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DESCRIPCION
Fitocannabinoides en el tratamiento del cancer

Esta invencion se refiere al uso de una combinacién de los fitocannabinoides tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol
(CBD) junto con temozolomida, para usar en el tratamiento de un glioma.

Antecedentes

El cancer es una clase de enfermedad que se produce porque las células se inmortalizan; dejan de responder a las
sefiales habituales para detener el crecimiento lo cual es una funcién normal de la remodelaciéon en el cuerpo que
requiere de la muerte de células en el momento preciso. La apoptosis, 0 muerte celular programada, puede llegar a ser
defectuosa y cuando esto sucede puede tener lugar una transformacion maligna. Las células inmortalizadas crecen mas
alla de sus limites normales e invaden los tejidos adyacentes. Las células malignas pueden ademas metastatizar y
dispersarse a otros lugares en el cuerpo a través del torrente sanguineo o el sistema linfatico. Las células cancerosas
frecuentemente forman una masa conocida como un tumor.

Existen aproximadamente 200 tipos diferentes de cancer; los canceres pueden empezar en cualquier tipo de tejido
corporal aunque muchos canceres haran metastasis hacia otros tejidos corporales. Existen muchas causas diferentes
de cancer y estas incluyen; carcindgenos, la edad, mutaciones genéticas, problemas del sistema inmunolégico, la dieta,
el peso, el estilo de vida, factores ambientales tales como los contaminantes, algunos virus por ejemplo el virus del
papiloma humano (HPV) esta implicado en el cancer del cuello del utero y se conoce ademas que algunas infecciones
bacterianas provocan canceres.

Existen muchas opciones de tratamientos diferentes para el cancer y el tratamiento buscado se determina
frecuentemente por el tipo y la etapa del cancer. Las opciones de tratamiento incluyen; tratamiento con farmacos
quimioterapéuticos, tratamiento con farmacos hormonales, radioterapia, cirugia, terapias complementarias vy
combinaciones de estos.

El cancer de prostata es el tipo de cancer mas comun en los hombres y representa el 24 % de todos los canceres de
hombres en el Reino Unido. En el afio 2006 se registraron mas de 35.000 casos nuevos de cancer de prostata
diagnosticados en el Reino Unido solamente.

La préstata es una glandula en el sistema reproductor masculino y los sintomas de cancer en la prostata pueden incluir
dolor, dificultad para orinar, problemas con las relaciones sexuales y disfuncion eréctil. EI cancer de préstata puede
metastatizar a los huesos y/o nédulos linfaticos. Las opciones de tratamiento para el cancer de prostata incluyen cirugia,
terapia de radiacion, quimioterapia y tratamiento hormonal.

El tratamiento hormonal usualmente implica un tratamiento con un antiandrégeno tal como acetato de ciproterona,
flutamida o bicalutamida, ya sea solos o en combinacion con un agente quimioterapéutico. Estos tratamientos funcionan
para detener la produccion de testosterona (andrégeno) lo que puede disminuir la velocidad de crecimiento tumoral o
incluso reducir el tamafio del tumor. Mientras las células cancerosas prostaticas responden a los antiandrégenos, se
denomina como cancer de préstata 'sensible a hormonas'. Desafortunadamente, después de unos pocos afios de
tratamiento con antiandrégenos el cancer de préstata deja de responder al tratamiento hormonal y se denomina cancer
de préstata 'insensible a hormonas'. En esta etapa el crecimiento del cancer no puede controlarse con el tratamiento
hormonal.

Para probar la eficacia de diferentes compuestos en el tratamiento del cancer de préstata sensible a hormonas o
insensible a hormonas pueden usarse dos lineas celulares diferentes. La linea celular LNCaP son células cancerosas
prostaticas sensibles a hormonas que se derivaron de una metastasis de un nédulo linfatico supraclavicular en un
hombre de 50 afios de edad en 1977. La linea celular DU-145 son células cancerosas prostaticas insensibles a
hormonas que se derivaron de una metastasis cerebral.

Se conoce que los niveles de expresion de ambos receptores de cannabinoides, CB1 y CB2, fueron significativamente
mayores en células CA-papilomavirus humano-10 (células transformadas viralmente derivadas de adenocarcinoma de
tejido prostatico humano), y otras células prostaticas humanas LNCaP, DU-145, PC3, y CWR22RN1 que en células
epiteliales prostaticas humanas y PZ-HPV-7 (células transformadas viralmente derivadas de tejido prostatico humano
normal) (Sarfaraz, 2005).

