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Titulo

TERAPIA CON CANNABINOIDES PARA ELTRATAMIENTO DE
TUMORES CEREBRALES

Campo técnico de la invencion
La presente invencién se encuadra en el campo de la terapia de

tumores cerebrales.

10 Objeto de la invencion
La presente invencidn. segun se recoge en esta memoria descriptiva.
se refiere a la utilizacién terapéutica de los cannabinoides para el tratamiento
de tumores cerebrales. Las terapias utilizadas hoy en dia para el tratamiento
de estos tumores (cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, terapia
15  génica) suelen ser ineficaces 0 a lo sumo paliativas. La invencion supone
una aproxivmacién técnicamente simple, carente de efectos colaterales
notorios y altamente eficaz para el tratamiento de tumores cerebrales,
incluidos los mas malignos (glioblastomas).

20 Antecedentes
Dentro de los tumores cerebraies que afectan a los seres humanos.
los glioblastomas son los mas frecuentes (1 por 50.000 personas y afio).
malignos (mortalidad cercana al 100%) y de evolucion mas rapida
(esperanza de vida de semanas/meses tras su diagnéstico). Hoy en dia, el
25  tratamiento de los glioblastomas suele ser ineficaz o meramente paliativo, e
implica técnicas tales como cirugia, radioterapia, quimioterapia e
inmunoterapia (Louis, D.N. & Gusella, J.F., Trends Genet. 11, 412-415, 1995
Avgeropoulos, N.G. & Batchelor, T.T., Oncologist 4, 209-224, 1999).
Ademas, la terapia génica ha comenzado a ser empieada como tratamiento
30 experimental de los glioblastomas, aunque hasta ahora ha proporcionado
escasos resultados positivos (Martuza, R.L., Nature Med. 3, 1323, 1997). El
ya de por si poco probable éxito de estas aproximaciones terapéuticas suele
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ademas verse complicado por factores como el rapido crecimiento, la notoria
heterogeneidad, el alto nivel de infiltracion y la extrema resistencia a
quimioterapia que exhiben los glioblastomas (Maintz, D. et al., J. Neuropathol.
Exp. Neurol. 56, 1098-1104, 1997: Mason, W., Louis, D.N. & Cairncross, J.G.,
J. Clin. Oncol. 15, 3423-3426; 1997, Martuza, op. cit. Avgeropoulos &
Batchelor, op. cit.). Parece claro por tanto que es altamente recomendable el
desarrollo de terapias alternativas para el tratamiento de tumores cerebrales.

Los cannabinoides son compuestos que deben su nombre a que son
sintetizados por la planta Cannabis sativa L. Estos compuestos, entre los
que el A%-tetrahidrocannabinol (THC) destaca por sus elevadas potencia y
abundancia, son los responsables de los efectos centrales y periféricos del
consumo de marihuana (Pertwee, R.G,, Pharmacol. Ther. T4, 129-180,1997;
Felder, C.C. & Glass, M., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 38, 179-200, 1998).
Los cannabinoides de C. sativa (Fig. 1) llevan a cabo sus efectos debido a
que son similares a determinadas moléculas producidas por 0s animales
(incluidos los humanos) que probablemente desempefian funciones
importantes en el sistema nervioso. Estas moléculas se denominan por ello
cannabinoides endogenos © endocannabinoides, y la anandamida
(=araquidonoiletanolamida) es su principal representante (Di Marzo, V.,
Melck, D., Bisogno, T. & De Petroceliis, L., Trends Neurosci. 21, 521-528,
1998: Martin, B.R., Mechoulam, R. & Razdan, R.K., Life Sci. 65, 573-595,
1999). Es mas, se han conseguido obtener en el laboratorio compuestos que
mimetizan la accién de los cannabinoides naturales pero con una potencia
mucho mas elevada. Son los denominados cannabinoides sintéticos, uno de
cuyos representantes es el WIN-55,212-2 (Fig. 2) (Pertwee, op. cit.; Barth,
F., Expert Opin. Ther. Patents 8, 301-313, 1998). Los cannabinoides, tanto
los naturales como los sintéticos, actuan mediante su unién a receptores
especificos de membrana (receptores de cannabinoides o de tipo CB), de los
cuales se conocen hoy en dia dos subtipos diferentes: CB, y CB2 (Pertwee,
op. cit; Howlett, A. et al, en: The IUPHAR Compendium of Receptor
Characterization and Classification, eds. Godfraind, T., Humphrey, P.,
Ruffolo, R. & Vanhoutte, P., IUPHAR Media, pp. 97-104, 1998). No todos los
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tejidos del organismo poseen estos receptores: se localizan principaimente
en el sistema nervioso, y por eso los cannabinoides ejercen
mayoritariamente sus efectos en el cerebro (Pertwee, op. cit.; Childers, SR
& Breivogel, C.S., Drug Alcohol Depen. 51, 173-187, 1998).

