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ORIGINAL

resumeN
el cannabidiol está despertando un creciente interés como agente antitumoral. sin embargo, no se ha estudiado
su efecto en cáncer de ovario, uno de los tumores más agresivos en mujeres. en el presente trabajo se ha eva-
luado, por primera vez, el potencial uso del cannabidiol en solución y encapsulado en nanopartículas funcio-
nalizadas con ácido fólico en cáncer de ovario, ya que estos tumores sobreexpresan los receptores de ácido
fólico, permitiendo una acumulación selectiva de estas nanoformulaciones en las células tumorales. el can-
nabidiol en solución inhibe la proliferación y migración de las células sKOV-3. en terapia de combinación,
aumenta significativamente la eficacia antitumoral del paclitaxel, presentando un efecto sensibilizador y si-
nérgico. en los modelos in ovo, la administración previa de cannabidiol en solución seguido de su coadminis-
tración con paclitaxel muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral significativamente superior
al paclitaxel en monoterapia. Las nanopartículas desarrolladas son eficazmente internalizadas por las células
sKOV-3, presentando las nanopartículas con ácido fólico una captación más rápida. Aunque en los estudios
de eficacia antitumoral in vitro las nanopartículas funcionalizadas no presentan una actividad antiproliferativa
superior al cannabidiol en solución o a las nanopartículas no funcionalizadas, en los modelos in ovo su eficacia
antitumoral es significativamente superior, indicando que el desarrollo de nanopartículas funcionalizadas
con ácido fólico es una buena estrategia para vectorizar el cannabidiol a tumores de ovario. Por último, las
nanopartículas de cannabidiol potencian el efecto antitumoral del paclitaxel, presentando las formulaciones
funcionalizadas con ácido fólico una mayor eficacia que el cannabidiol en solución. 

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. INTRODUCCIÓN

el cáncer constituye un importante problema de salud pú-
blica global, con una estimación de más de 23 millones de casos en
el año 2030 (1). en la población femenina, el cáncer de ovario cons-
tituye una de las neoplasias más importantes debido a su elevada
mortalidad, solo el 45 % de las mujeres presentan una tasa de su-
pervivencia superior a 5 años. De hecho, esta patología 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 sintomatología inespecífica que se confunde con
otras patologías (2, 3), lo que dificulta el tratamiento y aumenta
considerablemente la mortalidad.

La resección quirúrgica del tumor constituye la principal
estrategia terapéutica, y suele combinarse con otras estrategias dis-
ponibles, principalmente con quimioterapia, debido, sobre todo, al
riesgo de diseminación de las células tumorales por la cavidad in-
traperitoneal durante la operación (4, 5).Por lo general, los regí-
menes quimioterápicos utilizados incluyen una combinación 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 cánceres
ováricos (6). 

Los tratamientos quimioterápicos actuales son, en su ma-
yoría, muy tóxicos y presentan efectos adversos considerables que
limitan la dosis utilizada y comprometen, en muchos casos, la ad-
herencia al tratamiento (7, 8). en este contexto, la aparición de nue-
vos agentes anticancerígenos con una menor toxicidad y que
potencien la actividad de los tratamientos actuales resulta altamente
beneficioso, ya que nos permitirían reducir la dosis de los quimio-
terápicos 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 últimas décadas, los cannabinoides han surgido
como potenciales activos de interés en una gran variedad de pato-
logías tales como esclerosis múltiple, epilepsia, dolor y cáncer (9,
10). De hecho, diversas formulaciones a base de cannabinoides están
comercializadas para el tratamiento de diversos trastornos. Preci-
samente, una de las patologías donde presentan un importante po-
tencial terapéutico es el cáncer. Por un lado, los cannabinoides son
útiles como agentes paliativos, al combatir las náuseas y vómitos
relacionados con los tratamientos quimioterápicos y el dolor rela-
cionado con el cáncer; de hecho, diversas formulaciones a base can-
nabinoides están comercializadas con este propósito. Por otro, como
agentes antitumorales per se, al inhibir la proliferación, migración
e invasión de las células tumorales y al presentar un potencial efecto
coadyuvante con quimioterápicos convencionales (11, 12). 

en terapia antitumoral, el cannabidiol es uno de los can-
nabinoides más prometedores (13). es el segundo fitocannabinoide
más abundante, por detrás del Δ9-tetrahidrocannabinol, cuya prin-
cipal ventaja frente a otros es la ausencia de efectos psicótropos (14).
De hecho, diversas investigaciones han demostrado que el cbD dis-
minuye los efectos psicótropos del Δ9-tetrahidrocannabinol (15). el
cbD ha demostrado un importante potencial anticancerígeno en
una gran variedad de tumores tales cómo cáncer de mama, próstata,
glioma, neoplasias hematológicas 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 cáncer de ovario. No obstante, cabe destacar que el sistema
cannabinoide endógeno, concretamente los receptores específicos
de cannabinoides tipo I se han encontrado sobreexpresados en tu-
mores de ovario, estando relacionada esta sobreexpresión con una
mayor agresividad de la enfermedad. esto sugiere que los canna-
binoides pueden presentar un importante potencial terapéutico en
este tipo de tumores (19). 

Además, el cbD ha demostrado ser útil en terapia de com-
binación al potenciar, por ejemplo, el efecto antiproliferativo de la vin-
blastina y vincristina en leucemia (20, 21) y de la temozolomida en
glioma (22, 23). De hecho, actualmente se están llevando a cabo di-
versos ensayos clínicos para evaluar el potencial del cbD en combinación
con radioterapia y/o los tratamientos quimioterápicos convencionales
en glioma, mieloma múltiple y tumores gastrointestinales
(Nct03607643, Nct03529448, Nct03246113).

sin embargo, a pesar del potencial terapéutico del cbD
su elevada liposolubilidad dificulta el diseño y desarrollo de formu-
laciones eficaces, siendo necesario el uso de solventes no acuosos y
surfactantes para su administración (24). el uso de nanopartículas
poliméricas como trasportadores de cbD permitiría su administra-
ción en vehículos acuosos. Además, desde el punto de vista terapéu-
tico, el uso de estos sistemas resultaría altamente beneficioso en
terapia antitumoral. el endotelio vascular alterado y el menor dre-
naje linfático que caracteriza a los tumores hace que los nanosiste-
mas tiendan a acumularse a nivel tumoral (25).

