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DESCRIPCION
Acidos tetrahidrocannabinol-11-oicos para su uso en el tratamiento de enfermedades fibréticas
Campo de la invencion

Esta invencion pertenece al campo de la quimica medicinal y se refiere al tratamiento de la fibrosis pulmonar en
sujetos.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades fibréticas, incluyendo la fibrosis pulmonar, la esclerosis sistémica, la cirrosis hepatica, la
enfermedad cardiovascular, la enfermedad renal progresiva y la degeneracion macular, son una de las causas
principales de la morbilidad y la mortalidad y pueden afectar a todos los tejidos y sistemas organicos. La
remodelacion del tejido fibrético también puede influir en la metastasis del cancer y acelerar el rechazo crénico en
injertos en receptores de trasplantes. Sin embargo, a pesar de su enorme impacto en la salud humana, actualmente
no hay todavia tratamientos aprobados que aborden directamente el/los mecanismo(s) de la fibrosis.

Milam et al, 2008, American Journal of Physiology, Lung Cellular and Molecular Physiology, 294 (5): 891-901 han
descrito que los agonistas del PPAR inhiben los fenotipos profibréticos en fibroblastos de pulmén humano y la
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina.

Compendio de la invencion

Esta invencion pertenece al campo de la quimica medicinal y se refiere al tratamiento de la fibrosis pulmonar en
sujetos.

La invencidén proporciona una composicion que comprende acido ajulémico para usar en el tratamiento de la fibrosis
pulmonar en sujetos.

En una realizacién, dicha composicion se administra por via oral. En una realizacién, dicha composiciéon se
administra por via intravenosa. En una realizacién, dicha composicion se administra a través de un implante o
parche. En una realizacion, dicho implante o parche proporciona una liberacion lenta de dicha composicién. En una
realizacion, dicha composicién se administra por inhalaciéon. En una realizacion, dicha composicion se administra en
un comprimido.

Definiciones

Para facilitar la comprension de esta invencion, se definen varios términos a continuacion. Los términos definidos en
este documento tienen los significados cominmente entendidos por una persona experta en las areas relevantes
para la presente invencion.

Los compuestos o composiciones descritos también deben incluir, en algunas realizaciones, sus tautémeros, sus
isdbmeros geomeétricos, sus formas Opticamente activas como enantiomeros, diasteredmeros y sus formas de
racemato, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, polimorfos y combinaciones de los mismos.

El término "epimeros”, como se usa en el presente documento, se refiere a diasteredmeros que difieren en la
configuracion de un solo centro estereogénico. Los diasteredmeros son una clase de estereoisdmeros que no son
superponibles, no son imagenes especulares entre si, a diferencia de los enantibmeros que son imagenes
especulares no superponibles entre si.

La expresioén "vehiculos comunes”, como se usa en el presente documento, se refiere a aquellos que se emplean en
preparaciones farmacéuticas estandar e incluye excipientes, aglutinantes y desintegradores cuya eleccion depende
de la forma de dosificacion especifica utilizada. Ejemplos tipicos del excipiente son almidon, lactosa, sacarosa,
glucosa, manitol y celulosa; los aglutinantes ilustrativos son polivinilpirrolidona, almidén, sacarosa,
hidroxipropilcelulosa y goma arabiga; los desintegrantes ilustrativos incluyen almidén, agar, gelatina en polvo,
celulosa y CMC. También se pueden emplear otros excipientes, aglutinantes y desintegrantes comunes.

Las formulaciones de la composicion farmacéutica de la presente invencidn que son adecuadas para la
administracion peroral se pueden proporcionar en forma de comprimidos, capsulas, polvos, granulos o suspensiones
en soluciones no acuosas tales como jarabes, emulsiones o preparaciones, cada una conteniendo uno o mas de los
compuestos activos en cantidades predeterminadas.

Los granulos pueden proporcionarse preparando primero una mezcla a fondo de uno o mas de los ingredientes
activos con uno o mas de los componentes auxiliares mostrados anteriormente, luego moliendo la mezcla y
clasificando los granulos mediante tamizado a través de un tamiz.

El comprimido puede prepararse comprimiendo o formando uno o mas de los ingredientes activos, opcionalmente
con uno 0 mas componentes auxiliares.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2753 639 T3

Las capsulas se pueden preparar haciendo primero un polvo o granulos como una mezcla a fondo de uno o mas de
los ingredientes activos con uno o mas componentes auxiliares, luego cargando la mezcla en una capsula apropiada
en una maquina de envasado, etc.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede formularse como supositorios (para la administracion
rectal) con la ayuda de un vehiculo comun tal como la manteca de cacao. La composicion farmacéutica de la
presente invencion también se puede formular en una forma de dosificacion adecuada para su administracion no
parenteral mediante el envasado de uno o mas ingredientes activos como sélidos secos en un recipiente estéril
purgado con nitrogeno. La formulacion seca resultante puede administrarse a pacientes de forma no parenteral
después de dispersarse o disolverse en una cantidad dada de agua aséptica.

Si se desea, las formulaciones pueden contener ademas uno o mas componentes auxiliares seleccionados entre
excipientes, tampones, agentes aromatizantes, aglutinantes, tensioactivos, agentes espesantes y lubricantes.

La dosis, por supuesto, variara con la via de administracion, la gravedad de la enfermedad a tratar y el paciente a
tratar, pero la dosis exacta finalmente elegida debe dejarse en manos del criterio del médico responsable del
tratamiento. Si se determina una dosis deseada, el ingrediente activo puede administrarse una vez al dia o,
alternativamente, puede administrarse en tantas porciones como se considere apropiado a los intervalos adecuados.
El ingrediente activo puede administrarse directamente sin mezclarse con ningun otro componente. Sin embargo,
por varias razones, tipicamente con el fin de proporcionar cierta facilidad para controlar el nivel de dosis, el
compuesto activo se administra preferiblemente en una forma de dosificacion farmacéutica.

El término "sales", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier sal que forme complejos con los
compuestos identificados contenidos en el presente documento, mientras se retenga la funciéon deseada, por
ejemplo, la actividad biolégica. Los ejemplos de tales sales incluyen, entre otros, sales de adicion de acido formadas
con acidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido
nitrico) y sales formadas con acidos organicos tales como, entre otras, acido acético, acido oxalico, acido tartarico,
acido succinico, acido malico, acido fumarico, acido maleico, acido ascoérbico, acido benzoico, acido tanico, acido
pamoico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido naftalenodisulfénico y acido
poligalacturénico. Las sales farmacéuticamente aceptables también incluyen sales de adicion de bases que pueden
formarse cuando los protones acidos presentes son capaces de reaccionar con bases inorganicas u organicas. Las
sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen sales metalicas, tales como sales
hechas de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y zinc, o sales hechas de bases organicas que incluyen
aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas ciclicas, tales como cafeina,
arginina, dietilamina, N-etilpiperidina, histidina, glucamina, isopropilamina, lisina, morfolina, N-etilmorfolina,
piperazina, piperidina, trietilamina, trimetilamina. Todas estas sales pueden prepararse por medios convencionales a
partir del compuesto correspondiente de la invencién haciendo reaccionar, por ejemplo, el acido o la base
apropiados con el compuesto de la invencién. A menos que se indique especificamente lo contrario, la presente
invencion contempla, en algunas realizaciones, sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos
especificados.

El término "alquilo" cuando se usa sin el modificador "sustituido" se refiere a un grupo monovalente no aromatico con
un atomo de carbono saturado como el punto de unién, una estructura lineal o ramificada, de ciclo, ciclica o aciclica,
sin dobles o triples enlaces carbono-carbono, y ningin atomo que no sea carbono e hidrégeno Los grupos, -CH3
(Me), -CH2CHg3 (Et), -CH2CH2CH3 (n-Pr), -CH(CHsa)2 (iso-Pr o i-Pr), -CH(CH>) (ciclopropilo), -CH.CH,CH>CH3 (n-Bu),
-CH(CH3)CH2CHj3 (sec-butilo o sec-Bu), -CH,CH(CHea)2 (iso-butilo o i-Bu), -C(CHs3)3 (terc-butilo o t-Bu), -CH>C(CHs)3
(neo-pentilo), ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohexilmetilo son ejemplos no limitantes de grupos alquilo. La
expresion "alquilo sustituido" se refiere a un grupo monovalente no aromatico con un atomo de carbono saturado
como punto de union, una estructura lineal o ramificada, ciclo, ciclica o aciclica, sin dobles o triples enlaces carbono-
carbono y, al menos, un atomo seleccionado independientemente del grupo que consiste en N, O, F, CI, Br, |, Si, Py
S. Los siguientes grupos son ejemplos no limitantes de grupos alquilo sustituidos: -CH,OH, -CH,ClI, -CH2Br, -CH>SH,
-CF3, -CH2CN, -CH.C(O)H, -CH2C(O)OH, -CH2C(O)OCHs;, -CH>C(O)NH;, -CH2C(O)NHCHs3, -CHC(O)CHs, -
CH>OCHj3, -CH,0OCH2CF3, -CH,0C(O)CHs, -CH2NH2, -CH2NHCH3, -CH;N(CHs),, -CH2CH,CI, -CH,CH,0OH, -CH,CFs3,
-CH,CH20C(O)CHs, -CH,CH2NHCO2C(CHs3)3 y -CH2Si(CH3)s.

El término "alcanol" se refiere a cualquiera de una clase de compuestos organicos que contienen el grupo funcional
hidroxilo (-OH), excepto aquellos en los que el grupo OH esta unido a un anillo aromatico (fenoles).

