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DESCRIPCION

Uso de cannabidiol en la inhibicién de la migracién de células tumorales cerebrales.
Inhibicién de migracién de células tumorales.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de un extracto de planta de cannabidiol o un cannabinoide en la fabricacion
de un medicamento para el uso en la inhibicién de la migracién de células tumorales del sistema nervioso central.

Antecedentes de la invencion

La mayor parte de la mortalidad asociada a cancer se debe a la migracién o metastasis de las células tumorales
originales a sitios distantes del tumor primario inicial.

El término migracién o metdstasis se usa para describir el proceso mediante el que las células cancerosas se
reubican por si mismas a lo largo del cuerpo.

El proceso de migracion de células tumorales implica la unién de la célula tumoral a la membrana basal endotelial;
es decir, la capa gruesa de proteinas y glicoproteinas que rodea los tejidos. Una vez unida a la membrana basal
endotelial, la célula tumoral secreta enzimas de degradacion que son capaces de descomponer las proteinas en la
membrana. Entonces, la célula tumoral es capaz de migrar a través del cuerpo. La célula tumoral puede entrar en
la corriente sanguinea abriéndose camino entre las células que establecen los vasos sanguineos o podria entrar en el
sistema linfatico. Cuando una célula cancerosa se ha movido a través del sistema circulatorio o linfatico hasta otra
localizacién, puede dividirse y formar un tumor en el nuevo sitio. Este tumor se denomina un tumor metastasico.

Si las células cancerosas migran o no a otras partes del cuerpo depende de muchos factores incluyendo: el tipo de
céncer, el estadio del cancer y la localizacién original del cancer.

Se ha conocido que los canceres afectan a muchas dreas del cuerpo incluyendo los tipos mas comunes de canceres:
céancer del conducto biliar, cdncer de la vejiga, cdncer del hueso, cdncer del intestino (incluyendo cancer del colon y
cancer del recto), cancer del cerebro, cancer de la mama, cancer del sistema neuroendocrino (conocido comtinmente
como carcinoide), cdncer del cuello del ttero, cancer del ojo, cdncer del eséfago, cancer de la cabeza y del cuello (este
grupo incluye carcinomas que comienzan en las células que forman el revestimiento de la boca, nariz, garganta, oido
o la capa superficial que cubre la lengua), sarcoma de Kaposi, cancer del rifién, cancer de la laringe, leucemia, cancer
del higado, cancer del pulmén, cdncer de los nddulos linfaticos, linfoma de Hodking, linfoma no Hodking, melanoma,
mesotelioma, mieloma, cancer del ovario, cancer del pancreas, cancer del pene, cancer de la préstata, cincer cutaneo,
sarcomas de tejidos blandos, cancer de la médula espinal, cancer del estémago, cincer testicular, cdncer de la tiroides,
cancer de la vagina, cancer de la vulva y cancer del ttero.

Un tumor cerebral primario es una masa creada por el crecimiento o la proliferacién incontrolada de células en el
cerebro. Un tumor cerebral secundario es un tumor que se ha dispersado al cerebro desde otra parte del cuerpo.

Un tumor que se desarrolla en el cerebro puede destruir o dafiar células cerebrales produciendo inflamacién, com-
primiendo otras partes del cerebro, induciendo edema cerebral (hinchazén del cerebro) y puede provocar aumentos de
la presion intracraneal (presion dentro del craneo).

La cirugia es la opcion de tratamiento de eleccién para muchos tumores cerebrales, algunos se pueden extirpar
completamente, pero los que son profundos o los que se infiltran en el tejido cerebral se pueden reducir, mds que
retirar.

La terapia de radiacién y la quimioterapia se pueden recomendar dependiendo del tipo de tumor implicado.

Los tumores celulares de glioma pueden ser a menudo letales. El crecimiento tumoral infiltrativo difuso caracte-
ristico de gliomas a menudo hace imposible la retirada quirdrgica de los mismos y esto complica profundamente el
tratamiento clinico de estos pacientes.