Por otro lado, la incorporación de ligandos reconocidos
por receptores sobreexpresados en las células tumorales posibilitaría
una mayor captación por parte de los tumores, incrementando la
eficacia terapéutica (26). en cáncer de ovario, un ligando promete-
dor es el ácido fólico, ya que el 90 % de los tumores de ovario so-
breexpresan receptores de folato (27, 28). Por todo ello, en este
trabajo se han diseñado nanopartículas poliméricas de cbD funcio-
nalizadas con ácido fólico. se seleccionó el polímero biocompatible
y biodegradable PLGA, ya que está aprobado por la FDA para di-
versas aplicaciones biomédicas.

el objetivo del presente trabajo de investigación ha sido
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diseñar, desarrollar y evaluar nanopartículas poliméricas de cbD
eficaces para el tratamiento de cáncer de ovario en monoterapia o
en combinación con agentes antineoplásicos convencionales. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Materiales 
el cbD es de THC-Pharma (Alemania), y la DOX, cIs y

PtX, son de Fisher-Scientific (españa). el resómero de PLGA-rG®-
502 (PLGA-502) (v.i. 0.16–0.24 dL/,) de Evonik®(Alemania) y el
alcohol polivinílico de Sigma-Aldrich (usA). el ácido fólico y todos
los reactivos de funcionalización son Fisher-Scientific (españa). todos
los solventes orgánicos utilizados (etanol, metanol, acetonitrilo y
diclorometano) son grado HPLc (Fisher-Scientific, españa). el re-
activo mtt es de Sigma-Aldrich (usA). el medio de cultivo rPmI-
1640- GlutamAX™-I, la tripsina (0.25 %), gentamicina (10 mg/ml),
glutamina y la matriz extracelular Geltrex® son de Gibco (Life-
Technologies, usA). el suero bovino fetal es de Biowest (Francia) y
el kit de apoptosis con Annexin-V FItc ioduro de propidio (V13242)
de Invitrogen (Life-Technologies, usA). 

2.2 Cultivos celulares 
Las líneas celulares sKOV-3 y OAW-42 de cáncer 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 ºc con un 5 % de cO2, utilizando rPmI-
1640 enriquecido con glutamina (200 mm) y rPmI-1640 Gluta-
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 CBDsol

2.3.1.Estudios de viabilidad celular 
La actividad antiproliferativa del cbDsol se evaluó en las

células OAW-42 y sKOV-3. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos (1.5 104 células/ cm2) y se trataron (24 horas después) con
cbDsol (6.25-50 µm) durante 24 y 48 horas. La viabilidad celular
se determinó 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 solución patrón de cbD
se preparó en etanol absoluto (20 mm) y se diluyó con medio de
cultivo. se calcularon los valores de cI50 de cbD utilizando el pro-
grama compusyn-software (combosyn, ,usA). en células sKOV-3
también se evaluó el efecto de concentraciones bajas de cbD (100-
1000 nm) tras 24, 48 y 72 horas de incubación. 

2.3.2. Evaluación de apoptosis
Las células sKOV-3 se trataron con cbD en solución (20 y

30 µm) durante 24 y 48 horas. A continuación, las células se levan-
taron, tiñeron con Annexin V-FItc y ioduro de propidio, y se man-
tuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se analizaron mediante el citómetro FAcs Can Bec-
ton Dickinson, usA).

2.3.3. Ensayos de migración celular 
el efecto del cbDsol en la migración de células tumorales

de ovario se evaluó 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
μg/ml) durante 30 minutos para inhibir la proliferación celular. en
la monocapa celular se generó un hueco con una pipeta de 200 µL
y se trataron con cbD (5 y 15 µm) durante 24 horas. A diferentes
tiempos (0, 12 y 24 horas) las células se fotografiaron para evaluar
la migración celular a través del hueco generado, determinando el
área del hueco a cada tiempo mediante el software Image J. La ca-
pacidad migratoria de las células (%) se determinó de manera re-
lativa con respecto al control (células tratadas con medio de cultivo)
utilizando la siguiente ecuación (29):

Donde A0 es el área del hueco generado a t=0 y At el
área a t= 6 o 24 horas.

Ensayo de migración Transwell
Las células se sembraron en insertos transwell (8 µm de

tamaño de poro) de placas de 24 pocillos (105 células/inserto) (Fal-
con, usA) y se trataron con cbDsol (15 y 30 µm) durante 24 horas.
Las células presentes en la parte superior del inserto se eliminaron
con una torunda de algodón. Las células que migraron a la parte
inferior del inserto se fijaron con metanol y se tiñeron con cristal
violeta (0.1 % v/v). tras varios lavados, el cristal violeta se extrajo
con una solución de ácido acético al 10 % y la absorbancia se midió
a 595 nm. Paralelamente, se llevó a cabo un ensayo de viabilidad
celular (105 células/ pocillo en placas de 24 pocillos) para corregir
los resultados del experimento de migración celular. 

Finalmente, se calcularon los porcentajes de migración ce-
lular, expresados de manera relativa con respecto al control (100
%). 



2.3.4. Ensayos de invasión celular 
el efecto del cbDsol en la invasión de las células sKOV-3

se determinó mediante el ensayo tipo transwell. Los insertos trans-
well (8 µm de tamaño de poro) de placas de 24 pocillos (Falcon,
usA) fueron previamente cubiertos con una solución de Geltrex
(150µL/cm2). Las células sKOV-3 se añadieron a la cámara superior
del inserto en medio de cultivo libre de suero bovino. en la cámara
inferior se añadió medio de cultivo con suero al 10 % como qui-
mioatrayente. el cbDsol (15 and 30µm) se añadió en ambas cáma-
ras. Después de 24 horas, los insertos se lavaron cuidadosamente
con Pbs y las células remanentes en la cámara superior se elimina-
ron con una torunda de algodón. A continuación, las células pre-
sentes en la cámara inferior del inserto (células que han invadido)
se fijaron, tiñeron y cuantificaron siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 2.3.3 para el ensayo de migración transwell. 