Adicionalmente se conoce que el tratamiento con WIN-55,212-2 (agonista de CB1/CB2 mezclado) con células LNCaP
sensibles a hormonas resulté en una inhibiciéon del crecimiento celular dependiente de la dosis (1-10 Mmol/l) y del
tiempo (24-48 horas). El bloqueo de los receptores CB1 y CB2 por sus antagonistas SR141716 (CB1) y SR144528
(CB2) redujo significativamente este efecto.

Estos resultados sugirieron que WIN-55,212-2 u otros agonistas de los receptores de cannabinoides podrian
desarrollarse como agentes terapéuticos novedosos para el tratamiento del cancer de préstata.
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Al Cannabis se le ha atribuido ser tanto un carcin6geno como un agente contra el cancer. En particular se conoce que
fumar cannabis es carcinogénico ya que el humo de cannabis contiene al menos 50 compuestos carcinogénicos
conocidos diferentes, muchos de los cuales son las mismas sustancias encontradas en el humo del tabaco. Uno de
estos carcindgenos, el benzopireno es conocido por provocar cancer ya que altera un gen denominado p53, que es un
gen supresor de tumores. Cannabis contiene la sustancia tetrahidrocannabinol (THC) la cual se ha demostrado que
provoca que el benzopireno promueva un cambio del gen p53.

Sin embargo los investigadores han descubierto que algunos cannabinoides, que incluyen THC y cannabidiol (CBD) son
capaces de promover el resurgimiento de la apoptosis de manera que algunos tumores respondan a las sefiales, dejen
de dividirse, y mueran. El proceso de apoptosis se valora por la observacion de varios fendmenos que incluyen:
reduccion del volumen celular, condensacién de la cromatina nuclear, cambios en la distribucién de fosfolipidos en los
fosfolipidos de la membrana plasmatica, y escision de la cromatina en fragmentos de ADN denominados escaleras de
ADN.

Otro método por el cual crecen los tumores es asegurando su nutricion: envian sefiales para promover la angiogénesis,
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Los cannabinoides también pueden desactivar estas sefiales.

Se ha demostrado que los cannabinoides tienen un efecto antiproliferativo sobre diferentes lineas celulares de cancer.
Los cannabinoides THC, THCA, CBD, CBDA, CBG y CBC y la BDS de los cannabinoides THC y CBD se analizaron en
ocho lineas celulares diferentes que incluyen DU-145 (cancer de préstata sensible a hormonas), MDA-MB-231 (cancer
de mama), CaCo-2 (cancer colorrectal) y C6 (células de glioma). Los datos para cada cannabinoide en cada tipo de
cancer diferente varié pero generalmente los mejores datos se observaron con CBD o CBD BDS. Los valores de IC50
para todos los cannabinoides sobre DU-145 fueron bastante altos de lo que se infiere que ninguno de los cannabinoides
analizados fue particularmente eficaz en la inhibicién del cancer de prostata insensible a hormonas (Ligresti, 2006).

Varios canales de potencial de receptor transitorio (TRP) se han implicado en la supervivencia, el crecimiento y la
dispersion del cancer de proéstata y otros canceres. TRPM8 se expresa en las neuronas sensoriales, donde responde al
frio y a los agentes de enfriamiento, particularmente mentol, pero ademas se expresa de manera abundante en la
préstata. En particular TRPM8 esta sobreexpresado en células cancerosas prostaticas sensibles a hormonas, pero la
expresion de TRPM8 desaparece casi completamente una vez que el cancer se vuelve insensible a las hormonas y en
pacientes que reciben terapia antiandrogénica. La expresion de TRPM8 es estimulada por los andrégenos en las lineas
celulares de cancer de prostata sensible a hormonas (LNCaP). Existe evidencia de que se requiere la expresion de
TRPMS8 para la supervivencia de las células cancerosas prostaticas.

El mecanismo de dicha accion de TRPM8 probablemente se relacione con su capacidad para modular el calcio
intracelular, y posiblemente incluso la distribucion del calcio dentro de la célula. El ultimo punto puede ser importante
debido a la localizacién del TRPMS8 en la célula cancerosa prostatica. Aunque se encuentra en la membrana celular, se
encuentra ademas en el reticulo endoplasmico; por lo tanto cualquier agente terapéutico potencial que se dirija al
receptor TRPM8 debe ser capaz de lograr un buen acceso al espacio intracelular.