Se estan investigando diferentes estrategias para mejorar la tasa de mortalidad de pacientes que tienen un glioma
diagnosticado. Las mismas incluyen terapias que se dirigen a las células de glioma pero que intactas las células
normales, métodos que limitan la dispersién de las células cancerosas y tratamientos que bloquean las moléculas
bésicas para la supervivencia de los tumores.

Una de tales dreas de investigacion implica el uso de cannabinoides en la inhibicién de la viabilidad de células
cancerosas.

Los cannabinoides son los constituyentes activos de plantas de cannabis y se ha observado que muestran numerosas
propiedades farmacoldgicas.
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Por ejemplo, la solicitud de patente de Estados Unidos US 2004/0039048 (Guzman et al.) describe el tratamiento de
tumores cerebrales mediante la administracién de cannabinoides naturales o sintéticos. Se reivindica que la activacién
de receptores especificos de los cannabinoides conduce a la muerte selectiva de las células transformadas.

Recientemente se ha demostrado que el cannabinoide CBD posee propiedades anti-tumorales (Massi et al. J.
Pharmacol Exp Ther. 2004 Mar; 308(3): 838-45). El trabajo descrito mediante este articulo describe efectos antiproli-
ferativos tanto in vitro usando lineas celulares de glioma humano U87 y U373 como in vivo usando células de glioma
humanas U87 por via subcutdnea implantadas en ratones desnudos.

Los gliomas malignos son tumores altamente infiltrativos y proliferativos, que siguen un patrén de crecimien-
to caracteristico. Las células de glioma invaden las estructuras cerebrales normales adyacentes y los grandes vasos
sanguineos circundantes.

Mientras que el uso de cannabinoides parece ser util en la anti-proliferacién de células tumorales, todavia hay un
problema significativo implicado en la migracién de estas células tumorales antes de que se destruyan.

La inhibicién de la migracién de células de glioma, por lo tanto, representa una etapa crucial en la mejora del
prondstico de pacientes con gliomas malignos.

La presente invencion intenta superar este problema mediante el uso de un extracto de planta de cannabis o un
cannabinoide para impedir el progreso de células cancerosas que migran desde su localizacién tumoral primaria hasta
un sitio secundario.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion se proporciona el uso de cannabidiol en la fabricacién
de un medicamento para usar en la inhibicién de la migracién de células tumorales del sistema nervioso central.

La invencion es util en un método para inhibir la migracién de células tumorales del sistema nervioso central en
un sujeto mamifero que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de cannabidiol.

Una realizacién preferida se refiere a la inhibicion de la migracién de células tumorales del sistema nervioso central
en un paciente humano.

Mas preferiblemente, el cannabidiol se produce a partir de un quimiotipo de cannabis dado.

Un extracto de planta se define como un extracto de un material de planta como se describe por la Guidance for
Industry Botanical Drug Products Draft Guidance, agosto del 2000, Departamento de Salud y Servicios Humanos de
Estados Unidos, Centro para la Evaluacion e Investigacion de la Administracion de Alimentos y Farmacos.

Un material de planta se define como una planta o una parte de planta (por ejemplo, corteza, madera, hojas, tallos,
raices, flores, frutas, semillas, bayas o partes de los mismos) asi como exudados.

Un quimiotipo es el término usado para describir una planta hibrida que se ha propagado para maximizar el ren-
dimiento de constituyentes quimicos especificos. En el caso de quimiotipos de cannabis, los mismos se multiplican a
menudo para maximizar el rendimiento de cannabinoides especificos.

Preferiblemente, el quimiotipo de cannabis expresa dicho contenido de cannabinoide como un cannabinoide pre-
dominante.