Los resultados obtenidos se corrigieron con los datos de
viabilidad celular. el porcentaje de invasión también se calculó y ex-
presó de manera relativa con respecto al control (100 %). 

2.3.5. Estudios de combinación con otros antineoplási-
cos: 

- Estudios de sensibilización (preadministración):
el objetivo es evaluar si la administración previa de con-

centraciones subterapéuticas de cbD (muerte celular <10 %) in-
crementa la sensibilidad de las células tumorales de ovario al PtX,
DOX y cIs. Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
(1.5 104 células/cm2) y se trataron, 24 horas después, con cbDsol
(1 y 10 µm). A continuación, las células se trataron exclusivamente
con PtX (10-500 nm), DOX (0.5-60 µm) y cIs (1-100 µm). tras 48
horas de incubación se determinó la viabilidad celular mediante
mtt y se calcularon los valores de cI50 . se consideró que se producía
un efecto sensibilizador si había una disminución estadísticamente
significativa en los valores de cI50 en las células pretratadas con
cbD.

- Estudios de sinergismo (coadministración):
Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos

(1.5 104 células / cm2) y se trataron, 24 horas después, con las dife-
rentes combinaciones de cbD en solución (10, 15 y 20 µm) y PtX
(10-500 nm), DOX (0.5-60 µm) o cIs (1-100 µm). tras 48 horas, la
viabilidad celular se determinó mediante mtt. se calcularon los va-
lores de cI50 y los Ic utilizando el software compusyn (30). Ic >1
indican antagonismo, Ic= 1 efecto aditivo y Ic<1 sinergismo(31).

también se determinó el efecto de la combinación de cbD
y PtX en la inducción de apoptosis. Las células sKOV-3 se trataron
con PtX (100 nm) o PtX (100 nm)+ cbD 20 µm durante 48 horas.
La apoptosis se determinó por citometría de flujo siguiendo el pro-
tocolo descrito en el apartado 2.3.2. 
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- Pre + coadministración:
Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos

(1.5 104 células / cm2) y se trataron, 24 horas después, con cbDsol
(10 µm) durante 24 horas. A continuación, el medio se descartó, y
las células se trataron con las combinaciones de cbD (10µm) +
PtX (10-500 nm) durante 48 horas. La viabilidad celular se deter-
minó por mtt y se calcularon los valores de cI50. 

2.4.Actividad antitumoral in vivo del CBD en solución
2.4.1. Actividad del CBDsol en monoterapia

La actividad anticancerígena del cbDsol también se ter-
minó 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 °c y 47 % de hu-
medad relativa, bajo rotación automática(180 ºc / 4 horas). el
DDe=4, se realiza un pequeño orificio (3 mm) en la cáscara del
huevo, se tapa con cinta adhesiva y se introducen de nuevo en el in-
cubador sin rotación. el DDe=8, el orificio se agranda y la mcA se
“araña” suavemente sin comprometer la viabilidad del embrión. A
continuación se inoculan las células sKOV-3 (2•106 cells/huevo) sus-
pendidas en una solución de Geltrex®. el DDe=11, los tumores
ya formados, se rodean con un anillo de silicona y se tratan con:
cbDsol diariamente (100 µm) y medio de cultivo rmPI 1640 que
sirve como control. Al menos se trataron 7 huevos por condición. Los
huevos se mantuvieron en el incubador hasta el DDe=13.5. el cre-
cimiento del tumor se monitorizó por microscopía (Lumenera INFI-
NItY2-1 cDD), calculando el área de los tumores antes y después
del tratamiento, utilizando la siguiente ecuación: 

crecimiento tumoral (%)=[Área del tumor antes del tra-
tamiento ]DDe:11*100/ [Área del tumor tras el tratamiento]
DDe:13.5

2.4.2. Actividad del CBDsol en combinación con PTX
La combinación del cbD y PtX también se ha evaluado

en este modelo, utilizando el protocolo de pre + coadministración.
el DDe=11, los tumores se trataroncon cbD en solución (100 µm)
o medio rPmI-1640 durante 24 horas. A continuación, en el
DDe=12 se administró el PtX (100µm). el cbD en solución se
añade diariamente hasta el DDe=13.5. Al menos se trataron 7
huevos por condición. el crecimiento del tumor se monitorizó tal y
como describimos en el apartado anterior (2.4.1). 

2.5. Desarrollo de las nanopartículas de CBD

2.5.1. Elaboración de las nanopartículas de CBD 
se empleó el método de evaporación-extracción del sol-

vente. La fase orgánica (PLGA+ cbD disueltos en 1 ml de dicloro-



metano), se goteó sobre una solución acuosa de PVA y se sonicó
(Fisher scientific-sonicator,usA). La suspensión resultante se man-
tuvo en agitación (500 rpm) durante 3 horas a temperatura am-
biente para evaporar el diclorometano. Las nanopartículas se
recolectaron por centrifugación (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 ºc y 0.2 mbar. como crioprotector se añadió
1 ml de una solución de sacarosa al 3 % (p/v). Para la optimización
del protocolo de elaboración de la formulación se emplearon dife-
rentes porcentajes de cbD (1,5-3 %); diferentes porcentajes de PVA
(1 y 3 %) y diferentes tiempos de sonicación (2-5).

2.5.2.Funcionalización de las nanopartículas de CBD
el ácido fólico se incorporó a la superficie de las nanopar-

tículasno liofilizadas y recién preparadas. en primer lugar, se acti-
varon los grupos cOOH libres de la superficie de las nanopartículas
mediante la adición de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodii-
mida y N-hidroxisuccinimida( pH de 4.7). La suspensión se mantuvo
en agitación durante 2 horas. Las nanopartículas se recolectaron
por centrifugación, se re-suspendieron en Pbs (pH 7.4, 9 ml) que
contenía 6 mg de ácido fólico y se mantuvieron en agitación 4 horas.
Finalmente, las formulaciones funcionalizadas se recolectaron y lio-
filizaron.