El término "arilo", cuando se usa sin el modificador "sustituido", se refiere a un grupo monovalente con un atomo de
carbono aromatico como punto de unién, formando dicho atomo de carbono parte de una estructura de anillo
aromatico de seis miembros en donde los atomos del anillo son todos de carbono, y en el que el grupo monovalente
consiste en atomos no distintos a carbono e hidrégeno. Ejemplos no limitantes de grupos arilo incluyen fenilo (Ph),
metilfenilo, CsH3(CHs)2 (dimetilfenilo), -CsHsCH2CH3 (etilfenilo), -CsHsCH2CH2CH3 (propilfenilo), -CsHsCH(CHz3)2, -
C5H4CH(CH2)2, -C5H3(CH3)CH2CH3 (metiletilfenilo), -C5H4CH=CH2 (vinilfenilo), -C5H4CH=CHCH3, -C5H4CECH, -
CsH4C=CCHs, naftilo y el grupo monovalente derivado del bifenilo. La expresion "arilo sustituido" se refiere a un
grupo monovalente con un atomo de carbono aromatico como punto de unién, formando parte dicho atomo de
carbono de una estructura de anillo aromatico de seis miembros en el que los atomos del anillo son todos carbono, y
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en el que el grupo monovalente tiene ademas al menos un atomo seleccionado independientemente del grupo que
consiste en N, O, F, Cl, Br, I, Si, Py S. Los ejemplos no limitantes de grupos arilo sustituidos incluyen los grupos: -
C5H4F, -C5H4C|, -C5H4Br, -C5H4|, -C5H4OH, -C5H4OCH3, -C5H4OCH2CH3, -C5H4OC(O)CH3, -C5H4NH2, -C5H4NHCH3, -
CsHaN(CHs)2, -CeH4CH20OH, -CeH4CH,OC(O)CHs, -CeHsCHoNH2, -CeH4CF3, -CsHsCN, -CeHsCHO, -CsHsCHO, -
CsH4C(O)CHs3, -CeH4C(O)CsHs, -CsH4CO2H, -CsHsCO2CH3, -CeHsCONHa, -CsH4CONHCHS3, y -CsHsCON(CHg)s..

Ademas, se pretende que los atomos que forman los compuestos de la presente invencion incluyan todas las formas
isotopicas de tales atomos. Los isétopos, como se usan en el presente documento, incluyen aquellos atomos que
tienen el mismo numero atémico pero diferentes nimeros de masa. A modo de ejemplo general y sin limitacion, los
isotopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio, y los isétopos de carbono incluyen 3C y C. De manera similar, se
contempla que uno o mas atomo(s) de carbono de un compuesto de la presente invencién puedan ser reemplazados
por un atomo(s) de silicio. Ademas, se contempla que uno o mas atomo(s) de oxigeno de un compuesto descrito en
el presente documento puedan reemplazarse por un atomo(s) de azufre o selenio.

En estructuras en las que la estereoquimica no se indica explicitamente, se supone que se considera cualquiera de
las estereoquimicas y se reivindican ambos isémeros.

Cualquier valencia indefinida en un atomo de alguna de las estructuras mostradas en esta solicitud representa
implicitamente algin atomo de hidrégeno unido al atomo.

El término "eficaz", como ese término se usa en la memoria descriptiva y/o reivindicaciones, significa adecuado para
lograr un resultado deseado o esperado.

Un "isdbmero" de un primer compuesto es un compuesto separado en el que cada molécula contiene los mismos
atomos constituyentes que el primer compuesto, pero donde la configuracion de esos atomos en tres dimensiones
difiere.

Como se usa en el presente documento, el término "paciente” o "sujeto” se refiere a un organismo mamifero vivo,
como un ser humano, mono, vaca, oveja, cabra, perro, gato, raton, rata, conejillo de indias o especies transgénicas
del mismo. En ciertas realizaciones, el paciente o sujeto es un primate. Ejemplos no limitantes de sujetos humanos
son adultos, jovenes, nifios y fetos.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" significa lo que es Uutil en la preparacion de una composicion
farmacéutica que es generalmente segura, no tdxica y no es biolégica ni de otro modo indeseable e incluye lo que es
aceptable para uso veterinario asi como para uso farmacéutico humano.

"Sales farmacéuticamente aceptables" significa sales de compuestos de la presente invencién que son
farmacéuticamente aceptables, como se definid anteriormente, y que poseen la actividad farmacolégica deseada.
Dichas sales incluyen sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o con acidos organicos tales como acido 1, 2-
etanodisulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido 3-fenilpropiénico, 4,4'-
metilenbis(acido 3-hidroxi-2-en-1-carboxilico), acido 4-metilbiciclo[2.2.2]oct-2-eno-1-carboxilico, acido acético, acidos
mono Yy dicarboxilicos alifaticos, acidos sulfuricos alifaticos, acidos sulfdricos aromaticos, acido bencenosulfénico,
acido benzoico, acido canforsulfénico, acido carbénico, acido cinamico, acido citrico, acido ciclopentanopropiénico,
acido etanosulfénico, acido fumarico, acido glucoheptoénico, acido glucénico, acido glutamico, acido glicolico, acido
heptanoico, acido hexanoico, acido hidroxinaftoico, acido lactico, acido laurilsulfurico, acido maleico, acido malico,
acido maldénico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucoénico, acido o-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido
oxalico, acido p-clorobencenosulfénico, acidos alcanoico sustituidos con fenilo, acido propiénico, acido p-
toluenosulfénico, acido piravico, acido salicilico, acido estearico, acido succinico, acido tartarico, acido butilacético
terciario, acido trimetilacético. Las sales farmacéuticamente aceptables también incluyen sales de adicion de bases
que pueden formarse cuando los protones acidos presentes y son capaces de reaccionar con bases inorganicas u
organicas. Las bases inorganicas aceptables incluyen hidréxido de sodio, carbonato de sodio, hidréxido de potasio,
hidroxido de aluminio e hidroxido de calcio. Las bases organicas aceptables incluyen etanolamina, dietanolamina,
trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina. Debe reconocerse que el anion o catién particular que forma parte
de cualquier sal de esta invencién no es critico, siempre que la sal, en su conjunto, sea farmacolégicamente
aceptable. Se presentan otros ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables y sus métodos de preparacion y uso
en el Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, and Use (P. H. Stahl y C. G. Wermuth eds., Verlag Helvetica
Chimica Acta, 2002) [1].

Como se usa en el presente documento, "predominantemente un enantiomero” significa que un compuesto contiene
al menos aproximadamente el 85% de un enantidmero, o mas preferiblemente al menos aproximadamente el 90%
de un enantiémero, o incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente el 95% de un enantidmero, o lo mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 99% de un enantidmero. De manera similar, la frase "sustancialmente
libre de otros isémeros oOpticos" significa que la composicién contiene como maximo aproximadamente 15% de otro
enantiomero o diastereébmero, mas preferiblemente como maximo aproximadamente 10% de otro enantidmero o
diasteredmero, incluso mas preferiblemente como maximo aproximadamente 5% de otro enantidmero o
diasteredmero, y lo mas preferiblemente como maximo aproximadamente 1% de otro enantidmero o diastereémero.
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La "prevencion" o "prevenir" incluye: (1) inhibir la aparicién de una enfermedad en un sujeto o paciente que puede
estar en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad pero que aun no experimenta o muestra alguna o todas las
patologias o sintomas de la enfermedad, y/o (2) ralentizar el inicio de la patologia o sintomatologia de una
enfermedad en un sujeto o paciente que puede estar en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad pero que aun no
experimenta o muestra algunas o todas las patologias o sintomatologias de la enfermedad.

Un "estereoisémero” o "isémero o6ptico” es un isémero de un compuesto dado en el que los mismos atomos estan
unidos a los mismos otros atomos, pero en el que difiere la configuracion de esos atomos en tres dimensiones. Los
"enantiomeros" son estereoisdmeros de un compuesto dado que son imagenes especulares entre si, como las
manos izquierda y derecha. Los "diasteredmeros" son estereoisdomeros de un compuesto dado que no son
enantiomeros.

Los enantiémeros son compuestos que individualmente tienen propiedades que se dice que tienen "actividad 6ptica"
y consisten en moléculas con al menos un centro quiral, casi siempre un atomo de carbono. Si un compuesto
particular es dextrorrotario, su enantiomero sera levorrotario, y viceversa. De hecho, los enantiomeros rotaran la luz
polarizada el mismo nimero de grados, pero en direcciones opuestas. "Dextrorotacion” y "levorotacion" (también
deletreada laevorotacion) se refieren, respectivamente, a las propiedades de la luz polarizada del plano rotatorio en
sentido horario (para la dextrorotacion) o en sentido antihorario (para la levorotacién). Un compuesto con
dextrorotacion se llama "dextrorotario”, mientras que un compuesto con levorotacién se llama "levorotario”. Una
medida estandar del grado en que un compuesto es dextrorotario o levorotario es la cantidad llamada "rotacion
especifica" "[a]". Los compuestos dextrorotarios tienen una rotacion especifica positiva, mientras que los
compuestos levorotarios la tienen negativa. Se dice que dos enantidmeros tienen rotaciones especificas iguales y
opuestas. Los compuestos dextrorotarios llevan el prefijo "(+)-" o "d-". Del mismo modo, un compuesto levorotario
suele tener el prefijo "(-)-" o "I-". Estos prefijos "d-" y "I-" no deben confundirse con los prefijos "D-" y "L-" en funcién
de la configuracion real de cada enantiomero, siendo considerada la forma D la version sintetizada a partir del
compuesto (+) natural. Una mezcla de enantiomeros de los compuestos tiene el prefijo "()-". Una mezcla igual de
enantiomeros de los compuestos se considera "6pticamente inactiva".

