM y CBD 10uM produce
un efecto similar que la administracion de PTX 100 nM.

La combinacion del CBD con DOX también seria altamente
prometedora, ya que el (BD ha demostrado tener un efecto cardio-
profector sobre la toxicidad cardiaca inducida por la DOX, su prin-
cipal efecto adverso (46, 47). Sin embargo, la combinacién con el
(BD no fue eficaz (Figura 6A). Por un lado, en los estudios de sen-
sibilizacion, aunque se observé una disminucion de los valores de
Clsy en las células pretratadas con CBD, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 3). Por otro lado, la coadmi-
nistracion de CBD (10-20uM) y DOX (0.5-60uM) no resultd eficaz
(Figura 6B). De hecho se obtuvieron IC>1 (Tabla S2 material com-

DOX Clyp (12M)
DOX 18,6545
Pre-CBD 1M 1782258
Pre-CBD 10 1M 1226316
Co-CBD 10 M 15162278
Co-CBD 15 1M 12,5859
Co-CBD 20 uM 11.29+530

Tabla 3: Cls; de la doxorrubicina en las células SKOV-3 con las diferentes combina-

ciones evaluadas

plementario) en fodas las combinaciones evaluadas, a excepcion de
la combinacion de DOX 5uM con CBD 10 y 15uM, donde se obtu-
vieron IC de 0.8 y 0.92 respectivamente, lo que nos indica un anta-
gonismo moderado entre ambos fdrmacos.

Finalmente, la combinacion con CIS también resulto in-
eficaz (Figura 7 Ay B). En las células pretratadas con (BD, se ob-
servaron incluso valores de Cls; de CIS ligeramente superiores a las
células no tratadas, aunque sin diferencias estaditicamente signifi-
cativas (Tabla 4). En los estudios de combinacién se obtuvieron 1C>1

(IS Clag (M)

s 38.716.85
Pre-CBD 1M 39.76:£6.05
Pre-CBD 10 M 40.50+5.71
Co-CBD 10 M 36.13+2.97
Co-CBD 15 uM 2847+353
Co-CBD 20 M 26.97+5.30

Tabla 4: Clgg del cisplatino en las células SKOV-3 con lus diferentes combinaciones
evaluadas

(Tabla S3 material complementario), incluso superiores a 2 en al-
gunas combinaciones, indicando que se produce un antagonismo i-
geramente superior que con la DOX.

3.3. Eficacia antitumoral in ovo del CBD,,,

En las dltimas décadas este modelo ha sido propuesto
como una gran herramienta terapéutica en investigacion sobre el
cdncer, convirtiéndose en un paso intermedio entre los cultivos ce-
lulares y los animales de experimentacién (48). Precisamente, uno

"1 I
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Figura 7: Viabilidad de las células SKOV-3 en los diferentes ensayos de combinacion del CBD y DOX: A) ensayo de sensibilizacion con la administracion previa de (BD (1y
101M) durante 24 horas, sequida del tratamiento con CIS (1-100 M) durante 48 horas y B) ensayo de co-administracion con el tratamiento de las células durante 48 horas
con |as diferentes combinaciones de CBD (10-20wM) y CIS (1-100 M).* (p<0.05) indica diferencias estadisticamente significativas con el CIS como tratamiento Gnico

de los tumores donde mds se ha utilizado es el de ovario (49), in-
dicando incluso algunos autores la similitud entre los tumores for-
mados en este modelo con los extraidos de pacientes (50), y
convirtiéndolo en una excelente herramienta de investigacion.

En la Figura 8A, se observa un ejemplo de los tumores de
cdncer de ovario generados sobre la MCA de embriones de pollo. El
andlisis histopatolégico del mismo (tincién hematoxilina-eosina)
(Figura8B) indica que las células tumorales invadieron la MCA del
embridn, asi como la formacién de una neovasculatura tumoral.