2.5.3. Caracterización de las nanopartículas de CBD no
funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico 

Las nanopartículas se caracterizaron determinando: 
- Tamaño de partícula, índice de polidispersión y potencial

zeta: 
se determinaron por dispersión dinámica de luz láser mi-

crotrac®-Zetatrac™ Particle-Analyzer (microtrac, usA). 
- Morfología 
Las nanopartículas se suspendieron en agua purificada y

añadieron sobre una oblea de silicio adherida a un soporte metálico.
se secaron a vacío, se metalizaron con una capa de 20 nm de oro y
se observaron al microscopio electrónico de barrido (Jeol-Jsm-6335F,
Japón).

- Determinación del contenido en CBD y eficacia de en-
capsulación.

Las nanopartículas liofilizadas se disolvieron en dicloro-
metano (5 mg/ml). el cbD se extrajo con la adición de fase móvil
de HPLc en agitación. Las muestras se filtraron y analizaron por
HPLc (33). La eficacia de encapsulación se calculó mediante la si-
guiente ecuación: 

ee (%)= *100

- ATR
La presencia de ácido fólico en la superficie de las nano-

partículas se confirmó mediante espectroscopia infrarroja utilizando
la técnica de Atr (Attenuated total reflection) mediante el espec-
tofotómetro Nicolet-magna-750 equipado con spectra-tech H-Atr
(LabX, usA) en un rango de 4000 a 400 cm−1. 

- Estudios de liberaciónin vitro del CBD
Las nanopartículas 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 baño termostatizado a 37±0.5 ºcon una agitación cons-
tante de 100 rpm. A distintos tiempos, se extrajeron alícuotas, 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 cbD de 5-50 µm, se evaluó en las células
sKOV-3 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3.1. 

- Estudios de internalización:
La captación de las nanopartículas no funcionalizadas y

funcionalizadas con ácido fólico se evaluó por microscopía de fluo-
rescencia empleando las nanopartículas cargadas con DiO. Las cé-
lulas sKOV-3 se sembraron, a una densidad de 30000 células/pocillo
en placas Ibidi de 8 pocillos. 12 horas más tarde se trataron con una
concentración de nanopartículas de 1 mg/ml y se incubaron a 37 ºc
y un 5 % cO2 durante 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas. A cada tiempo, las
células se lavaron con Pbs, fijaron con paraformaldehído 4 % (p/v),
tiñeron con DAPI y red-Phalloidin y se observaron por microscopía
de fluorescencia (eVOs™, Fisher-scientific, usA).

2.5.5. Actividad antitumoral in vivo de las nanopartículas
de CBD

La actividad antitumoral en monoterapia de las nanopar-
tículasde cbD también se evaluó 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) cbDsol,ii) cbD-Nps y iii) FA-cbD-Nps a una
concentración de cbD de 100µm. Las formulaciones de nanopartículas
blancas (PLGA-Nps y FA-PLGA-Nps) también se evaluaron. 

2.5.6. Estudios de combinación con PTX
se determinó el efecto antitumoral in vitro de las nanopar-

tículas de cbD, no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico
en combinación con el paclitaxel (10-500 nm) en las células sKOV-3
siguiendo el protocolo de pre + coadministración recogido en el apar-
tado 2.3.5.
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2.6. Análisis estadístico de los resultados
Los datos están expresados como una media ±De de al

menos tres experimentos diferentes. el test ANOVA simple seguido de
test de turkey se utilizó para la comparación de múltiples grupos. La
comparación de dos grupos se realizó utilizando la prueba t-student.
Las diferencias estadísticamente significativas se expresaron como: *
(p<0.05) y ** (p<0.01). 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Actividad antitumoral in vitro del CBDsol en monote-
rapia

el cbD inhibe la proliferación de ambas líneas celulares de
cáncer de ovario, OAW-42 y sKOV-3 (Figura 1), siendo estas últimaslas
más sensibles al presentar los valores de cI50 más bajos (tabla 1). Las
diferencias encontradas pueden atribuirse a su distinto perfil histoló-
gico. Aunque ambas son células tumorales de ovario epiteliales (los
tumores más frecuentes), las células OAW-42 son exclusivamente de
tipo seroso y las sKOV-3 son una mezcla de tipo seroso y de células
claras. este hecho podría explicar que presenten una mayor sensibili-
dad al cbD. De hecho, también se han encontrado diferencias con tra-

tamientos quimioterápicos convencionales, como es el caso de los ta-
xanos, siendo las células sKOV-3 mucho más sensibles al PtX y doce-
taxel (34). teniendo en cuenta la mayor sensibilidad de las células
sKOV-3 al cbD, así como su elevado grado de invasividad; se selec-
cionaron para el resto de los estudios llevados a cabo en el presente
trabajo de investigación. 

Hay autores que han demostrado que algunos cannabinoi-
des presentan un efecto bifásico, y a concentraciones bajas (en el in-
tervalo nanomolar) estimulan la proliferación de las células tumorales
(35, 36). en el caso del cbD, no se apreció este efecto bifásico, concen-
traciones de 100-1000 nm no modificaron la viabilidad de las células
sKOV-3 durante 24-72 horas de incubación (Figura 1c).

La apoptosis es uno de los mecanismos responsables de

Figura 1: estudios de viabilidad celular de células sKOV-3 (A) y OAW-42 (b) tratadas con cbD (6.25-50µm) durante 24 y 48 horas. 
Viabilidad celular de células sKOV-3 tratadas con cbD a concentraciones nanomolares (100-1000 nm) durante 24-72 horas

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

24 horas 48 horas

sKOV-3 29.71±1.89 µm 22.73±1.18 µm

OAW-42 34.55±0.90µm 31.80±1.01µm

tabla 1: Valores de cI50 de las células sKOV-3 y OAW-42 tratadas con cbD (6.25-

50µm) durante 24 y 48 horas
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la muerte celular del cbD (37, 38). en el presente trabajo, la induc-
ción de apoptosis se evaluó por citometría de flujo. tal y como se
puede observar en la Figura 2, el tratamiento del las células sKOV-
3 con cbDsol incrementó ligeramente el porcentaje de células apop-
tóticas. Los valores obtenidos (<10 % en todos los casos) son muy
inferiores a los publicados en otros tumores. Por ejemplo, en células
de cáncer de cérvix, concentraciones de cbD equivalentes a la cI50
presentaron porcentajes de apoptosis en el intervalo de 28.6-51 %
(dependiendo de la línea celular). esto indica que la inducción de
apoptosis no es el mecanismo principal de muerte en las células
sKOV-3. 