La invencion contempla que para cualquier estereocentro o eje de quiralidad para el cual no se ha definido la
estereoquimica, ese estereocentro o eje de quiralidad puede estar presente en su forma R, forma S, o como una
mezcla de las formas R y S, incluidas las formas mezclas racémicas y no racémicas.

La presente invencién contempla las composiciones descritas anteriormente en "cantidades terapéuticamente
eficaces" o "cantidades farmacéuticamente eficaces", lo que significa aquella cantidad que, cuando se administra a
un sujeto o paciente para tratar una enfermedad, es suficiente para llevar a cabo dicho tratamiento en dicha
enfermedad, o para mejorar o reducir uno o mas sintomas de una enfermedad o afecciéon (p. ej., reducir el
engrosamiento dérmico).

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento" no se limitan al caso en el que el sujeto
(por ejemplo, un paciente) se cura y la enfermedad se erradica. Mas bien, la presente invencion también contempla
un tratamiento que simplemente reduce los sintomas, mejora (hasta cierto punto) y/o retrasa la progresion de la
enfermedad. No se pretende que la presente invencion se limite a casos en los que se cura una enfermedad o
afeccion. Es suficiente que se reduzcan los sintomas. En una realizacion especifica, la expresion
"farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o
mencionado en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales
y, mas particularmente, en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o
vehiculo con el que se administra el compuesto activo. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, como
agua y aceites, incluidos los del petroleo, origen animal, vegetal o sintético, como aceite de mani, aceite de soja,
aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los vehiculos farmacéuticos pueden ser una solucién salina, goma
arabiga, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina, silice coloidal, urea. Ademas, se pueden usar agentes
auxiliares, estabilizantes, espesantes, lubricantes y colorantes. Cuando se administra a un sujeto, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables son preferiblemente estériles. El agua puede ser un vehiculo cuando el compuesto
activo se administra por via intravenosa. También pueden emplearse soluciones salinas y soluciones acuosas de
dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los vehiculos
farmacéuticos adecuados también incluyen excipientes tales como almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina,
malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche
descremada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol. Las presentes composiciones, si se desea, también
pueden contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponantes del pH.

Los azucares farmacéuticamente aceptables incluyen, entre otros, sacarosa, dextrosa, maltosa, galactosa, ramnosa
y lactosa. Los alcoholes de azucar farmacéuticamente aceptables incluyen, entre otros, manitol, xilitol y sorbitol.

Descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra la formula para los derivados del acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico.

La Figura 2 muestra un esquema sintético para derivados de acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2753 639 T3

La Figura 3 muestra varios derivados del acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico.

Figura 4. El acido ajulémico (AjA) previene la fibrosis dérmica inducida por bleomicina (BLM). (A) ElI engrosamiento
dérmico, la hipertrofia epidérmica, la atrofia de la grasa subcutanea y la infiliracion de leucocitos en las capas
dérmicas profundas y los espacios perivasculares se observaron en la piel lesionada de ratones expuestos a BLM.
El tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia) conservé la arquitectura dérmica y las capas de grasa subcutanea, y redujo
notablemente la infiltracién de leucocitos. Tincion con hematoxilina y eosina. Aumento original x10. (B) Histogramas
que muestran el grosor dérmico de la piel lesionada. Después de 21 dias de tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia), el
grosor dérmico fue igual al del grupo control. (C) Histogramas que muestran el contenido de hidroxiprolina de la piel
danada. Después de 21 dias de tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia), el grosor dérmico fue igual al del grupo de
control. (D) Histogramas que muestran una reduccion significativa en el numero de células fibroblasticas con forma
de huso positivas para a-actina de musculo liso a (a-SMA) por campo microscoépico alto después del tratamiento con
AjA. Cada grupo de tratamiento, n = 8. Todos los valores son medias + DE. El andlisis de varianza se utilizé para
comparar medias multiples, seguido de la prueba post hoc de Student-Newman Keuls para comparaciones multiples.

La Figura 5 muestra los efectos antifibréticos del acido ajulémico (AjA) en ratones AATGFbRI. (A) La fibrosis dérmica
en ratones AdTGFDbRI tratados con AjA (1 mg/kg/dia) se redujo en comparacion con los ratones control. Tincion con
hematoxilina y eosina. Aumento original x10. (B) Histogramas que muestran una reduccion significativa en el
espesor dérmico de la piel dafiada con AdTGFbRI después del tratamiento con AjA. (C) El contenido de
hidroxiprolina de la piel dafiada con AdTGFbRI se redujo después del tratamiento con AjA. (D) Histogramas que
muestran una reduccion significativa en las células fibroblasticas positivas para la actina del musculo liso a (a-SMA)
por campo microscopico alto después del tratamiento con AjA de ratones AATGFbRI. Cada grupo de tratamiento, n =
8. Todos los valores son medias + DE. El analisis de varianza se utiliz6 para comparar medias multiples, seguido de
la prueba post hoc de Student-Newman Keuls para comparaciones multiples.

La Figura 6 muestra que el acido ajulémico (AjA) inhibe la progresion de la fibrosis dérmica en un modelo modificado
de fibrosis inducida por bleomicina (BLM) de 6 semanas. (A) El tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia) evité una mayor
acumulacién de matriz, pero no indujo la regresion de la fibrosis preexistente. Tincion con hematoxilina y eosina.
Aumento original x10. (B) El tratamiento con AjA redujo el espesor dérmico de la piel dafiada durante las ultimas 3
semanas. (C) Histogramas que muestran el contenido de hidroxiprolina de la piel dafiada. El tratamiento con AjA
interrumpié la deposicién de colageno durante las ultimas 3 semanas, sin regresion de la acumulacién de matriz
extracelular preexistente. (D) Histogramas que muestran una reduccion significativa en el numero de células
fibroblasticas en forma de huso positivas para actina del musculo liso a (a-SMA) por campo microscopico alto
después del tratamiento con AjA. Cada grupo de tratamiento, n = 8. Todos los valores son medias + DE. El analisis
de la varianza se utilizé para comparar medias multiples, seguido de la prueba post hoc de Student-Newman Keuls
para comparaciones multiples.

La Figura 7. El acido ajulémico (AjA) disminuye la neosintesis de colageno en fibroblastos de esclerosis sistémica
cutanea difusa (dcSSc) de una manera dependiente de la dosis. El tratamiento con AjA (0,1, 1, 5y 10 uM) indujo una
reduccion dependiente de la dosis de los niveles propéptidicos de procolageno tipo | (PIP) en el sobrenadante de los
fibroblastos SSc. Los resultados son la media + DE cinco experimentos independientes. * p <0,001 frente a no
tratado.

La Figura 8 muestra que los efectos antifibréticos del acido ajulémico (AjA) estan mediados por el receptor y
activado por proliferador de peroxisomas (PPAR-y). (A) El efecto inhibidor de AjA sobre la producciéon propéptidica
de procolageno tipo | (PIP) se revirti6 por completo mediante la preincubacion de las células con el antagonista
irreversible de PPAR-y GW9662 a 10 uM. Los resultados son la media £ DE de cinco experimentos independientes.
*p <0,001 frente a no tratado. (B) AJA mejord la produccion de 15d-PGJ2 en los fibroblastos de una esclerosis
sistémica (SSc). Se encontraron cantidades mas pequefias del ligando natural de PPAR-y, 15d-PGJ2, en el
sobrenadante de fibroblastos de SSc cutaneo difuso (dcSSc) en comparacion con las cantidades de controles sanos.
Después del tratamiento con AjA, los niveles de sobrenadante de 15d-PGJ2 aumentaron significativamente de una
manera dependiente de la dosis. Los resultados son la media £+ DE de cinco experimentos independientes. #p
<0,001 frente a fibroblastos sanos; *p <0,001 frente a no tratado. (C) AjA aumento la expresion de PPAR-y en
fibroblastos dcSSc. dcSSc y fibroblastos sanos fueron tratados con AjA a concentraciones crecientes (0,1, 1, 5y 10
UM). A las 24 h después del tratamiento, se lisaron las células y se analizaron los niveles de proteina PPAR-y
mediante transferencia Western (a) y densitometria (b). Se observaron niveles mas bajos de PPAR-y en los
fibroblastos dcSSc que en los controles sanos. Después del tratamiento con AjA (5 uM y 10 pM), la expresion de la
proteina PPAR-y aumenté significativamente. Los resultados son la media + DE de tres experimentos
independientes. #p <0,001 frente a fibroblastos sanos; * p <0,001 frente a no tratado.

La Figura 9 muestra histogramas que muestran el contenido de hidroxiprolina de la piel dafiada. Después de 21 dias
de tratamiento con AJA (1 mg/kg/dia), el contenido de colageno medido por hidroxiprolina fue igual al grupo control.
(media + DE) *p <0,001, ANOVA.

La Figura 10 muestra la activacion de fibroblastos inhibida por AjA inducida por bleomicina. (A) La
inmunohistoquimica muestra una fuerte regulacion negativa de las células alfa-SMA positivas después del
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tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia). Aumento original 10x. (B) células fibroblasticas en forma de huso alfa-SMA
positivas por campo microscopico alto. (media + DE) *p <0,001. ANOVA.

La Figura 11 muestra la sintesis de colageno inhibida por AjA en fibroblastos SSc a través de PPAR-y. El tratamiento
con AJjA (0,1, 1, 5 y 10 yM) indujo una reduccion dependiente de la dosis de los niveles de PIP en el sobrenadante
de los fibroblastos SSc. El efecto inhibidor de AjA sobre la produccion de PIP se revirtio por completo mediante la
incubacion previa de las células con el antagonista irreversible PPW-y GW9662 a 10 uM. (mediaiDE) *p <0,001;
ANOVA.