Existe hoy en dia un gran numero de estudios acerca de las posibles
aplicaciones terapéuticas de los cannabinoides. Es mas, en la actualidad ya
se permite a los médicos en el Reino Unido y en diversos estados de los
Estados Unidos prescribir THC o determinados cannabinoides sintéticos
como estimulantes del apetito e inhibidores del vémito en pacientes con
SIDA o cancer tratados crénicamente con guimioterapia (Grinspoon, L. &
Bakalar, J.B., JAMA 273, 1875-1876,1995; Voth, E. & Schwartz, R., Ann.
Intern. Med. 126, 791-798; 1997). Entre los usos terapéuticos potenciales de
los cannabinoides destacan los siguientes: (a) como agentes analgésicos se
ha demostrado que actuan de forma altamente eficaz en la atenuacion del
dolor agudo y crénico; (b) como agentes que reducen la actividad motora se
estan probando hoy en dia en el tratamiento de los trastornos asociados a la
enfermedad de Parkinson, el corea de Huntington y la esclerosis multiple; (c)
como agentes anticonvulsivantes se estudia su aplicacién en el tratamiento
de la epilepsia; (d) como agentes que disminuyen la presion intraocular
podrian utilizarse en el tratamiento del glaucoma (Voth y Schwartz, op. cit.;
Manzanares, J. et al., Trends Pharmacol. Sci. 20, 287-294; 1999; Pop, E.,
Curr. Opin. CPNS Invest. Drugs 1, 587-596, 1999: Sanudo-Pena, M.C.,
Tsou, K. & Walker, J.M., Life Sci. 68, 703-713, 1999). Algunos de estos usos
terapéuticos potenciales de los cannabinoides ya han sido patentados (ver
por ejemplo US4189491, US5939429, WO09711668, WQ09832441 vy
WQ9957106).

Uno de los efectos mas intrigantes e inexplorados de los
cannabinoides es su capacidad para inhibir el crecimiento de células
transformadas in vitro. Asi, se ha demostrado que diversos cannabinoides
inhiben la proliferacion de células de tumor de mama MCF-7 (De Petrocellis,
L. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 8375-8380, 1998), de células de
glioblastoma C6 (Sanchez, C., Galve-Roperh, |, Canova, C., Brachet, P. &
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Guzman, M., FEBS Lett. 436, 6-10, 1998) y de células de tumor de prostata
PC-3 (Ruiz, L., Miguel, A. & Diaz-Laviada, |., FEBS Lett. 458, 400-404,
1999). Sin embargo, estos hallazgos en sistemas de cultivo celular nunca
han sido hasta ahora observados in vivo, por lo que su significado biomeédico

es desconocido.

Descripcion de la invencion

La presente invencién hace uso por primera vez de los cannabinoides
para el tratamiento de tumores cerebrales, y se basa en nuestras
observaciones originales de que los cannabinoides inducen una marcada
regresion (que conlleva un alargamiento de la vida) e incluso la erradicacion
(que conlleva la curacion) de glioblastomas en animales de laboratorio. Esta
invencion implica la utilizacién de una terapia técnicamente simple, carente
de efectos colaterales notorios y, lo que es mas importante, muy eficaz para
el tratamiento de tumores cerebrales, que como se ha comentado
anteriormente no pueden ser tratados hoy en dia de manera satisfactoria con
otras técnicas o compuestos. Los experimentos que han conducido a la
presente invencion se detallan a continuacion.