Además del efecto antiproliferativo, algunos autores han
demostrado que el cbD inhibe la migración e invasión de células
tumorales de mama, glioma y cérvix (39-41). estas propiedades se-
rían 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 migración e invasión 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 cI50) inhibe la migración de las células
sKOV-3. sin embargo, diferencias estadísticamente significativas

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

en el ensayo de migración transwell (Figura 4A), también
se observó un efecto inhibitorio de la migración celular, del ≈12 y
30 % a concentraciones de cbD de 15 y 30 µm respectivamente, y
aunque deberían realizarse más estudios en este sentido, se puede
concluir que el cbD presenta un efecto inhibitorio de la migración
de las células sKOV-3. sin embargo, en el ensayo de invasión tipo
transwell (Figura 4b), solo se observó una ligera inhibición de la
invasión de las células sKOV-3 (≈14 %) a concentraciones de cbD
de 30 µm. 

3.2. Estudios de combinación del CBDsol
una vez demostrado el efecto inhibitorio del cbD sobre

las células tumorales de ovario, se ha evaluado su combinación con
agentes antineoplásicos convencionales utilizados en el tratamiento
de tumores ováricos: cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina. 

La combinación de cbD (1-20µm) y PtX (10-500 nm) fue
altamente eficaz. Por un lado, la administración previa de cbDsol
sensibilizó a las células sKOV-3 frente al PtX (Figura 5A), obser-
vándose una disminución de los valores de cI50 del PtX. sin em-

Figura 3: ensayo de migración celular de " cierre de herida"  de las células sKOV-3 tratadas con medio de cultivo (-cbD) y cbD 5 y 
15µm durante 6 y 24 horas (A). capacidad migratoria  relativa (%)  de  cada una de las células (b).

Figura 4: resultados de migración (A) e invasión (b) de las células sKOV-3  tratadas con medio de cultivo (-cbD) y con cbD 15 y 30µm 
durante 24 horas en los ensayos tipo transwell. * diferencias estadísticamente significativas (p<0.05)
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bargo, diferencias estadísticamente significativas entre las células
pretratadas y no tratadas con cbD solo se observaron con la admi-
nistración de cbD 10 µm (tabla2). en la coadministración de ambos
compuestos, cbD+PtX, se observó un efecto sinérgico moderado
(Figura 5b), ya que se obtuvieron valores de Ic comprendidos en el

intervalo de 0.71-1.01 en todas las combinaciones (tabla s1 de ma-
terial complementario). La coadministración de ambos agentes sería
altamente beneficiosa. en primer lugar, hay que tener en cuenta
que el cbD presenta, en general, una baja toxicidad, especialmente
en comparación con los tratamientos quimioterápicos. en segundo
lugar, el efecto sinérgico de ambos compuestos permitiría reducir la
dosis de PtX y, por consiguiente, sus efectos adversos. Por ejemplo,
la combinación de cbD 10µm y PtX 100 nm produce una muerte
celular (≈60 %) similar que la administración de PtX 500 nm.
Además, diversos autores han demostrado que el cbD inhibe el
dolor neuropático asociado al PtX (42-44), haciendo esta combina-
ción aún más interesante. 

Los resultados de citometría de flujo demostraron que este
efecto sinérgico del cbD y PtX puede atribuirse a un incremento en
la inducción de apoptosis (Figura 5D). mientras que en las células
tratadas con PtX (100 nm) durante 48 horas el porcentaje de células
apoptóticas fue en torno al 50 %, en las células tratadas con PtX
(100 nm) + cbD (20µm) fue significativamente ( p<0.01) superior
(≈80 %). cabe decir que otros autores encontraron resultados si-
milares en células de cáncer de estómago tratadas con PtX y anan-
damida (un endocannabinoide), demostrando que este

Figura 5: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y PtX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y
10µm) durante 24 horas, seguida del tratamiento con PtX (10-500 nm) durante 48 horas; b) ensayo de co-administración con el tratamiento de las células durante 48 horas
con las diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y PtX (10-500 nm) y c) ensayo de pre+co-administración con el pre-tratamiento de las células con cbD 10 µm durante
24 horas seguido de la co-administración d cbD 10 µm +PtX (10-500 nm). resultados de apoptosis (citometría de flujo) tras el tratamiento con cbD 20µm, PtX 100 nm o
su combinación durante 48 horas (D). * (p<0.05) y ** (p<0.01) indican diferencias estadísticamente significativas con el PtX como tratamiento único.

PTX CI50 (nM)

PtX 105.52±22.32

Pre-cbD 1µm 72.94±8.03

Pre-cbD 10 µm 63.19±7.71*

co-cbD 10 µm 39.53±1.68**

co-cbD 15 µm 13.14±1.50**

co-cbD 20 µm 14.05±3.88**

Pre+ co-cbD 10 µm 29.48±6.82**

tabla 2: cI50 del paclitaxel en las células sKOV-3. *y  ** indican diferencias esta-
dísticas mente significativas  (p<0.05 y p <0.01 respectivamente) entre los va-
lores de cI50 de las células tratadas con PtX y con las diferentes combinaciones
de cbD y PtX



endocannabinoide incrementa de manera considerable la apoptosis
inducida por el PtX (45). 

Debido a los prometedores resultados obtenidos en los es-
tudios de sensibilización y coadministración con el PtX, se evaluó
la combinación de ambos protocolos (pre+co-administración). tal
y como se puede observar en la Figura 5c, esta estrategia de trata-
miento resultó altamente efectiva, produciéndose una disminución
en los valores de cI50 del PtX en torno al 70 %. De hecho, siguiendo
este protocolo la combinación de PtX 10 nm y cbD 10µm produce
un efecto similar que la administración de PtX 100 nm. 