La Figura 12 muestra que AJA regula negativamente la liberacién de TGF-beta en fibroblastos SSc. (A) El
tratamiento con AjA (5 y 10 microM) dio como resultado una reduccion significativa de TGF-beta en el sobrenadante.
(B) El maximo de inhibicion de TGF-beta se observd después de 2 horas de tratamiento con AjA (10 microM) y
permanecioé significativamente regulado a la baja hasta 24 horas. *p <0,001 frente a fibroblastos de control; *p
<0,001 frente no tratado; ANOVA.

La Figura 13 muestra la histologia del dia 21 del pulmdn de control (vehiculo), bleomicina y bleomicina + acido
ajulémico (5 mg/kg qd x 2 Id). En el grupo BLM, la histologia revel6 una fuerte inflamacion con areas fibroéticas
parenquimatosas difusas. Después del tratamiento con AjA, se redujo la infiltracidon parenquimatosa de leucocitos
(mas evidente en el grupo AjA 5 mg/kg) y se inhibié significativamente la fibrosis.

La Figura 14 muestra el contenido del dia 21 de hidroxiprolina en los pulmones de control, bleomicina y bleomicina +
1 mg/kg y 5 mg/kg de acido ajulémico administrados cada dia x 21 dias.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicién que comprende acido ajulémico para su uso en el tratamiento de
la fibrosis pulmonar en sujetos de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. Las referencias relacionadas con los
derivados de tetrahidrocannabinol distintos del acido ajulémico y las referencias relacionadas con el tratamiento de
enfermedades distintas de la fibrosis pulmonar se proporcionan Unicamente con fines informativos. Cualquier
referencia en la descripcion a los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones
farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapias.

1. Derivados de THC

El tetrahidrocannabinol (THC) es el principal componente psicoactivo de la marihuana. Ademas de los efectos que
alteran el estado de animo, se ha mostrado que el THC exhibe otras actividades, algunas de las cuales pueden tener
valores terapéuticos, incluidas ciertas propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antieméticas. El valor terapéutico
potencial del THC ha llevado a la busqueda de compuestos relacionados que mientras minimizan los efectos
psicoactivos conservan las actividades de su potencial valor medicinal.

Por ejemplo, el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico, también conocido
como acido ajulémico, (nombre IUPAC de acido (6aR,10aR)-3-(1,1-dimetilheptil)-6a,7,10,10a-tetrahidro-1-hidroxi-
6,6-dimetil-6H-dibenzo(b,d)piran-9-carboxilico), es un agente potencial para el tratamiento del dolor y la inflamacion,
ya sea solo o en combinacion con otros agentes. Este compuesto es un agonista mixto de CB1 y CB2, que ha
demostrado cierta evidencia clinica respecto a su eficacia y seguridad en voluntarios sanos normales y pacientes
con dolor neuropatico refractario y traumatico. El conocimiento actual de la investigacion de los cannabinoides en el
dolor y la inflamacién sugiere que los receptores CB1 y CB2 desempeiian un papel importante en el inicio y el
mantenimiento de la sefializaciéon post-sinaptica y los mecanismos inmunes relacionados con la nocicepcion, la
sensibilizacion, la transmision de la sefial del dolor y el procesamiento del dolor. El acido (6aR,10aR)-4-(1,1-
dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico tiene una alta afinidad por los receptores CB1 y CB2.

2. Enfermedad fibrética

La fibrosis es la acumulacién anormal de tejido fibroso que puede aparecer como parte del proceso de curacion de
heridas en los tejidos dafiados. Los ejemplos de la fibrosis incluyen fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar (por ejemplo,
silicosis, asbestosis, fibrosis pulmonar idiopatica), fibrosis oral, fibrosis endomiocardica, fibrosis retroperitoneal,
fibrosis deltoidea, fibrosis renal (incluida la nefropatia diabética) y glomeruloesclerosis. La fibrosis hepatica, por
ejemplo, aparece como parte de la respuesta de curacion de heridas en las lesiones hepaticas cronicas. La fibrosis
puede aparecer como una complicacion de la hemocromatosis, la enfermedad de Wilson, el alcoholismo, la
esquistosomiasis, la hepatitis viral, la obstruccion de las vias biliares, la exposicion a toxinas y los trastornos
metabolicos. Se cree que la formacion de tejido fibrético representa un intento por parte del cuerpo de encapsular el
tejido lesionado. La fibrosis hepatica se caracteriza por una acumulacién de matriz extracelular que se puede
distinguir cualitativamente de la del higado normal. Si no se controla, la fibrosis hepatica progresa hasta la cirrosis
(definida por la presencia de noddulos encapsulados), la insuficiencia hepatica y la muerte. La fibrosis
endomiocardica es un trastorno idiopatico que se caracteriza por el desarrollo de miocardiopatias restrictivas. En la
fibrosis endomiocardica, el proceso subyacente produce fibrosis parcheada de la superficie endocardica del corazon,
lo que conduce a una distensibilidad reducida y, en ultima instancia, a una fisiologia restrictiva a medida que la
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superficie endomiocardica se involucra de manera mas general. La fibrosis endocardica implica principalmente los
tractos de entrada de los ventriculos derecho e izquierdo y puede afectar las valvulas auriculoventriculares, lo que
conduce a la insuficiencia tricispide y mitral. La fibrosis submucosa oral es una enfermedad crénica y debilitante de
la cavidad oral caracterizada por inflamacion y fibrosis progresiva de los tejidos submucosos (lamina propia y tejidos
conectivos mas profundos). Da como resultado una marcada rigidez y una eventual incapacidad para abrir la boca.
La mucosa bucal es el sitio mas cominmente involucrado, pero cualquier parte de la cavidad oral puede estar
involucrada, incluso la faringe. La fibrosis retroperitoneal se caracteriza por el desarrollo de fibrosis extensa en todo
el retroperitoneo, tipicamente centrada sobre la superficie anterior de la cuarta y quinta vértebra lumbar. Esta fibrosis
conduce al atrapamiento y la obstruccion de las estructuras retroperitoneales, especialmente los uréteres. En la
mayoria de los casos, la etiologia es desconocida.

La esclerodermia es una enfermedad fibrotica que afecta aproximadamente a 19 casos por 1 millén de personas. La
causa de la esclerodermia es desconocida. Se cree que las anormalidades implican autoinmunidad y alteracion de la
funcién de las células endoteliales y los fibroblastos. De hecho, la esclerosis sistémica es probablemente la mas
grave de las enfermedades autoinmunes con un 50% de mortalidad en los 5 afios posteriores al diagnodstico.

La esclerodermia es una enfermedad del tejido conectivo caracterizada por la fibrosis de la piel y los érganos
internos, que conduce a una insuficiencia organica y a la muerte. La esclerodermia tiene un espectro de
manifestaciones y una variedad de implicaciones terapéuticas. Comprende esclerodermia localizada, esclerosis
sistémica, trastornos similares a la esclerodermia y esclerodermia sinusoidal.

Mientras que la esclerodermia localizada es una enfermedad dermatoldgica rara asociada con la fibrosis y con
manifestaciones limitadas a la piel, la esclerosis sistémica es una enfermedad multisistémica con un cierto riesgo
variable de afectacion de los érganos internos y una cierta variacion en el grado de la enfermedad cutanea. La
esclerosis sistémica puede ser difusa o limitada. La esclerosis sistémica limitada también se llama CREST
(calcinosis, disfuncion esofagica de Raynaud, esclerodactilia, telangiectasias). La esclerosis sistémica comprende:
enfermedad pulmonar de esclerodermia, crisis renal de esclerodermia, manifestaciones cardiacas, debilidad
muscular que incluye fatiga o CREST limitado, dismotilidad y espasmos gastrointestinales, y anormalidades en el
sistema nervioso central, periférico y auténomo. Se cree que los trastornos similares a la esclerodermia estan
relacionados con la exposicién a entornos industriales. En la enfermedad sinusoidal se encuentran implicaciones de
los 6rganos internos sin que se produzcan cambios en la piel.

Los principales sintomas o manifestaciones de la esclerodermia y, en particular, de la esclerosis sistémica son la
sintesis y el depdsito de un exceso de colageno inapropiado, disfuncién endotelial, espasmos, colapsos y
obliteracion por fibrosis. En términos diagnésticos, un parametro clinico importante es el engrosamiento de la piel
proximal a las articulaciones metacarpofalangicas. El fendmeno de Raynaud es un componente frecuente y casi
universal de la esclerodermia. Se diagnostica por cambios de color de la piel tras la exposicion al frio. La isquemia y
el engrosamiento de la piel son sintomas de la enfermedad de Raynaud.

Varios procesos biolodgicos subyacentes estan implicados en el inicio, la gravedad y la progresion de la enfermedad
e incluyen disfuncion vascular, activacion y dafo de las células endoteliales, acumulacion de leucocitos, produccion
de autoanticuerpos y, lo que es mas importante, una respuesta fibrética incontrolada que puede conducir a la
muerte. Los fibroblastos tienen un papel fundamental en la patogénesis de esta enfermedad. Los fibroblastos
primarios obtenidos de pacientes con esclerodermia exhiben muchas de las propiedades caracteristicas de la
enfermedad observadas in vivo, especialmente el aumento de la sintesis y deposicion de la matriz extracelular, en
particular de colageno vy fibronectina, y la produccion de citocinas y factores del crecimiento alterado, como TGF-
beta y CTGF ("Increased collagen synthesis by scleroderma skin fibroblasts in vitro" J. Clin. Invest. 54, pag. 880-89
LeRoy (1974)) [2].