Accion antitumoral de los cannabinoides en ratas

La inyeccién de células de glioblastoma C6 en el cerebro de rata se
utiliza ampliamente como modelo experimental de tumor cerebral maligno
(Barth, R.F., J. Neurooncol. 36, 91-102, 1998). Se inocularon células de
glioblastoma C6 directamente en el cerebro de ratas Wistar, y los tumores se
visualizaron por resonancia magnética. Todos los animales que se dejaron
sin tratar murieron uniformemente 12-18 dias después de la inoculacién de
las células (Fig. 3a). Para evaluar el potencial antitumoral de los
cannabinoides, 12 dias después de la inoculacion de las células se
administré a un grupo de animales durante 7 dias THC o WIN-55,212-2 a
través de una canula localizada en el sitio de inoculacion. Los animales
tratados con cannabinoides tuvieron una vida significativamente mas larga

que los animales control (Fig. 3a). Asi. la administracion de cannabinoides
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consiguié incrementar la supervivencia a 19-35 dias en 9/15 animales
(tratamiento con THC) o a 19-43 dias en 4/15 animales (tratamiento con
WIN-55,212-2). Es mas, los cannabinoides erradicaron completamente el
tumor en 3/15 animales (tratamiento con THC) o en 5/15 animales
(tratamiento con WIN-55,212-2). En la Fig. 3b se muestra una imagen de
resonancia magnética de uno de los animales curados con THC; tras la
administracién del cannabinoide la masa tumoral desaparecia
completamente, y en su lugar se observaba una zona hipointensa residual
que se interpreta como una cicatriz fibrosa en el sitio de inoculacién. No se

observo recurrencia alguna en los 8 animales curados con cannabinoides.

Accion antitumoral de los cannabinoides en ratones inmunodeficientes

Para discernir si la accion antiproliferativa de los cannabinoides se
debe a un efecto directo sobre las células tumorales o0 a un efecto indirecto
mediado por una respuesta inmune, se inocularon subcutaneamente células
de glioblastoma C6 en ratones deficientes en la recombinasa RAG-2 (RAG-
2, que carecen de linfocitos Ty B maduros (Shinkai, Y. et al., Cell 68, 855
867, 1992). Como se muestra en la Fig. 4a, el tamafio de los tumores era
extraordinariamente inferior en los animales tratados con THC o WIN-
55,212-2 que en los animales control. Enla Fig. 4b se muestran ejemplos de
ratones portadores de tumores y de tumores diseccionados después del

tratamiento con o sin cannabinoides durante 7 dias.

Seqguridad del tratamiento con cannabinoides in vivo

Se examinaron a continuacion los posibles efectos secundarios del
tratamiento con cannabinoides. Las ratas sin tumor y tratadas con
cannabinoides no veian afectada en absoluto su supervivencia (Fig. 3a). Al
igual que en los 8 animales antes mencionados cuyos tumores fueron
erradicados con cannabinoides, el analisis minucioso por resonancia
magnética de todos los animales sin tumor revelaba que el tratamiento con
cannabinoides no producia ninguna sefial de dafio por necrosis, edema,