El cannabinoide enddégeno anandamida se ha demostrado que antagoniza con TRPM8 (De Petrocellis, 2007). Los
autores demostraron ademas que la estimulacion de los receptores CB1 antagonizo transitoriamente con los receptores
de TRPMS8 expresados en las mismas células.

La solicitud WO 2008/129258 describe el uso de extractos de plantas que contienen cannabinoides en la prevencion o el
tratamiento de enfermedades o afecciones que se alivian por el bloqueo de uno o mas tipos de canales TRP. Se
describen diferentes potenciales de union de los extractos de plantas que contienen cannabinoides a los canales TRPA1
y TRPM8. Las enfermedades y afecciones a prevenir o tratar incluyen: dolor neuropatico, inflamacion, vasoconstriccion
0 cancer.

El receptor TRPM8 se ha encontrado ademas en los canceres de mama, colon y piel.

Se ha demostrado que CBD es capaz de regular negativamente la expresion del inhibidor de la proteina de unién al
ADN, Id-1 en células de cancer de mama humano (McAllister, 2007). Las concentraciones de CBD eficaces para inhibir
la expresion de Id-1 se correlacionaron con las usadas para inhibir el fenotipo proliferativo e invasivo de las células de
cancer de mama. CBD fue capaz de inhibir la expresion de Id-1 a nivel de ARNm y proteina de una manera dependiente
de la concentracion.

Se ha demostrado ademas que CBD inhibe la proliferacion y la invasion de células cancerosas humanas a través de
una modulacion diferencial de las vias de ERK y ROS, y que la activacion sostenida de la via de ERK conduce a la
regulacion negativa de la expresion de Id-1. Se demostr6 ademas que CBD regula positivamente el agente de
prodiferenciacion, 1d-2. Con el uso de una linea celular 4T1 de raton y un modelo de cancer de mama metastasico, CBD
redujo significativamente la dispersion metastasica. Como tal CBD puede representar un tratamiento prometedor para el
cancer de mama en pacientes con tumores secundarios (McAllister, 2009).
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Evidencia reciente indica que CBD es un antagonista de GPR55; esto aumenta la posibilidad de que este receptor
pueda subyacer a los efectos de CBD en las células de tumores de mamas y otros. GPR55 se acopla a G12/13 y la
activacion corriente abajo de las GTPasas pequefias RhoA, rac1 y cdc42; esta via es crucial en la reorganizacion
citoesquelética y la migracion celular. Se ha encontrado un aumento de la expresion de G12/13 en células de cancer de
mama humano en etapa temprana tomadas por biopsia, y la inhibicién de G13 disminuye el nivel de metastasis de las
células de cancer de mama in vivo (Kelly et al, 2007).

Los efectos antiproliferativos de CBD se han evaluado ademas en las lineas celulares de glioma humano U87 y U373,
(Massi, 2004). El efecto antiproliferativo de CBD se correlacioné con la induccion de apoptosis, segun se determiné por
analisis citofluorimétrico y tincion del ADN monocatenario, lo cual no se revirti6 por los antagonistas de los
cannabinoides. Ademas CBD, administrado s.c. a ratones desnudos a la dosis de 0.5 mg/ratén, inhibid
significativamente el crecimiento de células de glioma humano U87 implantadas subcutaneamente. Se concluy6 que
CBD era capaz de producir una actividad antitumoral significativa tanto in vitro como in vivo, lo que sugiere asi una
posible aplicacién de CBD como un agente quimioterapéutico.

La solicitud WO/2006/037981 describe el uso del cannabinoide CBD para impedir la migraciéon o metastasis de las
células tumorales desde un area de crecimiento descontrolado a un area lejos del sitio del tumor original. CBD provoco
una inhibicion dependiente de la concentracion de la migracion de células de glioma U87, cuantificada en una camara
de Boyden. Dado que estas células expresan ambos receptores de cannabinoides CB1y CB2 en la membrana, el grupo
evalu6 ademas su vinculo en el efecto antimigratorio de CBD.

Se ha demostrado que los cannabinoides juegan un papel fundamental en el control de la supervivencia celular / muerte
celular. Se ha reportado que los cannabinoides pueden inducir proliferacion, cese del crecimiento, o apoptosis en un
numero de células, que incluyen neuronas, linfocitos, y diversas células neurales y no neurales transformadas, y que los
cannabinoides inducen la apoptosis de células de glioma en cultivo y la regresion de gliomas malignos in vivo (Guzman,
2001).