No hay ningun tratamiento que cure la esclerodermia. Terapias innovadoras, aunque de alto riesgo, han propuesto el
trasplante autélogo de células madre. En particular, actualmente no hay tratamientos para la esclerodermia que
afecta al proceso fibrético. La identificacion de los genes asociados con el riesgo de la enfermedad y la progresion
de la esclerodermia puede conducir al desarrollo de estrategias eficaces para la intervencion en diversas etapas de
la enfermedad. Aunque actualmente no existe ninguna cura para la esclerodermia, actualmente se utilizan varios
agentes o tratamientos para tratar los sintomas de la esclerodermia.

Se describe en este documento que los compuestos que tienen la férmula:
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R?

Férmula (1)

en donde R' es hidrogeno, COCH; o COCH,CH3; R? es un grupo alquilo C5-C12 ramificado que puede tener
opcionalmente un anillo aromatico terminal, u opcionalmente un grupo alquilo OCHCH3(CHz)m ramificado que puede
tener un anillo aromatico terminal, en donde m comprende de 0 a 7; R® es hidrogeno, un grupo alquilo C1-8 o un
grupo alcanol C1-8; e Y es nulo o un grupo puente de NH u oxigeno, siempre que cuando Y sea oxigeno y R? sea un
alquilo C5-C12 ramificado, R® no sea CHCH3;, y se pueden usar sus sales, ésteres o solvatos farmacéuticamente
aceptables para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades fibréticas.

En particular, se describe en este documento que la administracion de acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-
oicos, tal como el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico, también conocido
como el acido ajulémico, es eficaz en el tratamiento de la fibrosis tisular del pulmén y la piel, como se demuestra
utilizando un modelo animal bastante conocido de la esclerodermia.

De acuerdo con la presente descripcion, el acido ajulémico y otros acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos,
0 composiciones que contienen estos compuestos, pueden usarse en el tratamiento y/o la prevencion de diversas
enfermedades fibréticas, incluida la esclerodermia, esclerosis sistémica, trastornos similares a la esclerodermia,
esclerodermia sinusoidal, cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar idiopatica, contractura de
Dupuytren, queloides, enfermedad renal cronica y otras anomalias cicatriciales/cicatrizantes, adherencias
postoperatorias y fibrosis reactiva.

Se pueden usar diversas formas de dosificacion del acido ajulémico y otros acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-
11-oicos en los métodos de la presente invencion para prevenir y/o tratar afecciones fibroticas. En ciertas
realizaciones, la forma de dosificacion es una forma de dosificacién oral tal como un comprimido o una capsula o
comprimido con cubierta entérica o capsula de liberacion osmoética o una combinacion Unica de excipientes
formulados de tal manera que entreguen en un periodo de 24 horas no mas de 240 mg y no menos de 5 mg de
acido ajulémico u otros acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos, mas preferiblemente no mas de 180 mg y
no menos de 15 mg (por ejemplo, de aproximadamente 120 mg a aproximadamente 30 mg). En otras realizaciones,
la forma de dosificacion es un parche tépico, gel, pomada, crema, aerosol o formulacion inhalada.

En oftras realizaciones, la forma de dosificacion incluye un agente adicional o se proporciona junto con una segunda
forma de dosificacion, que incluye el agente adicional. Los agentes adicionales ejemplares incluyen un agente
analgésico tal como un AINE u opiaceo, o un agente antiinflamatorio. En otras realizaciones, la forma de dosificacion
comprende una capsula en la que la capsula contiene una mezcla de materiales para proporcionar una formulacién
de liberacion sostenida deseada.

En otras realizaciones, la forma de dosificacion comprende un comprimido recubierto con un recubrimiento
semipermeable. En ciertas realizaciones, el comprimido comprende dos capas, una capa que contiene acido
ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico y una segunda capa denominada capa de "empuje".
El recubrimiento semipermeable se usa para permitir que un fluido (por ejemplo, agua) entre en el comprimido y
erosione una capa o capas. En ciertas realizaciones, esta forma de dosificacion de liberaciéon sostenida comprende
ademas un orificio laser perforado en el centro del comprimido recubierto. La capa que contiene acido ajulémico u
otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico comprende &acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-
tetrahidrocannabinol-11-oico, un agente desintegrante, un agente que potencia la viscosidad, un agente aglutinante
y un agente osmoético. La capa de empuje comprende un agente desintegrante, un agente aglutinante, un agente
osmotico y un agente que potencia la viscosidad.

En otro aspecto, la invencidon presenta una forma de dosificacion del acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-
tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico que es una forma de
dosificacion de liberacion controlada, que proporciona una liberacion controlada del acido (6aR,10aR)-4-(1,1-
dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico o el otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico.

En otras realizaciones, la forma de dosificacién comprende un comprimido que comprende una matriz biocompatible
y acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico. La forma de dosificacion de liberacion
sostenida también puede comprender una capsula de cubierta dura que contiene microesferas biopoliméricas que
contienen el agente terapéuticamente activo. La matriz biocompatible y las microesferas biopoliméricas contienen
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poros para liberar y administrar el farmaco. Estos poros se forman mezclando la matriz biocompatible de la
microesfera de biopolimero con un agente formador de poros. Cada matriz biocompatible o microesfera de
biopolimero esta compuesta de un polimero biocompatible o una mezcla de polimeros biocompatibles. La matriz y
las microesferas pueden formarse disolviendo el polimero biocompatible y el agente activo (compuesto descrito en
este documento) en un disolvente y agregando un agente formador de poros (por ejemplo, una sal volatil). La
evaporacion del disolvente y el agente formador de poros proporciona una matriz o microesfera que contiene el
compuesto activo. En otras realizaciones, la forma de dosificacion de liberaciéon sostenida comprende un
comprimido, en la que el comprimido contiene acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-ll-oico y
uno o mas polimeros y en donde el comprimido se puede preparar comprimiendo el acido ajulémico u otro acido
(3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico y uno o mas polimeros. En algunas realizaciones, el polimero o los
polimeros pueden comprender un polimero higroscopico formulado con acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-
tetrahidrocannabinol-11-oico. Tras la exposicién a la humedad, el comprimido se disuelve y se hincha. Esta
hinchazén permite que la forma de dosificacion de liberacion sostenida permanezca en el tracto gastrointestinal
superior. La velocidad de hinchamiento de la mezcla de polimeros se puede variar usando diferentes grados de
poli(éxido de etileno).

En otras realizaciones, la forma de dosificacion de liberacidon sostenida comprende una capsula que contiene
ademas nucleos de particulas recubiertos con una suspension de agente activo y un agente aglutinante que
posteriormente se recubre con un polimero. El polimero puede ser un polimero que controle la velocidad. En
general, la velocidad de administracion del polimero que controla la velocidad esta determinada por la velocidad a la
que se disuelve el agente activo.

Como se sefialé anteriormente, los solicitantes han descubierto que la administracion de acidos (3R,4R)-A8-
tetrahidrocannabinol-11-oicos, tales como el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidrocannabinol-9-
carboxilico, también conocido como acido ajulémico, puede usarse para tratar o prevenir enfermedades fibroticas en
sujetos.

A. Sintesis de acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos

En una realizacion, los acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos, tales como el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-
dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico se sintetizan de acuerdo con el esquema de la Figura 2.

B. Formulaciones de dosificaciones unitarias

Se pueden administrar varias formas de dosificacion del acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-
tetrahidrocannabinol-9-carboxilico y otros acidos (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oicos a sujetos para el
tratamiento y/o la prevencion de enfermedades fibréticas en sujetos. Las formas de dosificacion ejemplares incluyen
formas de dosificacién oral (por ejemplo, un comprimido o capsula), formas de dosificacion topicas tales como un
parche tdpico, geles y ungientos, y formas de dosificacion inhaladas tales como inhaladores, nebulizadores,
aerosoles y pulverizadores.

En ciertas realizaciones, el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico u otro acido
(3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico se formula en una forma de dosificacién en la que una sola dosis consiste
en aproximadamente 5 mg a aproximadamente 120 mg una vez al dia o de aproximadamente 2 mg a
aproximadamente 40 mg hasta 3 veces al dia.

En ofras realizaciones, el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico u otro acido
(3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico se formula en una forma de dosificacién en la que una sola dosis consiste
en aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,8 mg/kg por peso del sujeto. En otras realizaciones, la forma de
dosificacion se administra hasta 3 veces al dia y de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 2,4 mg/kg por peso
del sujeto una vez al dia.

C. Formulaciones

En algunas realizaciones, uno o mas de los agentes terapéuticos que se pueden usar en los métodos de la presente
invencion para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas se formulan con un vehiculo, portador o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. La expresion "vehiculo, portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere
a un vehiculo, portador o adyuvante que puede administrarse a un paciente, junto con un compuesto que puede
usarse en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas, y que no destruye
la actividad farmacolégica del mismo y no es téxico cuando se administra en dosis suficientes para administrar una
cantidad terapéutica del compuesto.