infeccién, inflamacion o trauma. Para descartar la posibilidad de que los

PCT/ES00/00450
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cannabinoides fueran toxicos para las celulas nerviosas en division, se
realizaron tinciones de TUNEL en la zona subventricular del cerebro de las
ratas, que continta en proliferacion en el animal adulto. La administracion de
cannabinoides no solo no produjo ningun efecto apoptdtico significativo en el
s cerebro in vivo, sino que ademas el ligero marcaje observado en el caudado
putamen de los animales control no era evidente en los animales tratados
con cannabinoides.
Tanto en los animales sin tumor como en los portadores de tumor, los
cannabinoides no indujeron ninguna alteracion significativa de parametros
10 comportamentales como coordinacion motora y actividad fisica. La ingesta
de agua y alimento, asi como la ganancia de peso, tampoco se vieron
afectadas por los cannabinoides. Asi mismo, en los analisis de sangre los
parametros bioquimicos (glucosa, urea, acido urico, creatinina, colesterol,
bilirrubina) y los marcadores de dafio tisular (alanina y aspartato
15 aminotransferasas, y-glutamiltransferasa, creatina  quinasa, lactato
deshidrogenasa) no resultaron afectados ni a lo largo del periodo de 7 dias
de administracion ni hasta 2 meses después de la finalizacion del
tratamiento con cannabinoides. Datos de otros autores apoyan la idea de
que los cannabinoides no sdlo no son compuestos toxicos para las células
20 nerviosas, sino que incluso las protegen de estimulos toxicos tales como los
agonistas glutamaérgicos (Skaper, S.D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93,
3984-3989, 1996; Shen, M. & Thayer, S.A., Mol. Pharmacol. 54, 459-462,
1998), los agentes oxidantes (Hampson, A.J., Grimaldi, M., Axelrod, J. &
Wink, D., Proc. Natl Acad. Sci. USA 95, 8268-8273, 1998) y la isquemia
25 (Nagayama, T. et al., J. Neurosci. 19, 2987-2995, 1999).

Caracterizacion farmacolégica de la accion antitumoral de los

cannabinoides
Se llevaron a cabo experimentos encaminados a caracterizar
30 farmacolégicamente la muerte inducida por cannabinoides de células de
glioblastoma C6 en cultivo. Agonistas sintéticos de elevada potencia como
WIN-55.212-2, CP-55,940 y HU-210 inducian la muerte de estas células a
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dosis menores que el THC, como cabia esperar de su mayor afinidad por los
receptores de cannabinoides (Pertwee, 0p. cit.). Asi, tras 5 dias de
exposicién a cannabinoides, 1a viabilidad de! glioblastoma C6 se veia
reducida en un 50% a concentraciones de 20 nM WIN-55,212-2, 45 nM CP-
55,940, 10 nM HU-210y 480 nM THC (n=4). Ni el SR141716 (un antagonista
selectivo de CB;) ni el SR144528 (un antagonista selectivo de CBy) (Shire,
D. et al., Life Sci. 65, 627-635, 1999) eran capaces por separado de prevenir
la muerte celular inducida por el THC. Sin embargo, cuando los dos
antagonistas se afadian conjuntamente a las incubaciones se observaba
una prevencion eficaz de la muerte celular inducida por THC (Fig. 5a). De
acuerdo con ello, el analisis por Western blot demostré que las céluias de

glioblastoma C6 expresaban tanto el receptor CB, como el CBz (Fig. 5b).

Aplicacion de la invencion en otros supuestos

Los experimentos gue han conducido a la presente invencion se han
llevado a cabo con ratas y ratones como animales portadores de tumores.
Sin embargo, tanto por el disefo experimental empleado como por la
similitud que exhiben los tumores cerebrales en distintos mamiferos (R.F.
Barth, op. cit), la invencién puede aplicarse al tratamiento de tumores
cerebrales en otros mamiferos, incluido el ser humano.

Los experimentos que han conducido a la presente invencién se han
llevado a cabo con glioblastomas como modelo de tumor cerebral. Sin
embargo, por el disefio experimental que se ha utilizado para la induccion y
tratamiento de los tumores, la invencién puede aplicarse al tratamiento de
otros tumores cerebrales, por ejemplo meduloepiteliomas, meduloblastomas,
neuroblastomas, germinomas, carcinomas embrionarios, astrocitomas,
astroblastomas, ependimomas, oligodendrogliomas, carcinomas plexales,
neuroepiteliomas, pineoblastomas, ependimoblastomas, tumores
neuroectodérmicos, meningiomas malignos, condrosarcomas,
sarcomatosomas meningeales, melanomas malignos o schwanomas
malignos.