Se ha realizado un estudio clinico piloto de THC en pacientes con glioblastoma multiforme recurrente. Este ensayo
piloto fase | consistid en nueve pacientes con glioblastoma multiforme recurrente quienes se administraron con THC
intratumoralmente. Los pacientes habian fracasado anteriormente con la terapia estandar (cirugia y radioterapia) y
tenian una evidencia clara de la progresion del tumor. El criterio de valoracion principal del estudio fue la determinacion
de la seguridad de la administracion intracraneal de THC. Se evalué ademas la accion de THC sobre el tiempo de
supervivencia y diversos parametros de las células tumorales. La mediana de la supervivencia de la cohorte desde el
inicio de la administracion del cannabinoide fue de 24 semanas (intervalo de confianza del 95 %: 15-33).

El documento GB 2,460,672 describe la combinacion sinérgica de THC con CBD y la combinacioén sinérgica de THC con
tamoxifeno o cisplatino. No muestra la combinacion sinérgica de los cannabinoides THC y CBD junto con temozolomida.
Ademas Velasco et al. (2007) describe una combinacion de THC y temozolomida.

La solicitud WO 2008/144475 describe el tratamiento de trastornos de proliferaciéon celular que incluyen el cancer con
derivados del cannabidiol lo mismo solos o en combinacién con THC o un derivado de este.

La solicitud WO 2009/147439 describe el uso de una combinacion de cannabinoides, particularmente
tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD), en la fabricacion de un medicamento para usar en el tratamiento del
cancer. En particular el cancer a tratar es un tumor cerebral, mas particularmente un glioma; mas particularmente ain
un glioblastoma multiforme (GBM).

La solicitud WO 2009/147438 describe el uso de uno o mas cannabinoides, particularmente THC y/o CBD en
combinacion con un agente quimioterapéutico no cannabinoide en la fabricacion de un medicamento para usar en el
tratamiento del cancer. En particular el cancer a tratar es un tumor cerebral, mas particularmente un glioma, mas
particularmente aun un glioblastoma multiforme (GBM). El agente quimioterapéutico no cannabinoide puede ser un
modulador selectivo del receptor de estrégeno o un agente alquilante.

La literatura y las solicitudes de patentes correspondientes demuestran la utilidad general de los cannabinoides en el
area de la investigacion y el tratamiento del cancer.

Definiciones y Abreviaturas
Las definiciones de algunos de los términos usados para describir la invencion se detallan mas abajo:

Los fitocannabinoides descritos en la presente solicitud se enumeran mas abajo junto con sus abreviaturas estandar.
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CBD | Cannabidiol

THC | Tetrahidrocannabinol

Los "fitocannabinoides" son cannabinoides que se originan de la naturaleza y pueden encontrarse en la planta de
cannabis. Los fitocannabinoides pueden ser cannabinoides aislados o presentarse como una sustancia farmacolégica
botanica.

Un "cannabinoide aislado" se define como un fitocannabinoide que se ha extraido de la planta de cannabis y purificado
en tal medida que todos los componentes adicionales tales como los cannabinoides secundarios y menores y la fraccion
no cannabinoide se han eliminado.

Una "sustancia farmacoldgica botanica" o "BDS" se define en la guia Guidance for Industry Botanical Drug Products
Draft Guidance, Agosto 2000, US Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration Centre for
Drug Evaluation and Research como: "Un farmaco derivado de una o mas plantas, algas, u hongos microscopicos. Se
prepara a partir de materias primas botanicas mediante uno o mas de los siguientes procesos: pulverizacion, decoccion,
expresion, extraccion acuosa, extraccion etandlica u otros procesos similares." Una sustancia farmacoldgica botanica no
incluye una sustancia altamente purificada o quimicamente modificada derivada de fuentes naturales. Asi, en el caso de
cannabis, las BDS derivadas de las plantas de cannabis no incluyen cannabinoides altamente purificados de grado de
farmacopea.

Los "endocannabinoides" son los cannabinoides que se producen enddégenamente por los cuerpos humanos o
animales. La regulacion positiva o negativa del sistema de endocannabinoides puede ser util en el tratamiento de
algunas enfermedades o afecciones.

Los "cannabinoides sintéticos" son compuestos que tienen una estructura similar a un cannabinoide aunque se fabrican
mediante el uso de medios quimicos. En dependencia del método de fabricacion del cannabinoide sintético puede
comprender una mezcla racémica de cannabinoides, en contraste con un cannabinoide aislado que sera un Unico
enantiomero.