Los vehiculos, adyuvantes y portadores farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en las formas de
dosificacion de esta invencion incluyen, entre otros, intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio,
lecitina, sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes (SEDDS) tales como d-E-tocoferol
polietilenglicol 1000 succinato; tensioactivos usados en formas farmacéuticas de dosificacion tales como Tweens u
otras matrices poliméricas de administracion similares; proteinas séricas tales como albimina sérica humana;
sustancias tampon tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de
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acidos grasos vegetales saturados, agua, sales; o electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrogeno fosfato
disédico, hidrogeno fosfato potasico, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio,
polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilatos, ceras,
polimeros de bloque de polietilenglicol-polietilenpolioxipropileno y grasa de lana. También pueden usarse
ciclodextrinas, tales como las alfa, beta y y-ciclodextrinas, o sus derivados modificados quimicamente como las
hidroxialquil ciclodextrinas, incluidas las 2- y 3-hidroxipropil-beta ciclodextrinas, u otros derivados solubilizados
ventajosamente para mejorar la administracion de los compuestos de las férmulas descritas en este documento que
pueden usarse en los métodos de la presente invencion para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas. Se pueden
encontrar otras excepciones adecuadas en Handbook of Pharmaceutical Excipients, R. C. Rowe, et al.,
Pharmaceutical Press, 2009. En ciertas realizaciones, las formulaciones de dosificacion unitaria se combinan para la
liberacién inmediata, aunque también se describen formulaciones de dosificaciéon unitaria para la liberacion
retardada o prolongada de uno o ambos agentes.

En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos que pueden usarse en los métodos descritos en este documento
para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas se formulan en una uUnica dosis unitaria de modo que los agentes se
liberen de la dosificacion en diferentes momentos.

En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando se administran uno o mas de los agentes terapéuticos una o dos
veces al dia, el agente se formula para proporcionar una liberacién prolongada. Por ejemplo, el agente esta
formulado con un recubrimiento entérico. En una realizacién alternativa, el agente se formula usando un sistema de
administracion de liberacion controlada bifasico, proporcionando asi un tiempo prolongado de residencia gastrica.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sistema de administracion incluye (1) una fase particulada solida interna
formada de granulos sustancialmente uniformes que contienen un producto farmacéutico que tiene una alta
solubilidad en agua, y uno o mas polimeros hidréfilos, uno o mas polimeros hidréfobos y/o uno o mas materiales
hidréfobos, tales como una o mas ceras, alcoholes grasos y/o ésteres de acidos grasos, y (2) una fase continua
soélida externa en la que los granulos anteriores de la fase particulada soélida interna estan embebidos y dispersados
por toda la fase continua sdlida externa, incluyendo uno o mas polimeros hidréfobos, uno o mas polimeros
hidréfobos y/o uno o mas materiales hidréfobos, tales como una o mas ceras, alcoholes grasos y/o ésteres de acidos
grasos, que pueden comprimirse en comprimidos o rellenarse en capsulas. En algunas realizaciones, el agente se
incorpora en matrices poliméricas compuestas de polimeros hidréfilos que se hinchan tras la imbibicién de agua a un
tamafio que es lo suficientemente grande como para promover la retencion de la forma de dosificacion en el
estomago durante el modo alimentado.

En algunas realizaciones, el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico esta
formulado como una combinacion de formas de liberacion controlada y de accion rapida.

En algunas realizaciones, el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidrocannabinol-9-carboxilico se formula
con una unica propiedad de liberacion. Por ejemplo, no esta presente en una forma de liberacién modificada, por
ejemplo, una forma de liberacién controlada.

Las composiciones descritas en el presente documento que pueden usarse en los métodos descritos en este
documento para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas pueden tomarse justo antes o con cada una de las tres
comidas, cada una de las dos comidas principales o una comida. En otras realizaciones, una composicion descrita
en el presente documento puede administrarse una vez al dia o dos veces al dia y no necesita administrarse justo
antes de una comida o junto con ésta.

Las formas de dosificacion de esta invencién que pueden usarse en los métodos descritos en este documento para
prevenir y/o tratar afecciones fibréticas pueden administrarse por via oral, parental, mediante aerosoles de
inhalacion, por via topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depdsito implantado, preferiblemente por
administracion oral o administracion por inyeccion. Las composiciones farmacéuticas de esta invencion que pueden
usarse en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas pueden contener
cualquier vehiculo, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable no téxico convencional. En algunos casos, el
pH de la formulacion puede ajustarse con acidos, bases o tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la
estabilidad del compuesto formulado o su forma de administraciéon. El término parenteral, como se usa en el
presente documento, incluye técnicas de inyeccion o infusidon subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional e intracraneal.

Las formas de dosificacion que pueden usarse en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar
afecciones fibréticas pueden estar en forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, como una
suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension puede formularse de acuerdo con técnicas
conocidas en la técnica usando agentes dispersantes o humectantes adecuados (tales como, por ejemplo, Tween
80) y agentes de suspensién. La preparacion inyectable estéril también puede ser una soluciéon o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no tdxico, por ejemplo, como una solucion
en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden emplearse estan el manitol, el agua, la
solucion de Ringer y la solucién isoténica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean
convencionalmente como disolventes o medios de suspension. Para este fin, se puede emplear cualquier aceite fijo
suave, incluyendo mono- o di-glicéridos sintéticos. Los acidos grasos, como, por €j., el acido oleico y sus derivados
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glicéridos, son dutiles en la preparacion de sustancias inyectables, al igual que los aceites naturales
farmacéuticamente aceptables, como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus versiones
polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones de aceite también pueden contener un diluyente o dispersante de
alcohol de cadena larga, o carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se usan cominmente en la
formulacion de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables tales como emulsiones y/o suspensiones.
Otros tensioactivos de uso comun, tales como Tweens o Spans y/u otros agentes emulsionantes similares o
potenciadores de biodisponibilidad que se usan comiUnmente en la fabricacién de formas farmacéuticas solidas,
liguidas u otras formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables, también pueden usarse para fines de
formulacion.

Los agentes descritos en el presente documento que pueden usarse en los métodos descritos en este documento
para prevenir y/o tratar afecciones fibroticas se administran preferiblemente por via oral, por ejemplo, como un
componente en una forma de dosificacion. Las formas de dosificacion pueden contener cualesquiera vehiculos,
adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables no tdxicos convencionales. En algunos casos, el pH de la
formulacion puede ajustarse con acidos, bases o tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la
estabilidad del compuesto formulado o su forma de administracion.

Las formas de dosificacion de esta invencion pueden administrarse por via oral en cualquier forma de dosificacion
aceptable por via oral, incluidas, entre otras, capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones y
soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral, los vehiculos que se usan cominmente incluyen
lactosa y almidén de maiz. También se suelen agregar agentes lubricantes, como el estearato de magnesio. Para la
administracion oral en forma de capsulas, los diluyentes Utiles incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando las
suspensiones y/o emulsiones acuosas se administran por via oral, el ingrediente activo se puede suspender o
disolver en una fase oleosa y se combina con agentes emulsionantes y/o de suspension. Si se desea, se pueden
agregar ciertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o colorantes.

Las formas de dosificacion de esta invencién que pueden usarse en los métodos descritos en este documento para
prevenir y/o tratar afecciones fibréticas también pueden administrarse en forma de supositorios para la
administracion rectal. Estas composiciones pueden prepararse mezclando un compuesto de esta invenciéon que
puede usarse en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibroticas con un
excipiente no irritante adecuado que sea sélido a temperatura ambiente, pero liquido a temperatura rectal y, por lo
tanto, que se derrita en el recto para liberar los componentes activos. Dichos materiales incluyen, entre otros,
manteca de cacao, cera de abejas y polietilenglicoles.

La administraciéon topica de las formas de dosificacion de esta invencién, que se pueden usar en los métodos
descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas, es util cuando el tratamiento deseado
involucra areas u 6rganos facilmente accesibles por aplicacion topica. Para la aplicacién tépica en la piel, la forma de
dosificacion debe formularse con una pomada adecuada que contenga los componentes activos suspendidos o
disueltos en un vehiculo. Los portadores para la administracion topica de los compuestos descritos en este
documento que se pueden usar en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones
fibréticas incluyen, entre otros, aceite mineral, petréleo liquido, petroleo blanco, compuestos de propilenglicol,
polioxietileno y polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Alternativamente, la composiciéon farmacéutica, que se
puede usar en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibroticas, se puede
formular con una locién o crema adecuada que contenga el compuesto activo suspendido o disuelto en un vehiculo
con agentes emulsionantes adecuados. Los vehiculos adecuados incluyen, entre otros, aceite mineral,
monoestearato de sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres de cetilo, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol
bencilico y agua. Las composiciones farmacéuticas de esta invencién que pueden usarse en los métodos descritos
en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas también pueden aplicarse tépicamente al tracto
intestinal inferior mediante formulacién de supositorios rectales o en una formulaciéon adecuada de enemas. También
se incluyen parches transdérmicos tépicos.

Las formas de dosificacion que pueden usarse en los métodos descritos en este documento para prevenir y/o tratar
afecciones fibréticas pueden administrarse mediante aerosoles nasales o por inhalacion. Dichas composiciones se
preparan de acuerdo con técnicas reconocidas en la técnica de la formulacién farmacéutica y se pueden preparar
como soluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la
absorcién para mejorar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes
conocidos en la técnica.

Cuando las formas de dosificacion de esta invencién, que pueden usarse en los métodos de la presente invencién
para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas, comprenden una combinacion de un compuesto de las formulas
descritas en este documento y uno o mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, ambos compuestos y el
agente adicional deben estar presente a niveles de dosificacion de entre aproximadamente 1 y 100%, y mas
preferiblemente entre aproximadamente 5 y 95% de la dosis normalmente administrada en un régimen de
monoterapia. Otros agentes pueden administrarse por separado, como parte de un régimen de dosis multiple, a
partir de los compuestos descritos en este documento. Alternativamente, esos agentes pueden ser parte de una
Unica forma de dosificacion, mezclada junto con los compuestos de esta invencion en una Unica composicion.
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En ciertas realizaciones, la forma de dosificacion que puede usarse en los métodos descritos en este documento
para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas comprende una capsula, en la que la capsula comprende una mezcla de
materiales para proporcionar la liberacion sostenida deseada.