PCT/ES00/00450
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Los experimentos que han conducido a la presente invencion se han
llevado a cabo con dos cannabinoides paradigmaticos, uno natural (THC) y
otro sintético (WIN-55,212-2). En una realizacién preferida de la invencién se
utilizara el cannabinoide con efecto antiproliferativo mas potente para un
determinado tumor. Sin embargo, puesto que el efecto antiproliferativo de
estos compuestos estd mediado por los receptores de cannabinoides
(receptores de tipo CB, Howlett et al., op. cit.), la invencién es aplicable a
cualquier otro agonista de estos receptores, tanto cannabinoides de C. sativa
(por ejemplo AB-tetrahidrocannabinol, cannabinol, cannabidiol) (Fig. 1) como
cannabinoides sintéticos (por ejemplo HU-210, CP-55,940, CP-50,556) (Fig.
2) (Pertwee, op. cit.; F. Barth, op. cit.). También se incluyen en este apartado
los medicamentos que contengan en su composicién  cualquier
cannabinoide.

Los experimentos que han conducido a la presente invencion se han
llevado a cabo administrando intratumoraimente el cannabinoide. En una
realizacion preferida de la invencion ésta sera la via de administracion
elegida, ya que permite una elevada accesibilidad del cannabinoide al tumor.
Sin embargo, puesto que la accion del cannabinoide es directa sobre el
tumor y no parece afectar sustanciaimente a sistemas periféricos, la via de
administracion puede ser también sistémica, por ejemplo intraperitoneal,

intravenosa u oral.

Los experimentos que han conducido a la presente invencion se han
llevado a cabo mediante la administracion continua de una dosis de
cannabinoide durante un tiempo determinado. En una realizacion preferida
de la invencién se optimizaran estos parametros dependiendo de los
requerimientos especificos del tratamiento: estado del paciente, tamano y
localizacién del tumor, nimero de tumores, etc. Asi, por ejemplo, el modo de

aplicacion podra ser continuo (modo preferido) o secuencial en una o varias
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dosis por dia. Esto hara obviamente variar las dosis de compuesto

administradas y el tiempo total de duracion del tratamiento.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1
Férmula quimica de los principales cannabinoides de C. sativa

Figura 2
Férmula quimica de los principales cannabinoides sintéticos

Figura 3
Accion antitumoral de los cannabinoides en ratas

(@) Curvas de supervivencia de ratas con tumores cerebrales. Se
indujeron glioblastomas en 45 ratas (dia 0); 15 animales no fueron tratados
con cannabinoides (---), mientras que otros 15 se trataron con THC (—) Y
otros 15 con WIN-55,212-2 () entre los dias 12y 19. Los animales tratados
con cannabinoides vivieron significativamente mas tiempo que los controles
(P<0.01 por el test log-rank). Se administré asi mismo THC y WIN-55,212-2
a 5 ratas cada uno en las que no se indujo tumor alguno (=)

(b) imagen de resonancia magnética en proyecciones axial (superior)
y coronal (inferior) del cerebro de una rata antes (izquierda) y después
(derecha) del tratamiento con THC. Un glioblastoma de 100 mm? (flecha) fue
erradicado con 500 pg de THC. La imagen fue tomada 7 dias después de la

finalizacion del tratamiento con THC.

Figura 4
Accién antitumoral de los cannabinoides en ratones inmunodeficientes

(a) Se indujeron glioblastomas en 18 ratones. Cuando los tumores

alcanzaron el tamafio deseado (dia 0), 6 animales fueron tratados con

PCT/ES00/00450
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vehiculo (0), mientras que otros 6 se trataron con THC (e) y otros 6 con WIN-
55212-2 (Z) durante 7 dias. El tamafio de los tumores en los animales
tratados con cannabinoides era significativamente menor que en los
controles a todos los tiempos (P<0.01 por el test t de Student).

(b) Ejemplos de glioblastomas en ratones (arriba) y diseccionados
(abajo, barra: 1 cm) tras el tratamiento durante 7 dias con vehiculo, THC o
WIN-55,212-2 (WIN).

Figura §
Implicacion de los receptores de cannabinoides en la muerte celular

(a) Se cultivaron células de glioblastoma C6 durante 5 dias en
ausencia o presencia de 1 uM THC, 1 puM SR141716 (SR1) y/o 1 uM
SR144528 (SR2) (n=6). *Significativamente diferente de las incubaciones sin
adiciones (P<0.01 por el test t de Student).