Los fitocannabinoides pueden encontrarse como la forma neutral (forma descarboxilada) o la forma de acido carboxilico
en dependencia del método usado para extraer los cannabinoides. Por ejemplo, se conoce que el calentamiento de la
forma de acido carboxilico provocara que la mayoria de la forma de acido carboxilico se descarboxile hacia la forma
neutral.

Los fitocannabinoides pueden existir ademas como la variante pentilo (5 atomos de carbono) o propilo (3 atomos de
carbono). Inicialmente se pens6 que las variantes propilo y pentilo tendrian propiedades similares, sin embargo una
investigacion reciente ha encontrado que esto puede no ser cierto. Por ejemplo el fitocannabinoide THC se conoce que
es un agonista del receptor CB1 mientras que se ha descubierto que la variante propilo THCV es un antagonista del
receptor CB1 lo que significa que tienen efectos casi opuestos.

Breve Resumen de la Descripcidon
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De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion se proporciona una combinacion de los fitocannabinoides
tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) junto con temozolomida, para usar en el tratamiento de un glioma.

Preferentemente la combinacion de los fitocannabinoides y la temozolomida se empacan para la administracion de
manera separada, simultanea o secuencial.

Preferentemente el nivel de dosis de los fitocannabinoides es subeficaz para el tratamiento del glioma si se usan solos.
Preferentemente el nivel de dosis de la temazolamida es subeficaz para el tratamiento de glioma si se usa sola.

Breve Descripcion de las Figuras

Varias modalidades no limitantes se describen ademas con referencia a los dibujos acompariantes en los cuales:

La Figura 1 muestra una vision general de la preparacion de la Sustancia farmacologica botanica (BDS).

Descripcion Detallada

El uso de los fitocannabinoides, ya sean aislados o con todos sus componentes coextraidos se describe en los
siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Produccion botanica y fabricacion de BDS de cannabinoides

La materia prima botanica (BRM) se obtiene a partir de variedades de Cannabis sativa L. (quimiotipos) que se han
desarrollado para producir especificamente altos niveles de un fitocannabinoide dado como el fitocannabinoide principal.
El cannabinoide CBG es la molécula precursora en la via biosintética al THC, CBD y CBC. Otros cannabinoides se
forman después a partir de estos cannabinoides. El cannabinoide principal producido en la planta estara presente como
la forma de acido carboxilico en el material vegetal, como lo esta cualquiera de los otros cannabinoides secundarios o
menores. La forma de acido carboxilico del cannabinoide usualmente se descarboxila a la forma neutral durante el
procesamiento de la BRM a la Sustancia farmacoldégica botanica (BDS).

Las plantas usadas para preparar la BDS de cannabinoides pueden ser plantas de tipo silvestre o plantas cultivadas
especificamente para producir un cannabinoide como un cannabinoide principal. Estas plantas se denominan como
‘quimiotipos’. Por ejemplo el articulo de (De Meijer & Hammond, 2005) describe el cultivo selectivo de una planta con
alto contenido de CBG. Las plantas de tipo silvestre que producen una gran cantidad de CBG se han encontrado en
poblaciones europeas de cafiamo para fibras.

Las sustancias farmacolégicas botanicas (BDS) se preparan a partir de BRM y son extractos adecuados para una
formulacién adicional y/o propositos investigativos. Estos extractos se denominan una Sustancia farmacoloégica
botanica. Una breve vision general del método se proporciona en la Figura 1. Las condiciones para el proceso de
extraccion estan optimizadas para dar el balance mas favorable del contenido de cannabinoide y la fraccion no
cannabinoide junto con un rendimiento satisfactorio. Por ejemplo el contenido de cannabinoide de la CBG BDS es
virtualmente 100 % de CBG, con solo cantidades muy pequefias de otros cannabinoides presentes.

Las BDS libre de cannabinoides pueden prepararse a partir de la CBG BDS o de una planta con cero cannabinoide tal
como USO-31. Dado que CBG es el cannabinoide principal presente en la CBG BDS es posible extraer el CBG presente
relativamente facil mediante el uso de técnicas estandar conocidas en la materia tales como cromatografia en columna.
Un extracto libre de CBG puede usarse para evaluar qué efecto farmacoldgico en caso de existir alguno, se asocia con
la fraccién no cannabinoide. Es posible fraccionar la BDS completamente de manera que los compuestos individuales
puedan retirarse para la purificacion y el resto recombinarse para producir, después de la eliminacion del disolvente, una
BDS libre del (de los) compuesto(s) seleccionado(s). El extracto libre de CBG asi producido permite la evaluacion de
cualquier sinergismo entre las fracciones de cannabinoides y sin cannabinoides.