Tal y como se puede observar en la Figura 8C, la admi-
nistracion diaria de (BD durante 60 horas (a una concentracion de

(o]

Eficacia antitumoral in ovo

)

tunloral (%)

Inhibicién del crecimiento
S

CBD + PTX

CBD PTX
Figura 8: Inhibicion del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos admi-
nistrados: (BD (100uM administrado diariamente), PTX (100 .M una sola admi-
nistracion durante) y la combinacion de ambos. *(p<0.05) indica diferencias
estadisticamente significativas entre la combinacién de (BD+PTX y el PTX como
tratamiento Gnico.
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100 M), significativamente (p <0.05), disminuyé el crecimiento
de tumores de ovario con respecto al control (tumores tratados con
medio de culfivo celular), observindose ademds un efecto inhibitorio
similar (=40 %) al PTX (100uM una sola administracién). Por il-
timo, en este modelo, la combinacion de CBD y PTX, siguiendo el
protocolo de pre + coadministracion confirmd los resultados obte-
nidos en cultivos celulares, corroborando el potencial interés de in-
cluir el CBD en los regimenes de quimioterapia basados en PTX.
Mientras que en los tumores tratados Gnicamente con PTX se observo
una disminucion del crecimiento tumoral =40 %, en los tratados
con (BD -+ PTX, se aprecié una reduccion significativamente superior
(p<0.05) del =60% (Figura 8C).

3.4. Desarrollo y caracterizacion de las nanoparticulas
cargadas con CBD

3.4.1. Caracterizacion fisica de las formulaciones

Las caracteristicas de las formulaciones desarrolladas du-
rante la optimizacion del protocolo de nanoencapsulacion estdn re-
cogidas en la Tabla S4 de material complementario. Con el objetivo
de conseguir el menor tamaiio posible, el mayor contenido en CBD
y la menor velocidad de liberacion se seleccionaron como adecuados
para elaborar las nanoparticulas poliméricas de CBD un tiempo de
sonicacion de 2 minutos, una concentracion de PVA del 1 % y un
ratio de CBD:PLGA de 1.5: 100 mg.

La incorporacion de dcido folico a la superficie de las na-
noparticulas produjo un ligero aumento del tamano de particula
con respecto a las formulaciones no funcionalizadas (Tabla 5). No
obstante, solo se apreciaron diferencias estadisticamente significa-
tivas en las nanoparticulas no cargadas con CBD. Se observa también
un aumento en la polidispersion de las formulaciones, con valores
de PDI>0.2 en todas las formulaciones funcionalizadas con dcido
folico.
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Potencial zeta

Rendimiento del pro-  Carga (g CBD/10

Formulacion Tamaiio (nm) PDI (agua) teso (%) mg Nps) EE (%)
PLGA- Nps 22847 = 8.36 0.141 = 0.019 -24.7+1.48 618 +427 e
(BD-Nps 236.08+ 12.02 0.165= 0.009 -16.6+1.22 512 £6.22 140.2= 6.25 9523 =33
FA-PLGA-Nps 259.1+ 8.47 0.2710.031 -29.5+0.20 4862+1222 e
FA-CBD-Nps 2415+ 1021 0.2100.033 -18.4+0.66 50.94+527 120.5+15.57 81.97+1497
Di0-Nps 230.27+7.58 0.175=0.021 -28.2+1.52 625+233 -
FA-Di0-Nps 248.3+9.72 0.227+0.085 -31.27+£1.70 5094+1022 -

Tabla 5: Caracteristicas de las formulaciones optimizadas funcionalizadas y no funcionalizadas con dcido félico elaboradas

En cuanto a la carga superficial, cabe destacar que todas
las formulaciones presentaron un potencial zeta negativo debido a
los grupos carboxilo libres del PLGA. La incorporacion de AF a la
superficie de las nanoparticulas produjo, como era de esperar, una
reduccion en el valor del potencial zeta aunque, en todos los casos,
esta disminucion fue muy pequeiia. La union de los grupos carboxilo
activados del PLGA con el grupo amino libre del dcido félico deberia
producir un aumento de la carga superficial de las nanoparticulas;
sin embargo, el dcido folico presenta dos grupos carboxilos libres,
siendo, probablemente, los responsables de esta ligera disminucion
en el potencial zeta de las nanoparticulas funcionalizadas. Por otro
lado, desde el punto de vista morfoldgico, no se aprecid ningn cam-
bio (Figura 9). Todas las nanoparticulas presentaron una forma es-
férica y una superficie lisa y sin poros.