(b) Presencia de receptores de cannabinoides CB4 y CB; en células
de glioblastoma C6. La deteccion de los receptores se realizé por Western
blot con anticuerpos especificos para cada uno de los dos receptores.

Modo de realizacion de la invencién
La presente invencion se ilustra adicionalmente con los ejemplos que
se exponen a continuacion.

Ejemplo 1
Curacion de glioblastomas en ratas

Se anestesiaron ratas Wistar macho (250-300 g de peso corporal) con
3% isofluorano en una mezcla de oxigeno (0.8 I/min) y protéxido (0.4 I/min).
Se prepararon 5x10° células de glioblastoma C6 en 100 ul de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) suplementada con 0.1% glucosa y se
inyectaron estereotaxicamente en el I6bulo fronto-parietal del hemisferio

PCT/ES00/00450
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cerebral derecho (4 mm a la derecha de bregma, 4.5 mm de profundidad
desde el craneo) (Izquierdo, M. et al., Gene Ther. 2, 66-69, 1995). Las ratas
recibieron dexametasona (2 mg/l) y tetraciclina (75 mg/kg de peso corporal)
en el agua durante 3 dias antes y 7 dias después de Ia inoculacion de las
células. Se llevé a cabo un exhaustivo seguimiento de los tumores mediante
resonancia magnética por métodos descritos por otros autores (lzquierdo et
al., op. cit.; Cortés, M.L., de Felipe, P., Martin, V., Hughes, M.A. & Izquierdo,
M., Gene Ther. 5, 1499-1507, 1998).

La administracién de cannabinoides a las ratas comenz6 12 dias
después de la inoculacién de las células. En este momento, el tamafio medio
de los tumores era de 70 mm?® (intervalo 25-100 mm?) estimado por
resonancia magnética (lzquierdo et al., op. cit,; Cortés, de Felipe, Martin,
Hughes & lzquierdo, op. cit). Los cannabinoides se administraron mediante
una canula situada en el lugar de inoculacion del tumor y fijada al craneo con
cemento dental; un pequefio tornillo de acero inoxidable aseguraba la canula
y el cemento dental. La canula se conectd subcutaneamente mediante un
catéter a una mini-bomba osmética (Alzet 2001) que operaba a un flujo de 1
ul/h durante 7 dias. La bomba osmética se rellené con 500-2500 pg de THC
0 50-250 pg de WIN-55,212-2 en 200 pl de PBS suplementado con 5 mg/ml
de albumina de suero bovino (BSA) deslipidizada y dializada. Las dosis de
cannabinoides utilizadas dependieron de las caracteristicas de! tumor a
tratar; las dosis mayores se emplearon para tumores grandes, densos e
invasivos.

Como se observa en la Fig. 3a, todos los animales que se dejaron sin
tratar murieron uniformemente 12-18 dias después de la inoculacion de las
células. Los animales tratados con cannabinoides tuvieron una vida
significativamente mas larga que los animales control. Es mas, los
cannabinoides erradicaron completamente el tumor en un porcentaje
significativo de animales. En la Fig. 3b se muestra una imagen de
resonancia magnética de uno de los animales curados con THC; tras la

administracién del cannabinoide la masa tumoral desaparece
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completamente, y se observa una zona hipointensa residual que se
interpreta como una cicatriz fibrosa en el sitio de inoculacion. No se observé

recurrencia alguna en los animales curados con cannabinoides.

Ejemplo 2
Curacion de glioblastomas en ratones inmunodeficientes

Se indujeron tumores en ratones RAG-2" mediante inoculacion
subcutanea de 5x10° células de glioblastoma C6 en 100 pl de PBS
suplementado con 0.1% glucosa. Unos 10 dias después, cuando el volumen
medio de los tumores era de 250 mm?® (intervalo 200-300 mm?®), los animales
se dividieron al azar en 3 grupos y se les inyect6 durante 7 dias vehiculo,
500 pg de THC o 50 ug de WIN-55212-2 por dia en 100 ul de PBS
suplementado con 5 mg/ml de BSA deslipidizada y dializada. Las
dimensiones de los tumores se midieron con un calibrador y se calculd su
volumen como (4n/3) X (anchura/2)® x (longitud/2).