En otras realizaciones, la forma de dosificacion que se puede usar en los métodos descritos en este documento para
prevenir y/o tratar afecciones fibréticas comprende un comprimido recubierto con un recubrimiento semipermeable.
En ciertas realizaciones, el comprimido comprende dos capas, una capa que contiene acido ajulémico u otro acido
(3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico y una segunda capa denominada capa de "empuje". El recubrimiento
semipermeable se usa para permitir que un fluido (por ejemplo, agua) ingrese al comprimido y erosione una capa o
varias capas. En ciertas realizaciones, la forma de dosificacién de liberacién sostenida comprende ademas un
orificio laser perforado en el centro del comprimido recubierto. El acido ajulémico u otra capa que contiene acido
(3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico comprende acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-
11-oico, un agente desintegrante, un agente que mejora la viscosidad, un agente aglutinante y un agente osmético.
La capa de empuje comprende un agente desintegrante, un agente aglutinante, un agente osmético y un agente
potenciador de la viscosidad.

En otras realizaciones, la forma de dosificacion que se puede usar en los métodos descritos en este documento para
prevenir y/o tratar afecciones fibréticas comprende un comprimido que comprende una matriz biocompatible y un
acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico. La forma de dosificacion de liberacion
sostenida también puede comprender una capsula de cubierta dura que contenga microesferas biopoliméricas que
contengan el agente terapéuticamente activo. La matriz biocompatible y las microesferas biopoliméricas contienen
poros para liberar y administrar el farmaco. Estos poros se forman mezclando la matriz biocompatible o la
microesfera biopolimérica con un agente formador de poros. Cada matriz biocompatible de microesferas
biopoliméricas esta compuesta de un polimero biocompatible o una mezcla de polimeros biocompatibles. La matriz y
las microesferas pueden formarse disolviendo el polimero biocompatible y el agente activo (compuesto descrito en
este documento) en un disolvente y agregando un agente formador de poros (por ejemplo, una sal volatil). La
evaporacion del disolvente y el agente formador de poros proporciona una matriz o microesfera que contiene el
compuesto activo.

En otras realizaciones, la forma de dosificacién de liberaciéon sostenida que se puede usar en los métodos descritos
en este documento para prevenir y/o tratar afecciones fibroticas comprende un comprimido, en la que el comprimido
contiene acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico y uno o mas polimeros, y en donde el
comprimido se puede preparar comprimiendo el acido ajulémico u otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-
oico y uno o mas polimeros. En algunas realizaciones, el polimero o los polimeros pueden comprender un polimero
higroscopico formulado con el acido ajulémico u otro agente activo del acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-
oico (es decir, un compuesto descrito en este documento). Tras la exposiciéon a la humedad, el comprimido se
disuelve y se hincha. Esta hinchazén permite que la forma de dosificacion de liberacion sostenida permanezca en el
tracto gastrointestinal superior. La velocidad de hinchamiento de la mezcla de polimeros se puede variar usando
diferentes grados de poli(6xido de etileno).

En otras realizaciones, la forma de dosificacién de liberacién sostenida, que se puede usar en los métodos de la
presente invencion para prevenir y/o tratar afecciones fibréticas, comprende una capsula que integra ademas
nucleos de particulas recubiertos con una suspension de agente activo y un agente aglutinante que se recubre
posteriormente con un polimero. El polimero puede ser un polimero que controle la velocidad. En general, la
velocidad de administracién del polimero que controla la velocidad esta determinada por la velocidad a la que se
disuelve el agente activo.

Los ejemplos de capsulas incluyen, entre otras, capsulas de gelatina, HPMC, de cubierta dura, cubierta blanda o
cualquier otra capsula adecuada que contenga una mezcla de liberacion sostenida.

Los disolventes utilizados en las formas de dosificacion de liberacion sostenida anteriores incluyen, entre otros,
acetato de etilo, triacetina, dimetil sulféxido (DIVISO), carbonato de propileno, N-metilpirrolidona (NMP), alcohol
etilico, alcohol bencilico, glicofurol, alfa-tocoferol, Miglyol 810, alcohol isopropilico, ftalato de dietilo, polietilenglicol
400 (PEG 400), citrato de trietilo y benzoato de bencilo.

Los modificadores de la viscosidad utilizados en las formas de dosificacion de liberaciéon sostenida anteriores
incluyen, entre otros, triglicéridos caprilicos/capricos (Migliol 810), miristato de isopropilo (IPM), oleato de etilo, citrato
de ftrietilo, ftalato de dimetilo, benzoato de bencilo y diversos grados de 6xido de polietileno. El vehiculo liquido de
alta viscosidad usado en las formas de dosificacion de liberacion sostenida anteriores incluye, entre otros, acetato
isobutirato de sacarosa (SAIB) y acetato butirato de celulosa (CAB) 381-20.

Los ejemplos de materiales que forman capas semipermeables preferidas incluyen, entre otros, polimeros
celulésicos tales como acetato de celulosa, acilato de celulosa, diacilato de celulosa, triacilato de celulosa, diacetato
de celulosa, triacetato de celulosa o cualquiera de sus mezclas; copolimeros de etilen-vinilacetato, polietileno,
copolimeros de etileno, poliolefinas, incluidos copolimeros de 6xido de etileno (por ejemplo, Engage® - Dupont Dow
Elastomers), poliamidas, materiales celulésicos, poliuretanos, amidas bloqueadas con poliéter y copolimeros (por
ejemplo, PEBAX®, butirato de acetato celuldsico y poli(acetato de vinilo)). Los ejemplos de agentes desintegrantes
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que pueden emplearse en las formas de dosificacion de liberacion sostenida anteriores incluyen, entre otros,
croscarmelosa de sodio, crospovidona, alginato de sodio o excipientes similares.

Los ejemplos de agentes aglutinantes que pueden emplearse en las formas de dosificacion de liberacion sostenida
anteriores incluyen, entre otros, hidroxialquilcelulosa, una hidroxialquilalquilcelulosa o una polivinilpirrolidona.

Los ejemplos de agentes osmoticos que pueden emplearse en las formas de dosificacion de liberacion sostenida
anteriores incluyen, entre otros, sorbitol, manitol, cloruro de sodio u otras sales. Los ejemplos de polimeros
biocompatibles empleados en las formas de dosificacion de liberacion sostenida anteriores incluyen, entre otros, poli
(hidroxilacidos), polianhidridos, poliortoésteres, poliamidas, policarbonatos, polilalquilenos, polilalquilenglicoles,
poli(6xidos de alquileno), poli(tereftalatos de alquileno), alcoholes polivinilicos, éteres polivinilicos, ésteres
polivinilicos, poli(haluros de vinilo), polivinilpirrolidona, polisiloxanos, poli(alcoholes vinilicos), poli(acetato de vinilo),
poliestireno, poliuretanos y sus copolimeros, celulosas sintéticas, acidos poliacrilicos, poli(acido butirico), poli(acido
valérico) y poli(lactida-co-caprolactona), etileno-vinilacetato, copolimeros y sus mezclas.

Los ejemplos de polimeros higroscépicos que pueden emplearse en las formas de dosificacion de liberacion
sostenida anteriores incluyen poli(6xido de etileno) (por ejemplo, polyox® con PM de 4.000.000 a 10.000.000),
celulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, acidos poliacrilicos reticulados y goma de xantano.

Los ejemplos de polimeros que controlan la velocidad que pueden emplearse en las formas de dosificacion de
liberacion sostenida anteriores incluyen acrilato polimérico, laca de metacrilato o sus mezclas, laca de acrilato
polimérico, laca de metacrilato, una resina acrilica que comprende un copolimero de ésteres de acido acrilico y
metacrilico o una laca de metacrilato de amonio con un plastificante.

D. Métodos de tratamiento

Los compuestos y las composiciones descritas en este documento pueden administrarse a células en cultivo, p. €j.,
in vitro o ex vivo, o a un sujeto, por ejemplo, in vivo, para tratar, prevenir y/o diagnosticar una variedad de
enfermedades fibréticas, incluidas las que se describen a continuacion.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" se define como la administracién de un
compuesto, por ejemplo, por cualquier via, por ejemplo, por via oral, a un sujeto. El compuesto puede administrarse
solo o en combinacién con un segundo compuesto. El sujeto, por ejemplo, un paciente, puede ser uno que tiene un
trastorno (por ejemplo, un trastorno como se describe en el presente documento), un sintoma de un trastorno o una
predisposicion hacia un trastorno. El tratamiento puede ser el resultado de, solo o en conjunto, curar, paliar, aliviar,
aplacar, modificar, remediar, reparar, mejorar o afectar el trastorno, uno o mas sintomas del trastorno o la
predisposicion hacia el trastorno. En una realizacion, el tratamiento alivia o mejora la fibrosis. En una realizacion, el
tratamiento previene al menos un sintoma del trastorno o retrasa la aparicion de al menos un sintoma del trastorno.
El efecto esta mas alla de lo que se observa en ausencia de tratamiento.

Como se usa en el presente documento, una cantidad de un compuesto eficaz para tratar un trastorno, o una
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad del compuesto que es eficaz, tras la administracion de
dosis Unicas o multiples a un sujeto, en el tratamiento de una célula, para lograr un tratamiento.