La combinación del cbD con DOX también sería altamente
prometedora, ya que el cbD ha demostrado tener un efecto cardio-
protector sobre la toxicidad cardiaca inducida por la DOX, su prin-
cipal efecto adverso (46, 47). sin embargo, la combinación con el
cbD no fue eficaz (Figura 6A). Por un lado, en los estudios de sen-
sibilización, aunque se observó una disminución de los valores de
cI50 en las células pretratadas con cbD, no se observaron diferencias
estadísticamente significativas (tabla 3). Por otro lado, la coadmi-
nistración de cbD (10-20µm) y DOX (0.5-60µm) no resultó eficaz
(Figura 6b). De hecho se obtuvieron Ic>1 (tabla s2 material com-
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plementario) en todas las combinaciones evaluadas, a excepción de
la combinación de DOX 5µm con cbD 10 y 15µm, donde se obtu-
vieron Ic de 0.8 y 0.92 respectivamente, lo que nos indica un anta-
gonismo moderado entre ambos fármacos. 

Finalmente, la combinación con cIs también resulto in-
eficaz (Figura 7 A y b). en las células pretratadas con cbD, se ob-
servaron incluso valores de cI50 de cIs ligeramente superiores a las
células no tratadas, aunque sin diferencias estadíticamente signifi-
cativas (tabla 4). en los estudios de combinación se obtuvieron Ic>1

(tabla s3 material complementario), incluso superiores a 2 en al-
gunas combinaciones, indicando que se produce un antagonismo li-
geramente superior que con la DOX. 

3.3. Eficacia antitumoral in ovo del CBDsol
en las últimas décadas este modelo ha sido propuesto

como una gran herramienta terapéutica en investigación sobre el
cáncer, convirtiéndose en un paso intermedio entre los cultivos ce-
lulares y los animales de experimentación (48). Precisamente, uno

Figura 6: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y DOX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y 10µm)
durante 24 horas, seguida del tratamiento con DOX (0.5-60 µm) durante 48 horas y b) ensayo de co-adminsitración con el tratamiento de las células durante 48 horas con las
diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y DOX (0.5-60 µm).* (p<0.05) y ** (p<0.01) indican diferencias estadísticamente significativas con el DOX como tratamiento único. 

DOX cI50 (µm)

DOX 18.65±4.25

Pre-cbD 1µm 17.82±2.58

Pre-cbD 10 µm 12.26±3.16

co-cbD 10 µm 15.16±2.78

co-cbD 15 µm 12.58±5.96

co-cbD 20 µm 11.29±5.30

tabla 3: cI50 de la doxorrubicina en las células sKOV-3 con las diferentes combina-
ciones evaluadas

CIS CI50 (µM)

cIs 38.71±6.85

Pre-cbD 1µm 39.76±6.05

Pre-cbD 10 µm 40.50±5.71

co-cbD 10 µm 36.13±2.97

co-cbD 15 µm 28.47±3.53

co-cbD 20 µm 26.97±5.30

tabla 4: cI50 del cisplatino en las células sKOV-3 con las diferentes combinaciones
evaluadas



100 µm), significativamente (p <0.05), disminuyó el crecimiento
de tumores de ovario con respecto al control (tumores tratados con
medio de cultivo celular), observándose además un efecto inhibitorio
similar (≈40 %) al PtX (100µm una sola administración). Por úl-
timo, en este modelo, la combinación de cbD y PtX, siguiendo el
protocolo de pre + coadministración confirmó los resultados obte-
nidos en cultivos celulares, corroborando el potencial interés de in-
cluir el cbD en los regímenes de quimioterapia basados en PtX.
mientras que en los tumores tratados únicamente con PtX se observó
una disminución del crecimiento tumoral ≈40 %, en los tratados
con cbD+PtX, se apreció una reducción significativamente superior
(p<0.05) del ≈60% (Figura 8c). 

3.4. Desarrollo y caracterización de las nanopartículas
cargadas con CBD 

3.4.1. Caracterización física de las formulaciones
Las características de las formulaciones desarrolladas du-

rante la optimización del protocolo de nanoencapsulación están re-
cogidas en la tabla s4 de material complementario. con el objetivo
de conseguir el menor tamaño posible, el mayor contenido en cbD
y la menor velocidad de liberación se seleccionaron como adecuados
para elaborar las nanopartículas poliméricas de cbD un tiempo de
sonicación de 2 minutos, una concentración de PVA del 1 % y un
ratio de cbD:PLGA de 1.5: 100 mg. 

La incorporación de ácido fólico a la superficie de las na-
nopartículas produjo un ligero aumento del tamaño de partícula
con respecto a las formulaciones no funcionalizadas (tabla 5). No
obstante, solo se apreciaron diferencias estadísticamente significa-
tivas en las nanopartículas no cargadas con cbD. se observó también
un aumento en la polidispersión de las formulaciones, con valores
de PDI>0.2 en todas las formulaciones funcionalizadas con ácido
fólico.

de los tumores donde más 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 extraídos de pacientes (50), y
convirtiéndolo en una excelente herramienta de investigación. 

en la Figura 8A, se observa un ejemplo de los tumores de
cáncer de ovario generados sobre la mcA de embriones de pollo. el
análisis histopatológico del mismo (tinción hematoxilina-eosina)
(Figura8b) indica que las células tumorales invadieron la mcA del
embrión, así como la formación de una neovasculatura tumoral. 

tal y como se puede observar en la Figura 8c, la admi-
nistración diaria de cbD durante 60 horas (a una concentración de
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Figura 7: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y DOX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y
10µm) durante 24 horas, seguida del tratamiento con cIs (1-100 µm) durante 48 horas y b) ensayo de co-administración con el tratamiento de las células durante 48 horas
con las diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y cIs (1-100 µm).* (p<0.05) indica diferencias estadísticamente significativas con el cIs como tratamiento único

Figura 8: Inhibición del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos admi-
nistrados: cbD (100µm administrado diariamente), PtX (100 µm una sola admi-
nistración durante) y la combinación de ambos. *(p<0.05) indica diferencias
estadísticamente significativas entre la combinación de cbD+PtX y el PtX como
tratamiento único. 