Pueden prepararse ademas fitocannabinoides aislados. Como se indicd anteriormente la cromatografia en columna
puede usarse para aislar el CBG a partir de CBG BDS para producir una pureza mayor que €l 99 %. La BDS vy el
fitocannabinoide aislado pueden usarse después para comparar la eficacia y cualquier sinergismo entre el
fitocannabinoide principal y los otros constituyentes fitocannabinoides y no cannabinoides en la BDS.

Ejemplo 2

Componentes fitocannabinoides y no cannabinoides en la BDS



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 569 669 T3

El siguiente ejemplo ilustra los diferentes componentes fitocannabinoides que componen cada una de las BDS
descritas. En cada tabla el fitocannabinoide principal se define en caracteres en negritas.

Las BDS se extrajeron mediante el uso de CO- liquido y después se usé un método de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) para analizar los diferentes componentes cannabinoides en cada BDS de cannabinoides.

Las tablas detalladas mas abajo describen cantidades promedio de los fitocannabinoides principales, secundarios y
menores en cada BDS representativa. El experto apreciara que a medida que las BDS se extraen de las plantas de
cannabis estan sujetas por supuesto a un grado de variacion en su composicion. Generalmente las cantidades en las
que cada uno de los componentes fitocannabinoides variaran estaran en el en el intervalo de + 10 % (p/p). Sin embargo
en dependencia del material vegetal de partida y el método de extraccion usado estas cantidades pueden variar en tan
poco como + 5 % hasta + 50 % (p/p).

Tabla 2.1.1 Cantidad de BDS tetrahidrocannabinol en total e intervalo

THC BDS Cantidad | Intervalo (* | Intervalo (% | Intervalo (*
(% plp) 10 %) 25 %) 50 %)
CBO 0.2 0.18-0.22 | 0.15-0.25 0.1-0.3
CBG 2.0 1.8-22 15-25 1.0-3.0
CBD 1.0 09-1.1 0.75-1.25 05-1.5
THCV 1.1 0.99-121 | 0.83-1.38 | 0.55-1.65
CBN 3.0 27-33 2.25-3.75 1.5-45
THC (sustancias
relacionadas) 0.6 0.54-0.66 | 045-0.75 0.3-0.9
THC 74.0 66.6 -81.4 | 55.5-92.5 | 37.0 - 100.0
CBC 2.0 1.8-22 15-25 1.0-3.0
THCA 1.5 1.35-165 | 1.13-1.88 | 0.75-2.25
Cannabinoides
totales 85.40

No cannabinoides
totales 14.60

La fraccion total que contiene fitocannabinoide de THC BDS comprende aproximadamente 77-94 % (p/p) de la BDS
total.

Tabla 2.1.2 BDS tetrahidrocannabinol por porcentaje de cannabinoide

THC BDS Cantidad (% de cannabinoide total)
CBO 0.23
CBG 2.34
CBD 1.17
THCV 1.29
CBN 3.51
THC (sustancias relacionadas) 0.70
THC 86.65
CBC 2.34
THCA 1.76

La cantidad del fitocannabinoide principal en la THC BDS como un porcentaje de la fraccion que contiene
fitocannabinoide es de aproximadamente 78-95 % (p/p).
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Tabla 2.2.1 Cantidad de BDS cannabidiol en total e intervalo

CBD BDS Cantidad | Intervalo (* | Intervalo (% | Intervalo (*
(% plp) 10 %) 25 %) 50 %)
CBD (sustancias

relacionadas) 0.3 0.27-0.33 | 0.23-0.38 | 0.15-0.45
CBDV 1.9 1.71-2.09 | 143-2.38 | 0.95-285
CBDA 1.3 1.17-143 | 098-1.63 | 0.65-1.95
CBG 25 225-275 | 1.88-3.13 | 1.25-3.75

CBN 0.2 0.18-0.22 | 0.15-0.25 0.1-0.3
CBD 70.0 63.0-77.0 | 52.5-87.5 | 35.0 -100.0
THC 55 495-6.05 | 413-6.88 | 2.75-8.25
CBC 5.6 5.04-6.16 | 420-7.00 | 2.80-8.40

Cannabinoides
totales 87.30

No cannabinoides
totales 12.70

La fraccion total que contiene fitocannabinoide de CBD BDS comprende aproximadamente de 79-96 % (p/p) de la BDS
total.