La cantidad de cannabinoide en un quimiotipo determinado se puede determinar mediante técnicas tales como
Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) o Cromatografia de Gases (GC). El contenido de cannabinoide de un
quimiotipo de cannabis se puede describir como un porcentaje del peso seco total del material de planta de cannabis.
Alternativamente se puede producir un extracto del material de planta de cannabis y la cantidad de un determinado
cannabinoide se puede expresar como un porcentaje del contenido total de cannabinoide.

Determinadas técnicas de multiplicacién son capaces de seleccionar quimiotipos de cannabis que producen de
forma predominante un tipo de cannabinoide. Se han producido otros quimiotipos por los que la planta de cannabis
produce mds de un tipo de cannabinoide. En determinados casos, el quimiotipo se puede seleccionar para expresar dos
0 mds cannabinoides en una proporcion especifica. Esto puede ser beneficioso ya que si se conoce que una proporcién
especifica de cannabinoides es titil para el tratamiento de una enfermedad o un sintoma especifico, se puede preparar
un extracto de los cannabinoides de un tipo de planta en vez de producir varios extractos y mezclar los mismos para
producir proporcidn deseada de cannabinoides.

Preferiblemente, el quimiotipo de cannabis se selecciona para producir de forma predominante uno o mas de los
siguientes cannabinoides: tetrahidrocannabinol, delta-9-tetrahidrocannabinol, andlogo propilo de delta-9-tetrahidro-
cannabinol, cannabidiol, andlogo propilo de cannabidiol, cannabinol, cannabicromeno, andlogo propilo de cannabi-
cromeno o cannabigerol.
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El quimiotipo del cannabis producird a menudo sus cannabinoides en una forma 4cida y los mismos se pueden
descarboxilar hasta su forma neutra después de que se haya recolectado la planta. La forma neutra o 4cida del canna-
binoide puede ser adecuada para el uso como se describe en la presente invencion.

Preferiblemente, el quimiotipo de cannabis se selecciona para producir de forma predominante el cannabinoide
cannabidiol (CBD).

Mas preferiblemente, el quimiotipo de cannabis se ha seleccionado para producir el cannabinoide CBD en una
cantidad mayor o igual al 90% (p/p) de la cantidad total de cannabinoides en la planta.

Preferiblemente, el extracto de planta de cannabis o cannabinoide estd en la forma de una sustancia farmacoldgica
botanica.

Mas preferiblemente, la sustancia farmacolégica botdnica se prepara usando el método descrito del siguiente modo:

i) proporcionar al menos una variedad de planta de Cannabis seca de la que se conoce la cantidad de cannabi-
noide;
ii) preparar un extracto de dicha al menos una variedad de planta de Cannabis usando al menos uno de los

siguientes procedimientos:

a. maceracion

b. percolacién

c. extraccion con disolvente tal como alcoholes C,-Cs, norflurano o HFA227
d. extraccion con fluido subcritico o supercritico

e. extraccion con gas caliente;

iii)  formular una sustancia farmacolégica botanica a partir de dicho extracto o extractos preparados en la etapa
(i) y;

iv) formular adicionalmente la sustancia farmacolégica botanica de la etapa (iii) hasta una composicién farma-
céutica con un soporte o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Una sustancia farmacoldgica botédnica se define del siguiente modo. Las sustancias farmacoldgicas botédnicas que se
obtienen de plantas de cannabis incluyen extractos primarios preparados mediante tales procesos como, por ejemplo,
maceracion, percolacion, extraccion con disolventes tales como alcoholes C1 a C5 (por ejemplo, etanol), Norflurano
(HFA134a), HFA227, di6xido de carbono liquido a presion y extraccidon usando un gas caliente. El extracto primario se
puede purificar adicionalmente mediante extraccién supercritica o subcritica, vaporizacién y cromatografia. Cuando se
usan disolventes tales como los que se han enumerado anteriormente, el extracto resultante puede contener un material
liposoluble no especifico. El mismo se puede retirar mediante una diversidad de procesos incluyendo proteccién contra
agentes invernales, que implica el enfriamiento hasta -20°C seguido por filtracién para retirar la carga cérea, extraccion
con diéxido de carbono liquido y mediante destilacién.