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 incorporación de AF a la
superficie de las nanopartículas produjo, como era de esperar, una
reducción en el valor del potencial zeta aunque, en todos los casos,
esta disminución fue muy pequeña. La unión de los grupos carboxilo
activados del PLGA con el grupo amino libre del ácido fólico debería
producir un aumento de la carga superficial de las nanopartículas;
sin embargo, el ácido fólico presenta dos grupos carboxilos libres,
siendo, probablemente, los responsables de esta ligera disminución
en el potencial zeta de las nanopartículas funcionalizadas. Por otro
lado, desde el punto de vista morfológico, no se apreció ningún cam-
bio (Figura 9). todas las nanopartículas presentaron una forma es-
férica y una superficie lisa y sin poros.
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3.4.2. Carga, eficacia de encapsulación y estudios de
liberación

Los valores de carga y eficacia de encapsulación de las
formulaciones de cbD están recogidos en la tabla 5. La incorpo-
ración de AF a la superficie de las nanopartículas produjo una
disminución no significativa (p>0.05) del contenido en cbD, pro-
bablemente, debido a una pérdida durante el proceso de funcio-
nalización. también se observó una liberación más rápida, 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 apreció una liberación controlada del cbD durante al
menos 72 horas, con aproximadamente el 90 % del cbD liberado. 

Formulación Tamaño (nm) PDI
Potencial zeta

(agua)
rendimiento del pro-

ceso (%)
carga (µg cbD/10

mg Nps)
ee (%)

PLGA- Nps 228.47 ± 8.36 0.141  ± 0.019 -24.7±1.48 61.8 ±4.27 ------ ------

cbD-Nps 236.08± 12.02 0.165± 0.009 -16.6±1.22 51.2 ±6.22 140.2± 6.25 95.23 ± 3.3

FA-PLGA-Nps 259.1± 8.47 0.271±0.031 -29.5±0.20 48.62±12.22 ------
------

FA-cbD-Nps 241.5± 10.21 0.210±0.033 -18.4±0.66 50.94±5.27 120.5±15.57 81.97±14.97

DiO-Nps 230.27±7.58 0.175±0.021 -28.2±1.52 62.5 ± 2.33 ------ ------

FA-DiO-Nps 248.3±9.72 0.227±0.085 -31.27±1.70 50.94±10.22 ------ ------

tabla 5: características de las formulaciones optimizadas funcionalizadas y no funcionalizadas con ácido fólico elaboradas

Figura 9: Imágenes obtenidas por microscopía electrónica de todas la nanopartículas desarrolladas



cm− 1, que pueden atribuirse al anillo de pterina y fenilo del
ácido fólico. Además, 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 unión con el PLGA. estos dos picos
están presentes en el espectro del ácido fólico y de la mezcla física
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 O-H) (53, 54). Los resultados obtenidos nos indican la
unión de la molécula de ácido fólico sobre la superficie de las na-
nopartículas.

3.4.3. ATR 
estos estudios confirmaron la unión de ácido fólico a la

superficie de las nanopartículas de cbD. en el espectro de Atr de
las nanopartículas de cbD no funcionalizadas (Figura 11), se pue-
den apreciar los picos característicos del PLGA: 3340 cm− 1 (O-
H), a 2940 cm− 1 (c-H), 1750 cm− 1 (c-O de los grupos ester),
1380 cm− 1 (-cH3 del ácido láctico) y 1090 cm− 1 (c-O), (51,
52). en las formulaciones funcionalizadas con ácido fólico, se ha
producido un engrosamiento de la banda de 3340 cm− 1, proba-
blemente debido a la contribución de las vibraciones de estira-
miento de los enlaces N-H la molécula de ácido fólico, así como
también aparecen diversos picos en el intervalo de 1700-1500
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Figura 10: Perfil de liberación in  vitro de las nanopartículas de cbD funciona-
lizadas y no funcionalizadas con ácido fólico

Figura 11: espectros de Atr del  ácido fólico (AF), las nanopartículas no funciona-
lizadas (cbD-Nps), la mezcla física de ambos (AF+cbD-Nps) y las nanopartículas

funcionalizadas con ácido fólico ( AF-cbD-Nps).

Figura 12: estudios de internalización de las nanopartículas no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico en células sKOV-3. tinción con DAPI ( núcleo celular):
azul; tinción con red-Phalloidin ( citoesqueleto): rojo, tinción con DiO: (nanopartículas): verde



3.4.4. Estudios de captación en las células SKOV-3 
tal y como se puede apreciar en la Figura 12, se produjo

una internalización más rápida en las formulaciones funcionaliza-
das con folato. en las formulaciones no funcionalizadas no se apre-
ció una captación considerable hasta las 2 horas de incubación. sin
embargo, en nanopartículas con ácido fólico se observó incluso a
los 30 minutos. estas diferencias en la captación pueden atribuirse
a la presencia del ácido fólico. Precisamente, la internalización a
tiempos cortos obtenida con las nanopartículas de folato resulta
muy interesante para nuestros objetivos debido a la rápida libe-
ración del cbD a partir de las nanopartículas en los primeros 90
minutos. sin embargo, tras 8 horas de incubación ambas formu-
laciones presentaron una captación similar.

3.4.5. Eficacia antitumoralde las nanopartículas de CBD
en monoterapia

3.4.5.1. Eficacia antitumoral in vitro
mientras que las nanopartículas no cargadas no presen-

taron citotoxidad, las nanopartículas cargadas con cbD (funciona-
lizadas y no funcionalizadas con ácido fólico) presentaron una
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actividad antiproliferativa similar o ligeramente superior ( a con-
centraciones bajas) al cbDsol (Figura 13). De hecho, se observó
una disminución en los valores de cI50 en las formulaciones de na-
nopartículas de cbD. sin embargo, las diferencias no fueron esta-
dísticamente significativas (tabla 10). cabe destacar que en estos
ensayos el cbDsol está completamente disponible para las células
lo que podría dificultar encontrar diferencias significativas entre la
solución y las nanopartículas, 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 algún caso inferior al fármaco libre, proba-
blemente debido a esta liberación controlada (55). 