Tabla 2.2.2 BDS cannabidiol por porcentaje de cannabinoide

CBD BDS Cantidad (% de cannabinoide total)

CBD (sustancias relacionadas) 0.34

CBDV 2.18

CBDA 1.49

CBG 2.86

CBN 0.23

CcBD 80.18

THC 6.30

CBC 6.41

La cantidad del fitocannabinoide principal en la CBD BDS como un porcentaje de la fraccion que contiene
fitocannabinoide es de aproximadamente 72-88 % (p/p).

La siguiente tabla detalla una vision general de la cantidad de la fraccion cannabinoide y no cannabinoide en cada BDS
de cannabinoides y la cantidad de cannabinoide como un porcentaje de los cannabinoides totales en cada BDS. Como
se analiz6é anteriormente el experto apreciara que estos valores variaran debido a la naturaleza de origen natural del
material vegetal de partida.

Tabla 2.3.1 Vision general de BDS de cannabinoides

Fraccion Fracciéon no Cantidad del cannabinoide
BDS cannabinoide cannabinoide (% principal (% de
(% p/p) p/p) cannabinoide total)
THC 85.4 14.6 86.7
CBD 87.3 12.7 80.2
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Se prefiere maximizar la cantidad de fitocannabinoide principal en la fraccién que contiene fitocannabinoide, sin
embargo, en algunos casos puede existir sinergismo entre los cannabinoides principales y secundarios lo que puede
conducir a mejores efectos medicinales.

Se prefiere ademas que el intervalo en el cual el porcentaje de la fracciéon que contiene fitocannabinoide, la fraccion que
no contiene fitocannabinoides y la cantidad de fitocannabinoide principal varie. En la mayoria de los casos esta
variacion sera pequefa y estara en el intervalo de + 5 %, hasta + 10 %, hasta + 25 % y preferentemente no mayor que *
50 %.

Ejemplo 3

Efecto de los fitocannabinoides en células de glioma humano sobre la vitalidad celular (ensayo de MTT)

Las células se sembraron en presencia de FBS en placa de 6 pocillos con una densidad de 8x10* células/pocillo. Las
células de glioma se trataron con concentraciones crecientes de los compuestos y la viabilidad celular se evalué
mediante la tincion con MTT.

CBD BDS y CBD, CBG y CBDV aislados se analizaron.

La Tabla 3.1 detalla los datos observados. Como puede observarse la CBD BDS produjo el mejor resultado, donde la

menor concentracion fue un poco mas eficaz que su fitocannabinoide aislado respectivo.

Tabla 3.1: Efecto de fitocannabinoides sobre la vitalidad celular (Ensayo de MTT)

Muestra ICso sobre la vitalidad de células de glioma
CBD 8.92 uM
CBD BDS 8.83 uM
CBG 12.40 uM
CBDV 12.40 uM

Como puede observarse estos datos indican que tanto CBD BDS como el CBD aislado podrian ser tratamientos utiles
en tumores cerebrales que incluyen el glioma.

Ejemplo 4

Efecto de los cannabinoides THC y CBD solos y en combinacion entre si y/o el agente quimioterapéutico
temazolamida sobre la viabilidad de lineas celulares de glioma humano (ensayo de MTT)

La accion sinérgica de la administracion combinada de los fitocannabinoides THC y CBD en cantidades iguales se
analizo en lineas celulares de glioma humano. La administracién combinada de los dos fitocannabinoides condujo a una
reduccion sinérgica en la viabilidad de las células de glioma humano durante un ensayo de MTT.

La Tabla 4.1 mas abajo muestra que los niveles de dosis subeficaces de THC y CBD (0,7 pM) conduce a una reduccion

estadisticamente significativa en la viabilidad celular cuando se combinan los dos cannabinoides. La viabilidad celular se
reduce drasticamente cuando los niveles de dosis de THC y CBD se incrementan.

Tabla 4.1: Viabilidad celular de células de glioma U87 tratadas con THC, CBD y THC:CBD (1:1)

Compuesto Nivel de dosis (uM) Viabilidad celular (%)
Control - 100
THC 0.7 100
CBD 0.7 115
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Compuesto Nivel de dosis (uM) Viabilidad celular (%)
HC:CBD (1:1) 0.7 (cada uno) 90
THC 0.9 92
CBD 0.9 95
THC:CBD (1:1) 0.9 (cada uno) 70
THC 1.2 80
CBD 1.2 70
THC:CBD (1:1) 1.2 (cada uno) 35

Otros experimentos se realizaron con el uso del agente quimioterapéutico temazolamida (TMZ), estos datos se
muestran en la Tabla 4.2 mas abajo.