3.4.2. Carga, eficacia de encapsulacién y estudios de
liberacion
Los valores de carga y eficacia de encapsulacion de las
formulaciones de CBD estdn recogidos en la Tabla 5. La incorpo-
racion de AF a la superficie de las nanoparticulas produjo una
disminucion no significativa (p>0.05) del contenido en CBD, pro-
bablemente, debido a una pérdida durante el proceso de funcio-
nalizacion. También se observ una liberacion mds rdpida, debido
al mayor efecto burst durante los primeros 60 minutos del ensayo
(=37 y 50 % del CBD liberado en las CBD-Nps y FA-CBD-Nps
respectivamente) (Figura 10).No obstante, en ambas formulacio-
nes, se aprecio una liberacion controlada del CBD durante al
menos 72 horas, con aproximadamente el 90 % del CBD liberado.

PLGA-Nps

CBD-Nps

Dio-Nps

Figura 9: Imdgenes obtenidas por microscopia electronica de todas la nanoparticulas desarrolladas
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Figura 11: Espectros de ATR del dcido félico (AF), las nanoparticulas no funciona-
lizadas (CBD-Nps), la mezcla fisica de ambos (AF+ CBD-Nps) y las nanoparticulas
funcionalizadas con dcido félico ( AF-CBD-Nps).

Figura 10: Perfil de liberacion in vitro de las nanoparticulas de (BD funciona-
lizadas y no funcionalizadas con dcido félico

3.4.3. ATR

Estos estudios confirmaron la unidn de dcido folico a la
superficie de las nanoparticulas de CBD. En el espectro de ATR de
las nanoparticulas de CBD no funcionalizadas (Figura 11), se pue-
den apreciar los picos caracteristicos del PLGA: 3340 cm— 1 (0-
H), a 2940 cm— 1 (C-H), 1750 cm— 1 (C-0 de los grupos ester),
1380 cm— 1 (-CH3 del dcido ldctico) y 1090 em— 1 (C-0), (51,
52). En las formulaciones funcionalizadas con dcido félico, se ha
producido un engrosamiento de la banda de 3340 cm— 1, proba-
blemente debido a la contribucion de las vibraciones de estira-
miento de los enlaces N-H la molécula de dcido félico, asi como
también aparecen diversos picos en el intervalo de 1700-1500

(m— 1, que pueden atribuirse al anillo de pterina y fenilo del
dcido félico. Ademds, en las FA-CBD-Nps ha desaparecido el pico
de 3540 cm— 1, que junto con el pico de 3400 cm— 1, corresponde
a las vibraciones del enlace N-H de la amina primaria; amina que
ha desaparecido debido a la union con el PLGA. Estos dos picos
estdn presentes en el espectro del dcido fdlico y de la mezdla fisica
del mismo con las CBD-Nps, donde el pico de 3400 cm— 1 parece
estar enmascarado en la banda del PLGA en torno a 3340 cm— 1
(enlaces 0-H) (53, 54). Los resultados obtenidos nos indican la
union de la molécula de dcido folico sobre la superficie de las na-
noparticulas.

DiO-Nps AF-DiO-Nps DiO-Nps AF-DiO-Nps

=0

T:
T=30 min

T=1h

T=6h

T=2h

T=8h

T=4h

Figura 12: Estudios de internalizacion de las nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas con dcido félico en células SKOV-3. Tincion con DAPI ( nicleo celular):
azul; tincién con Red-Phalloidin ( citoesqueleto): rojo, tincién con Di0: (nanoparticulas): verde
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Figura 13: Estudios de viabilidad en células SKOV-3 de las nanoparticulas de CBD funcionalizadas y no funcionalizadas con dcido flico