Como se muestra en la Fig. 4a, el tamafo de los tumores era
extraordinariamente inferior en los animales tratados con THC o WIN-
55,212-2 que en los animales control. En la Fig. 4b se muestran ejemplos de
ratones portadores de tumores y de tumores diseccionados después del
tratamiento con o sin cannabinoides durante 7 dias.

Ejemplo 3
Implicacién _de los receptores de cannabinoides_en la muerte de

células de glioblastoma

Se cultivaron a 37°C y 5% CO células de glioblastoma C6 en medio
F12 suplementado con suero fetal de ternera al 10%; 24 h antes del
comienzo del experimento las células se transfirieron a medio F12 libre
suero y suplementado con insulina (5 pg/ml), transferrina (5 ug/ml), selenito
sodico (5 pg/ml) y BSA deslipidizada y dializada (10 mg/ml). El medio se
renové cada 48 h y la viabilidad celular se determiné mediante el método del
MTT (Sanchez, C., Galve-Roperh, |, Canova, C., Brachet, P. & Guzman. M.,
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op. cit). Como se observa en la Fig. 5a, el THC era capaz de inducir la
muerte de las células de glioblastoma C6. Ademas, cuando se afadian
simultaneamente al medio SR141716 (antagonista selectivo de CBy) ¥y
SR144528 (antagonista selectivo de CB,) se prevenia la muerte celular
inducida por el THC.

Para comprobar que ambos receptores estaban presentes en las
células C8, las células se lavaron con PBS, se rascaron las placas en medio
de lisis y se obtuvo la fraccion particulada mediante centrifugacién a 40.000g
durante 60 min (Sanchez, C., Galve-Roperh, |, Canova, C., Brachet, P. &
Guzman, M., op. cit). Se sometieron las muestras a electroforesis en geles
de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico y las proteinas se transfirieron
de los geles a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloguearon
con BSA deslipidizada y dializada al 1%, y se incubaron con un anticuerpo
frente a los residuos 1-14 del receptor CB; de rata (diluido 1:5000) o con un
anticuerpo frente a los residuos 350-361 del receptor CB; humano (diluido
1:2000). Las muestras se sometieron finalmente a revelado con un "kit" de
electroquimioluminiscencia (Amersham, Bucks, Reino Unido). Como muestra
la Fig. 5b, las células de glioblastoma C6 expresaban tanto el receptor CB;q
como el CBa.

Ejemplo 4
Sequridad del tratamiento con cannabinoides in vivo

Se administraron los cannabinoides (2500 pg de THC o 250 ug de
WIN-55,212-2) a ratas sin tumores durante 7 dias tal y como se ha descrito
anteriormente. Las ratas fueron entonces sacrificadas y sus cerebros se
fijaron con 4% paraformaldehido en PBS. La muerte por apoptosis se
determiné en secciones del cerebro de 40 um de espesor utilizando un "kit"
de tincién TUNEL de acuerdo con las instrucciones del suministrador
(Boehringer, Mannheim, Alemania). El marcaje de hebras de DNA con
desoxiuridina trifosfato marcada con fluoresceina se visualizé mediante un
microscopio confocal (longitud de onda de excitacion: 488 nm, longitud de
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onda de emision: 525 nm). La intensidad del laser y la sensibilidad del
fotodetector se mantuvieron constantes para permitir la comparacion entre
tratamientos. Se analizaron al menos 5 campos dpticos por animal.

Se realizaron tinciones de TUNEL en la zona subventricular del
cerebro de las ratas, que continua en proliferacion en el animal adulto. La
administracion de cannabinoides no sélo no produjo ningun efecto apoptotico
significativo en el cerebro in vivo, sino que ademas el ligero marcaje
observado en el caudado putamen de los animales control no se observaba

en los animales tratados con cannabinoides.
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Reivindicaciones

1 - Uso de cannabinoides naturales y sintéticos en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento terapéutico, en mamiferos incluyendo
seres humanos, de tumores cerebrales seleccionados del grupo que
comprende: glioblastomas, meduloepiteliomas, meduloblastomas,
neuroblastomas, germinomas, carcinomas embrionarios, astrocitomas,
astroblastomas, ependimomas, oligodendrogliomas, carcinomas plexales,
neuroepiteliomas, pineoblastomas, epandimoblastomas, tumores
neuroectodérmicos, meningiomas malignos, condrosarcomas,
sarcomatosomas meningeales, melanomas malignos y schwanomas

malighos.