Tabla 4.2: Viabilidad celular de células de glioma U87 tratadas con THC, CBD, THC:CBD (1:1) y TMZ

Compuesto Viabilidad celular (%)
Control 100
THC (1 pM) 115
CBD (1 uM) 98
TMZ (100 puM) 82
THC:CBD (1 pyM cada uno) 55
THC (1 uM) + TMZ (100 pM) 70
CBD (1 yM) + TMZ (100 puM) 65
THC:CBD (1 yM cada uno) + TMZ (100 uM) 38

La administracion combinada de dosis submaximas de THC, CBD y TMZ condujo a una reduccion sinérgica de la
viabilidad de las células de glioma U87.

Ejemplo 5

Efecto de los cannabinoides THC y CBD solos y en combinacion entre si y/o el agente quimioterapéutico
temazolamida sobre la viabilidad de xenoinjertos de glioma humano

La Tabla 5.1 mas abajo detalla los datos registrados cuando los fitocannabinoides THC y CBD se analizaron solos o en
combinacién sobre tumores de xenoinjertos de glioma humano.

La dosis equivalente humana (HED) puede estimarse mediante el uso de la siguiente formula:

HED = Dosis animal (mg'kg) multiplicado por Km animal
Km Humano

La Ky para un ratén es 3 y la Ky, para un ser humano es 37.

Tabla 5.1: Volumen tumoral después del tratamiento con THC, CBD y THC:CBD (1:1)

10
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Nivel de dosis
(mg/kg)

3.7
3.7

3,7 (cada uno)

7.5
7.5

7,5 (cada uno)

15.0
15.0

THC:CBD (3.7 mg/kg cada uno)

TMZ (100 pM)

Volumen tumoral (aumento a partir

del dia 1)
10.3
8.7
9.1
8.9

8.5
8.9
5.7

5.8
7.6

Los fitocannabinoides se analizaron ademas con la TMZ como se detalla en la Tabla 5.2 mas abajo.

Tabla 5.2: Volumen tumoral después del tratamiento con THC, CBD, THC:CBD (1:1) y TMZ

Volumen tumoral (aumento a

THC:CBD (3.7 mg/kg cada uno) + TMZ (100

pM)

11

partir del dia 1)

10.3
8.9
4.1
2.6
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Reivindicaciones

1.

Una combinacion de los fitocannabinoides tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) junto con
temozolomida, para usar en el tratamiento de un glioma.

La combinacion de los fitocannabinoides THC y CBD junto con temozolomida para usar de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la combinacion de los fitocannabinoides y la temozolomida se empacan para la
administracion de manera separada, simultanea o secuencial.

La combinacién de los fitocannabinoides THC y CBD junto con temozolomida para usar de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2, en donde el nivel de dosis de los fitocannabinoides es subeficaz para el tratamiento del
glioma si se usan solos.

La combinacién de los fitocannabinoides THC y CBD junto con temozolomida para usar de acuerdo con las

reivindicaciones 1 a 3, en donde el nivel de dosis de la temozolomida es subeficaz para el tratamiento del
glioma si se usa sola.

12
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Figura 1: Vision general de la preparacion de la Sustancia farmacoldgica botanica (BDS)
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Figura 2: Efecto de los cannabinoides sobre la apoptosis en la linea celular de cancer
de prostata insensible a hormonas (DU-145) y la linea celular de cancer de prostata
sensible a hormonas (LNCaP)
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Figura 3: Efecto de la BDS de cannabinoides real y reconstituida sobre el antagonismo
con TRPMS8
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Figura 4: Efecto de cannabinoides solos o en combinaciéon con un agente
quimioterapéutico en la linea celular de cancer de préstata insensible a hormonas (DU-
145) y la linea celular de cancer de préstata sensible a hormonas (LNCaP) en un
modelo de xenoinjerto subcutaneo.
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b) CBD BDS solo o en combinaciéon con Taxotere en un modelo de xenoinjerto de LNCaP
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c) CBG BDS solo 0 en combinacion con Taxotere en un modelo de xenocinjerto de DU-145
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d)

CBD BDS solo 0 en combinacion con Taxotere en un modelo de xencinjerto de DU-145
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Figura 5: Efecto de los cannabinoides aislados CBD y CBD BDS en la
carcinogénesis de colon en el ratéon
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c) Numero de tumores por ratén
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Figura 6: Efecto de los cannabinoides CBG aislado, CBDV aislado, CBG BDS y CBDV
BDS en la carcinogénesis de colon en el ratén
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