Los extractos de cannabis preferidos incluyen los que se pueden obtener usando cualquiera de los métodos o
procesos que se describen en la presente memoria o en la patente del Reino Unido N° GB2380129, cuyos contenidos se
incorporan en la presente memoria en su totalidad como referencia. Los extractos estan preferiblemente libres de ceras
y otros materiales liposolubles no especificos, pero contienen preferiblemente sustancialmente todos los cannabinoides
presentes de forma natural en la planta.

Las sustancias farmacolégicas botdnicas se formulan en Medicamentos Botanicos (Botanical Drug Products) que
se definen en la Guidance for Industry Botanical Drug Products Draft Guidance, agosto del 2000, Departamento de
Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos, Centro para la Evaluacién e Investigacion de la Administracion de
Alimentos y Farmacos como: “Un producto botdnico que tiene por objeto el uso como un farmaco; un medicamento
que se prepara partir de una sustancia farmacoldgica botdnica”.

El tipo de célula tumoral cuya migracion se evita es una célula tumoral del sistema nervioso central, preferible-
mente una célula tumoral del cerebro.

Mais preferiblemente, el tipo de célula tumoral cuya migracién se evita es una célula tumoral de glioma.

Los tumores cerebrales se clasifican habitualmente de acuerdo con la localizacién del tumor y el tipo de célula a
partir de la cual se ha desarrollado el cancer.
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Por ejemplo, diferentes tipos de tumores cerebrales incluyen: neuroma acustico, astrocitoma, linfoma del SNC,
ependimoma, hemangioblastoma, meduloblastoma, meningioma, glioma, glioma mixto, oligodendroglioma, tumores
de la regidn pineal y tumores hipofisarios.

Los gliomas son tumores de las células gliales; estas células sujetan y protegen las neuronas en el cerebro. Los
gliomas comprenden aproximadamente la mitad de todos los tumores cerebrales primarios y una quinta parte de todos
los tumores de médula espinal primarios.

Se describen adicionalmente determinados aspectos de esta invencién, solamente a modo de ejemplo, con referen-
cia a los dibujos adjuntos en los que:

La Figura 1 es un gréfico que detalla la inhibicién dependiente de concentracién de células de glioma humano U87
inducida por CBD. Los resultados se expresan como un porcentaje de migracion frente al control.

La Figura 2 es un grifico que detalla que la migracién de células inducida por CBD no se evita por el pre-trata-
miento con los antagonistas selectivos para receptores CB1 (SR141716) o CB2 (SR144528).

Descripcion especifica

El efecto del cannabinoide cannabidiol (CBD) se investigd para su capacidad de modular la motilidad de células
de glioma humanas. Las caracteristicas de la invencidn se ilustran adicionalmente con referencia al siguiente ejemplo
no limitante:

Ejemplo 1

Se disolvié cannabidiol (CBD) en la forma de una sustancia farmacolégica botdnica en etanol hasta una concen-
tracién de 100 mM que se almacené a -20°C hasta que se requirio.

Antes del uso, el CBD se diluy6 adicionalmente con medio de cultivo tisular hasta la concentracion deseada,
garantizando que la concentracién de etanol estaba por debajo del 0,001%.

Se usaron células de glioma humano U87 a lo largo de este experimento. Las células se mantuvieron a 37°C en una
atmosfera humidificada con CO, al 5% y aire al 95%.

Las células se cultivaron en un matraz de cultivo de 75 cm?® en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM),
que se habia suplementado con L-glutamina 4 mM, 100 unidades/ml penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, piruvato
sodico al 1%, aminoécidos no esenciales al 1% y suero fetal bovino inactivado por calor al 10%.

Se realizé un ensayo de migracion celular con las células U87 en una cdmara Boyden de 48 pocillos modificada en
la que los compartimientos superior e inferior se separaron por un filtro de policarbonato con un didmetro de poro de
8 um recubierto con 15 mg/ml de fibronectina. El medio acondicionado (CM) sirvié como un factor quimiotactico. El
CM se hizo incubando un cultivo subconfluente de células U87 con medio completo durante 3 dias.