Figura 13: estudios de viabilidad en células sKOV-3 de las nanopartículas de cbD funcionalizadas y no funcionalizadas con ácido fólico

Figura 14: Inhibición del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos de
las nanopartículas de cbD no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico.
* y † indican diferencias estadísticamente significativas ( p<0.05) de las nano-
partículas funcionalizadas con el cbDsol y  con las nanopartículas no funcionali-
zadas respectivamente

CI 50
24 horas 48 horas

cbD sol 29.71±1.89 µm 22.73±1.18 µm

cbD-Nps 28.04±1.14µm 20.88±1.25µm

AF-cbD-Nps 26.12±4.32µm 17.63±3.27µm

tabla 6: Valores de cI50 en las células sKOV-3 tras 24 y 48 horas de tratamiento con
con cbDsol y las nanopartículas no  funcionalizadas y funcionalizadas de cbD



3.4.6. Estudios de combinación de la nanopartículas de
CBD

tal y como podemos observar en la Figura 15, las nano-
partículas de cbD, administradas de acuerdo al protocolo de pre +
coadministración, potenciaron la actividad antiproliferativa del PtX,
disminuyendo significativamente (p<0.01) los valores de cI50 de
este antineoplásico (tabla 7). Aunque ambas formulaciones de na-
nopartículas, no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido, pre-
sentaron una mayor disminución de los valores de cI50 que el cbDsol,
solo se consiguieron diferencias estadísticamente significativas
(p<0.05) con las nanopartículas funcionalizadas con ácido fólico. 

4. CONCLUSIONES 

el cbD, administrado en monoterapia, resulta útil en el
tratamiento de tumores de ovario altamente invasivos, debido a su
capacidad para inhibir el crecimiento y migración de las células tu-
morales. Además, debido a su capacidad para potenciar el efecto
citotóxico del placlitaxel, resulta útil su uso en terapia de combina-
ción, permitiendo reducir la dosis, y por consiguiente, los efectos ad-
versos de este antineoplásico para conseguir el mismo efecto
antitumoral. 

el desarrollo de las nanopartículas poliméricas de PLGA
constituye un buen recurso tecnológico para administrar el cbD, pre-
sentando una actividad anticancerígena similar o ligeramente su-
perior al cbD en solución. Además, la incorporación de ácido fólico
a la superficie de estas formulaciones es un buen recurso de vecto-
rización a tumores de ovario, incrementando significativamente la
eficacia de las formulaciones de nanopartículas de cbD en los mo-
delos in ovo. Además, estas formulaciones demostraron in vitro po-
tenciar significativamente el efecto antitumoral del PtX. 

5. LISTA DE ABREVIATURAS 

AF-cbD-Nps Nanopartículas cargadas con cannabidiol y 
funcionalizadas con ácido fólico

AF-DiO-Nps Nanopartículas cargadas con DiO y funcionali
zadas con ácido fólico

AF-PLGA-Nps Nanopartículas blancas funcionalizadas con 
ácido fólico

cbD cannabidiol
cbD-Nps Nanopartículas cargadas con cannabidiol
cbD sol cannabidiol en solución
cI50 concentración inhibitoria 50
cIs cisplatino
DDe Día de desarrollo embrionario
DiO Perclorato de 3,3'-Dioctadeciloxacarbocianina
DiO-Nps Nanopartículas cargadas con DiO

3.4.5.2. Eficacia antitumoral in vivo
La eficacia antitumoral de las nanopartículas de cbD des-

arrolladas también se evaluó en los modelos in ovo. tal y como se
puede observar en la Figura 14, las nanopartículas presentaron una
mayor inhibición del crecimiento tumoral que el cbDsol. sin embargo,
diferencias estadísticamente significativas solo se observaron con las
nanopartículas funcionalizadas. esta mayor actividad antitumoral
podría deberse a una mayor captación de las formulaciones debido
a la presencia de ácido fólico. cabe decir que este modelo es más re-
presentativo que los cultivos celulares en monocapa y permitiría apre-
ciar mejor el proceso de vectorización. De hecho, otros autores han
encontrado resultados similares con nanopartículas de otros agentes
antitumorales funcionalizadas con ácido fólico, y mientras que en
cultivos celulares las nanopartículas funcionalizadas presentaron una
actividad antiproliferativa similar a las formulaciones no funcionali-
zadas, en estudios in vivo se observó una mayor eficacia, debido a
una mayor captación (55-57).
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Figura 15: Actividad antiproliferativa del PtX administrado en monoterapia  (-cbD) o
en combinación con cbDsol (+cbD) y las formulaciones de nanopartículas de cbD no
funcionalizadas ( +cbD-Nps) y funcionalizadas con ácido fólico (+AF-cbD-Nps) si-
guiendo el protocolo de pre+co-administración a una concentración de cbD de 10µm

cI50 PtX (nm)

PtX 105.52±22.32

PtX+cbDsol 29.48 ± 6.82**

PtX +cbD-Nps 21.75 ±6.01**

PtX +AF-cbD-Nps 18.53 ±1.28** /†

tabla 7: Valores de cI50 del PtX combinado con cbDsOL y las nanopartículas de cbD
no funcionalizadas ( cbD-Nps) y funcionalizadas con ácido fólico ( AF-cbD-Nps).**
indica diferencias estadísticamente significativas (p <0.01) en los valores de cI50
del PtX administrado en monoterapia o junto con los diferentes formulaciones de
cbD. † Indica diferencias estadísticamente significativas en los valores de cI50 de PtX
+cbDsol y PtX+AF-cbD-Nps



DOX Doxorrubicina
ee eficacia de encapsulación
Ic Índice de combinación
mcA membrana corioalantoidea de embriones de 

pollo fecundados
PLGA Poli-láctico-co-glicólico
PLGA-Nps Nanopartículas blancas
PtX Paclitaxel
PVA Alcohol polivinílico
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