3.4.4. Estudios de captacion en las células SKOV-3

Tal y como se puede apreciar en la Figura 12, se produjo
una internalizacion mds rdpida en las formulaciones funcionaliza-
das con folato. En las formulaciones no funcionalizadas no se apre-
(i0 una captacion considerable hasta las 2 horas de incubacion. Sin
embargo, en nanoparticulas con dcido fdlico se observa incluso a
los 30 minutos. Estas diferencias en la captacion pueden atribuirse
a la presencia del dcido félico. Precisamente, la internalizacion a
tiempos cortos obtenida con las nanoparticulas de folato resulta
muy interesante para nuestros objetivos debido a la rdpida libe-
racion del CBD a partir de las nanoparticulas en los primeros 90
minutos. Sin embargo, tras 8 horas de incubacion ambas formu-
laciones presentaron una captacion similar.

3.4.5. Eicacia antitumoralde las nanoparticulas de CBD
en monoterapia

3.4.5.1. Eicacia antitumoral in vitro
Mientras que las nanoparticulas no cargadas no presen-
taron citotoxidad, las nanoparticulas cargadas con CBD (funciona-
lizadas y no funcionalizadas con dcido félico) presentaron una

(s
24 horas 48 horas
(BD 2971189 uM 2273118 uM
(BD-Nps 28.04+1.14uM 20.88+1.25uM
AF-CBD-Nps 26.12+4.32uM 17.63£3.27uM

Tabla 6: Valores de Clsg en las células SKOV-3 tras 24 y 48 horas de trafamiento con
con (BDsol y las nanoparticulas no funcionalizadas y funcionalizadas de CBD

actividad antiproliferativa similar o ligeramente superior ( a con-
centraciones bajas) al (BDsol (Figura 13). De hecho, se observd
una disminucion en los valores de Clg, en las formulaciones de na-
noparticulas de CBD. Sin embargo, las diferencias no fueron esta-
disticamente significativas (Tabla 10). Cabe destacar que en estos
ensayos el (BD, estd completamente disponible para las células
lo que podria dificultar encontrar diferencias significativas entre la
solucion y las nanoparticulas, en las que el CBD se libera de manera
prolongada. De hecho, nanoformulaciones de otros agentes anti-
tumorales presentaron resultados similares, mostrando una eficacia
parecida e incluso en algdn caso inferior al farmaco libre, proba-
blemente debido a esta liberacion controlada (55).

60 4

—— =+

40 1

Inhibicién del crecimiento tumoral
(% vs control)
S
1

AF-CBD-Nps

CBD,,

CBD-Nps

Figura 14: Inhibicion del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos de
las nanoparticulas de CBD no funcionalizadas y funcionalizadas con dcido félico.
* y  indican diferencias estadisticamente significativas ( p<0.05) de las nano-
particulas funcionalizadas con el CBD, y con las nanoparticulas no funcionali-

Quimioterapia nanométrica a hase de cannabinoides
para el tratamiento de tumores ginecoldgicos
Anal.Fraguas, Anal. Torres Sudrez, et al

zadas respectivamente



100

[+
o
1

[o2]
o
1

Viabilidad celular (%)
F S

20 A

10 100 500

[PTX](nM)

Figura 15: Actividad anfiproliferativa del PTX administrado en monoterapia (-CBD) o
en combinacion con (BD,, (+CBD) y las formulaciones de nanoparticulas de CBD no
funcionalizadas ( + CBD-Nps) y funcionalizadas con dcido fdlico (+ AF-CBD-Nps) si-
guiendo el protocolo de pre + co-administracion a una concentracion de CBD de 10uM

3.4.5.2. EHicacia antitumoral in vivo

La eficacia antitumoral de las nanoparticulas de (BD des-
arrolladas también se evalud en los modelos in ovo. Tal y como se
puede observar en la Figura 14, las nanoparticulas presentaron una
mayor inhibicion del crecimiento tumoral que el CBD, ;. Sin embargo,
diferencias estadisticamente significativas solo se observaron con las
nanoparticulas funcionalizadas. Esta mayor actividad antitumoral
podria deberse a una mayor captacion de las formulaciones debido
a la presencia de dcido folico. Cabe decir que este modelo es mds re-
presentativo que los cultivos celulares en monocapa y permitiria apre-
ciar mejor el proceso de vectorizacion. De hecho, ofros autores han
encontrado resultados similares con nanoparticulas de otros agentes
antitumorales funcionalizadas con dcido flico, y mientras que en
cltivos celulares las nanoparticulas funcionalizadas presentaron una
actividad antiproliferativa similar a las formulaciones no funcionali-
zadas, en estudios /n vivo se observd una mayor eficacia, debido a
una mayor captacion (55-57).