El filtro recubierto se colocé sobre la cdmara inferior, que contenia el medio acondicionado. Se usé medio sin suero
como un control negativo.

Las células U87 se trataron con CBD o vehiculo durante 30 minutos y después se sembraron en la cimara superior
a una concentracién de 3 x 10* células por pocillo y se incubaron durante 6 horas a 37°C.

Después de la incubacién se retiraron las células que no habian migrado de la superficie superior del filtro por
raspado y las células que habfan migrado del lado inferior del filtro se tifieron con tincién Diff-Quick. Se contaron
entre 5 y 8 campos de unidades por filtro con un aumento de 400x.

Resultados

La adicién de CBD al medio de cultivo de células de glioma humanas U87 dio como resultado una inhibicién
dependiente de concentracién de la migracion.

Como se muestra en la Figura 1, las células se expusieron a una concentraciéon aumentada de CBD en un intervalo
comenzando en 0,01 uM a 9 uM y se evaldo su migracién después de 6 horas. El grado de inhibicién de migracién
celular se expresa como un porcentaje de inhibicion frente a tratamiento con vehiculo (estimulacién maxima).

Se determiné que la Clsy de CBD era 5,05 + 1,1 uM. El intervalo de concentraciones de CBD que se usé no alterd
la viabilidad celular.
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Ejemplo 2

La mayoria de los datos generados en la investigacién de cannabinoides ha demostrado que sus efectos farmacol6-
gicos sobre el sistema nervioso central estdin mediados por receptores de cannabinoide.

Para determinar si la inhibicién inducida por CBD de la migracién celular como se describe en el anterior Ejemplo
1 era dependiente de la estimulacion de estos receptores, se realizé el ensayo de migracién celular con antagonistas
especificos selectivos para receptores CB1 y CB2. Los mismos son, respectivamente, SR141716A y SR144528.

La presencia de los receptores CB1 y CB2 en células de glioma humano U87 se comprobé en primer lugar por
experimentos de inmunotransferencia y se observé que ambos receptores estaban presentes (datos no mostrados).

Las células de glioma humano U87 se pre-trataron en primer lugar con los antagonistas durante 30 minutos y
después se trataron con el CBD durante 30 minutos adicionales antes del sembrado en la cdmara superior de la cdmara
de Boyden.

Se realizé el ensayo de migracién celular usando una concentracién de CBD de 6 uM (que mostr6 en el Ejemplo 1
que inhibia el 50% de la migracién). Los antagonistas del receptor CB1 y CB2 se ensayaron a concentraciones de 0,1
uMy 1 uM, a estas concentraciones no se vio afectada la viabilidad celular.

Resultados

El pre-tratamiento de las células de glioma humano U87 con antagonistas del receptor CB1 y CB2 tuvo poco efecto
sobre la inhibicién inducida por CBD de la migracion.

Como se muestra en la Figura 2, se indica que el efecto inducido por CBD no estaba mediado por los receptores
clasicos de cannabinoides.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de cannabidiol en la fabricacién de un medicamento para usar en la inhibicién de migracién de células
tumorales del cerebro.

2. Uso de cannabidiol en la fabricacién de un medicamento para usar en la inhibicién de migracién de células
tumorales del sistema nervioso central.

3. Uso de cannabidiol en la fabricacién de un medicamento para usar en la inhibicién de migracion de células
tumorales de glioma.

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cannabidiol se produce a partir de
un quimiotipo de cannabis dado.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacidn 4, en el que el cannabidiol se produce a partir del quimiotipo de cannabis
a una cantidad mayor o igual al 90% (p/p) de la cantidad total de cannabinoides en la planta.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el cannabidiol estd en la forma de
una sustancia farmacoldgica botdnica.
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