2.- Uso segun la reivindicacién 1, en el que los tumores cerebrales
son glioblastomas.

3.- Uso segun las reivindicaciones 1y 2. en el que los cannabinoides
naturales se seleccionan del grupo formado por. AS-tetrahidrocannabinol

(THC), A8-tetrahidrocannabinol, cannabinol y cannabidiol.

4.-'Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en

el que el cannabinoide natural es A%-tetrahidrocannabinol (THC).

5.- Uso segun las reivindicaciones 1y 2, en el que los cannabinoides
sintéticos se seleccionan del grupo formado por. WIN-55,212-2, HU-210, CP-
55,940 y CP-50,556 (levonantradol).

6.- Uso segun las reivindicaciones 1y 5, en el que el cannabinoide
sintético es WIN-55,212-2.
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7.- Medicamento para el tratamiento, en mamiferos incluyendo seres
humanos, de tumores cerebrales seleccionados del grupo que comprende:
glioblastomas, ~meduloepiteliomas, meduloblastomas, neuroblastomas,
germinomas, carcinomas embrionarios, astrocitomas, astroblastomas,
ependimomas, oligodendrogliomas, carcinomas plexales, neuroepiteliomas,
pineoblastomas,  epandimoblastomas, tumores  neuroectodérmicos,
meningiomas malignos, condrosarcomas, sarcomatosomas meningeales,
melanomas malignos y schwanomas malignos, caracterizado porque
comprende, como principio activo, un cannabinoide natural o sintético, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

8.- Medicamento segun la reivindicacion 7, en el que el cannabinoide
natural se selecciona del grupo formado por: AS-tetrahidrocannabinol (THC),

AB-tetrahidrocannabinol, cannabinol y cannabidiol.

9.- Medicamento segun la reivindicacion 7, en el que el cannabinoide
sintético se selecciona del grupo formado por: WIN-55,212-2, HU-210, CP-
55,940 y CP-50,556 (levonantradol).

10.- Medicamento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7a8,
en el que el excipiente es uno adecuado para administracién intratumoral
(intracraneal) o sistémica, tal como oral, intravenosa o intraperitoneal.

11.- Medicamento segun la reivindicacién 10, en el que el excipiente
para administracion intratumoral es una solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) suplementada con albdmina de suero de bovino (BSA)
deslipizada y dializada.

12.- Medicamento segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a
11, en el que la concentracion del cannabinoide en el liquido de
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administracion intratumoral es de 10 a 10000 pg/ml para el cannabinoide

natural y de 1 a 1000 pg/ml para el cannabinoide sintético.

13.- Procedimiento para el tratamiento terapéutico, en mamiferos
incluyendo seres humanos, de tumores cerebrales seleccionados del grupo
que comprende: glioblastomas, meduloepiteliomas, meduloblastomas,
neuroblastomas, germinomas, carcinomas embrionarios, astrocitomas,
astroblastomas, ependimomas, oligodendrogliomas, carcinomas plexales,
neuroepiteliomas, pineoblastomas, epandimoblastomas, tumores
neuroectodérmicos, meningiomas malignos, condrosarcomas,
sarcomatosomas meningeales, melanomas malignos y schwanomas
malignos, caracterizado porque comprende administrar, al animal afectado
por uno de dichos tumores, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
medicamento como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a
12.

14.- Procedimiento segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la

administracion se efectta por via intratumoral.

15.- Procedimiento segun la reivindicacion 14, caracterizado porque la
cantidad administrada de cannabinoide (principio activo) varia de 100 a
50000 pg para los cannabinoides naturales y de 10 a 5000 ug para los

cannabinoides sintéticos.
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