Clep PTX (M)

PTX 10552+22.32

PTX+(BD, 29.48 + 6.82°*

PTX +CBD-Nps 2175 +6.01**
PTX +AF-CBD-Nps 1853 +1.28"*

Tabla 7: Valores de Clsy del PTX combinado con (BDso. y las nanoparticulas de (BD
no funcionalizadas ( CBD-Nps) y funcionalizadas con dcido fdlico ( AF-CBD-Nps).**
indica diferencias estadisticamente significativas (p <0.01) en los valores de Cls
del PTX administrado en monoterapia o junto con los diferentes formulaciones de
(BD. t Indica diferencias estadisticamente significativas en los valores de Cls; de PTX
+(BD, y PTX+AF-CBD-Nps
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3.4.6. Estudios de combinacién de la nanoparticulas de
CBD
Tal y como podemos observar en la Figura 15, las nano-
particulas de CBD, administradas de acuerdo al protocolo de pre +
coadministracion, potenciaron la actividad antiproliferativa del PTX,
disminuyendo significativamente (p<<0.01) los valores de Cls; de
este antineopldsico (Tabla 7). Aunque ambas formulaciones de na-
noparticulas, no funcionalizadas y funcionalizadas con dcido, pre-
sentaron una mayor disminucion de los valores de Clg, que el CBD,,
solo se consiguieron diferencias estadisticamente significativas
(p<<0.05) con las nanoparticulas funcionalizadas con dcido folico.

4. CONCLUSIONES

El CBD, administrado en monoterapia, resulta ifil en el
tratamiento de tumores de ovario altamente invasivos, debido a su
capacidad para inhibir el crecimiento y migracion de las células tu-
morales. Ademds, debido a su capacidad para potenciar el efecto
citotoxico del placlitaxel, resulta dtil su uso en terapia de combina-
cion, permitiendo reducir la dosis, y por consiguiente, los efectos ad-
versos de este antineopldsico para conseguir el mismo efecto
antitumoral.

El desarrollo de las nanoparticulas poliméricas de PLGA
constituye un buen recurso tecnoldgico para administrar el CBD, pre-
sentando una actividad anticancerigena similar o ligeramente su-
perior al CBD en solucion. Ademds, la incorporacion de dcido folico
a la superficie de estas formulaciones es un buen recurso de vecto-
rizacion a tumores de ovario, incrementando significativamente la
eficacia de las formulaciones de nanoparticulas de CBD en los mo-
delos in ovo. Ademds, estas formulaciones demostraron in vitro po-
tenciar significativamente el efecto antitumoral del PTX.

5. LISTA DE ABREVIATURAS

AF-CBD-Nps Nanoparticulas cargadas con cannabidiol y
funcionalizadas con dcido folico

AF-Di0-Nps Nanoparticulas cargadas con Di0 y funcionali
zadas con dcido folico

AF-PLGA-Nps  Nanoparticulas blancas funcionalizadas con
dcido folico

(BD Cannabidiol

(BD-Nps Nanoparticulas cargadas con cannabidiol
(BD sol Cannabidiol en solucion

(150 Concentracion inhibitoria 50

cIs Cisplatino

DDE Dia de desarrollo embrionario

Di0 Perclorato de 3,3'-Dioctadeciloxacarbocianina
Di0-Nps Nanoparticulas cargadas con Di0
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DOX Doxorrubicina

EE Eficacia de encapsulacion

IC indice de combinacién

MCA Membrana corioalantoidea de embriones de
pollo fecundados

PLGA Poli-ldctico-co-glicdlico

PLGA-Nps Nanoparticulas blancas

PTX Padlitaxel

PVA Alcohol polivinilico
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