Como se usa en el presente documento, una cantidad de un compuesto eficaz para prevenir un trastorno, o "una
cantidad profilacticamente eficaz" del compuesto se refiere a una cantidad eficaz, tras la administraciéon de dosis
Unicas o multiples al sujeto, para prevenir o retrasar la aparicion del inicio o la recurrencia de un trastorno o un
sintoma del trastorno.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” pretende incluir animales humanos y no humanos. Los
sujetos humanos ejemplares incluyen un paciente humano que tiene un trastorno, por ejemplo, un trastorno descrito
en este documento o un sujeto normal. La expresion "animales no humanos" de la invencién incluye todos los
vertebrados, por ejemplo, no mamiferos (como pollos, anfibios, reptiles) y mamiferos, como primates no humanos,
animales domésticos y/o agricolas utiles, por ejemplo, ovejas, perros, gatos, vacas, cerdos, etc. En una realizacion,
el animal es distinto de un roedor, por ejemplo, una rata o un ratén, o un primate no humano.

E. Titulacion de un paciente

El tratamiento de los sujetos puede optimizarse titulando al sujeto, por ejemplo, de modo que el tratamiento pueda
iniciarse con dosis subodptimas o sin efecto de cada compuesto y aumentarse para determinar la dosis 6ptima del
acido  (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico u otro acido (3R,4R)-A8-
tetrahidrocannabinol-11-oico para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades fibréticas en el sujeto.

El tratamiento de un sujeto con el acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidrocannabinol-9-carboxilico u otro
acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico puede causar efectos secundarios como mareos, boca seca,
desorientacion, euforia, dolor de cabeza, nauseas, palidez, somnolencia y vomitos.
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Los efectos secundarios se pueden modular hasta cierto punto comenzando con una dosis baja y titulando
lentamente la dosis al alza, por ejemplo, durante el curso del tratamiento, por ejemplo, durante semanas, meses o
anos.

En algunas realizaciones, el paciente se titula para minimizar los eventos adversos y lograr un nivel terapéutico de la
forma de dosificacion apropiada del acido (6aR,10aR)-4-(1,1-dimetilheptil)-A8-tetrahidro-cannabinol-9-carboxilico u
otro acido (3R,4R)-A8-tetrahidrocannabinol-11-oico.

F. Kits

Las formas de dosificacion descritas en este documento pueden proporcionarse como kits. Los kits incluyen (a) un
compuesto utilizado en un método descrito en este documento y, opcionalmente, (b) un prospecto. El prospecto
puede ser descriptivo, instructivo, comercial u otro material relacionado con los métodos descritos en este
documento y/o el uso de la forma de dosificacion para los métodos descritos en este documento.

El prospecto de los kits no esta limitado en su forma. En una realizacion, el prospecto puede incluir informacion
sobre la produccion del compuesto, el peso molecular del compuesto, la concentracién, la fecha de vencimiento, la
informacion del lote o del sitio de produccion, etc. En una realizacién, el prospecto se refiere a métodos para
administrar el compuesto.

En una realizacion, el prospecto puede incluir instrucciones para usar un compuesto descrito en este documento de
una manera adecuada para realizar los métodos descritos en este documento, por ejemplo, llevar a cabo una
reaccion para producir el compuesto descrito en este documento.

El prospecto de los kits no esta limitado en su forma. En muchos casos, el prospecto, por ejemplo, las instrucciones,
se proporciona en forma impresa, por ejemplo, un texto impreso, un dibujo y/o una fotografia, por ejemplo, una
etiqgueta o una hoja impresa. Sin embargo, el prospecto también se puede proporcionar en otros formatos, como
Braille, material legible por computadora, grabacién de video o grabacion de audio. En otra realizacion, el prospecto
del kit es informaciéon de contacto, por ejemplo, una direcciéon postal, direccién de correo electrénico, sitio web o
numero de teléfono, donde los usuarios del kit pueden obtener informacién sustancial sobre el compuesto descrito
en este documento y/o sus usos en los métodos descritos en este documento. Por supuesto, el prospecto también
se puede proporcionar en cualquier combinacién de formatos.

Ademas de la forma de dosificacion descrita en el presente documento, la composicion del kit puede incluir otros
ingredientes, tales como un disolvente o tampon, un estabilizador, un conservante, un agente aromatizante (por
ejemplo, un antagonista amargo o un edulcorante), una fragancia, un colorante o agente colorante, por ejemplo, para
tefir o colorear uno o mas componentes en el kit, u otro ingrediente cosmético, y/o un segundo agente para tratar
una afeccion o trastorno descrito en este documento. Alternativamente, pueden incluirse otros ingredientes en el kit,
pero en diferentes composiciones o recipientes que el compuesto descrito en este documento. En tales
realizaciones, el kit puede incluir instrucciones para mezclar el compuesto descrito en este documento y los otros
ingredientes, o para usar el compuesto descrito en este documento junto con los otros ingredientes.

En algunas realizaciones, los componentes del kit se almacenan en condiciones inertes (por ejemplo, en nitrégeno u
otro gas inerte, tal como argoén). En algunas realizaciones, los componentes del kit se almacenan en condiciones
anhidras (por ejemplo, con un desecante). En algunas realizaciones, los componentes se almacenan en un
recipiente que impida el paso de la luz, tal como un vial ambar.

La forma de dosificacion descrita en el presente documento se puede proporcionar en cualquier forma, por ejemplo,
liquida, seca o liofilizada. Se prefiere que el compuesto descrito en el presente documento sea sustancialmente puro
y/o estéril. Cuando se proporciona el compuesto descrito en este documento en una solucién liquida, la soluciéon
liquida es preferiblemente una solucién acuosa, prefiriéndose una soluciéon acuosa estéril. Cuando el compuesto
descrito en este documento se proporciona como una forma seca, la reconstitucién generalmente se realiza
mediante la adicién de un disolvente adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o tampoén, se puede
proporcionar opcionalmente en el kit.

El kit puede incluir uno o mas recipientes para la composicién que contiene la forma de dosificacién descrita en este
documento. En algunas realizaciones, el kit contiene recipientes, divisores o compartimentos separados para la
composicion y el prospecto. Por ejemplo, la composicion puede estar contenida en una botella, vial o jeringa, y el
prospecto puede estar contenido en una funda o paquete de plastico. En otras realizaciones, los elementos
separados del kit estan contenidos dentro de un contenedor unico, no dividido. Por ejemplo, la forma de dosificacion
esta contenida en una botella, vial o jeringa que tiene unido el prospecto como una etiqueta. En algunas
realizaciones, el kit incluye una pluralidad (por ejemplo, un paquete) de recipientes individuales, cada uno de los
cuales contiene una o mas formas de dosificacion unitarias (por ejemplo, una forma de dosificacion descrita en este
documento) de un compuesto descrito en este documento. Por ejemplo, el kit incluye una pluralidad de jeringas,
ampollas, paquetes de aluminio o paquetes de ampollas, cada uno de los cuales contiene una Unica dosis unitaria
de la forma de dosificacion descrita en este documento.
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Los envases de los kits pueden ser herméticos, impermeables (p. €j., impermeables a los cambios de humedad o
evaporacion) y/o herméticos a la luz.

El kit incluye opcionalmente un dispositivo adecuado para el uso de la forma de dosificacién, por ejemplo, una
jeringa, pipeta, forceps, cuchara graduada, hisopo (por ejemplo, un hisopo de algodén o un hisopo de madera), o
cualquier dispositivo de este tipo.

Parte experimental

Los siguientes ejemplos se proporcionan para demostrar e ilustrar ademas ciertas realizaciones preferidas y
aspectos de la presente invencion y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la misma.

Ejemplo de referencia 1

El acido ajulémico cannabinoide sintético ejerce potentes efectos antifibréticos en modelos experimentales de
esclerosis sistémica

Introduccion

Los cannabinoides desempefian papeles clave en diversos procesos bioldgicos, incluida la inflamacion, la
inmunomodulaciéon y la respuesta vasomotora. [3, 4] Ademas, el sistema cannabinoide también podria estar
implicado en la patogénesis de la fibrosis [5, 6]. El sistema endocannabinoide comprende los dos receptores
cannabinoides especificos, CB1 y CB2, sus ligandos enddgenos y la maquinaria dedicada a la sintesis y
degradacién de endocannabinoides [7]. En los modelos experimentales de fibrosis dérmica, los receptores
cannabinoides CB1 y CB2 modulan la fibrogénesis anulando la inflamacion subyacente [8, 9]. Ademas, los agonistas
cannabinoides pueden limitar la produccion de matriz extracelular (ECM) al interrumpir la cascada de TGF-beta y
regular a la baja la proliferacion y activacion de fibroblastos dérmicos [10, 11]. Estos datos abogan por un papel
directo de los cannabinoides en la limitacion de la fibrosis, independientemente de sus efectos antiinflamatorios e
inmunomoduladores. Sin embargo, sus mecanismos moleculares precisos quedan por dilucidar.

Actualmente, los cannabinoides no se aceptan como agentes terapéuticos debido a sus efectos psicoactivos. Existe
un creciente interés en el desarrollo de compuestos sintéticos sin actividad cannabimimética en el sistema nervioso
central. El acido ajulémico (acido 1,1’-dimetilheptil-THC-11-0ico) es un analogo sintético del tetrahidrocannabinol,
exento de efectos psicotropicos relevantes [12]. Es un potente agente antiinflamatorio y analgésico in vivo [12]. Los
primeros datos en humanos indican que el AjA es bien tolerado y puede reducir el dolor neuropatico cronico sin
efectos psicotrépicos significativos en dosis de hasta 80 mg/dia [13]. Aunque, AJA es capaz de activar los efectos
centrales mediados por CB 1 cruzando la barrera hematoencefalica, la cantidad que la atraviesa parece no ser
suficiente para desencadenar la psicoactividad en humanos [14, 15]. Ademas de su afinidad por los receptores CB 1
y CB 2, AjA también se une y activa el receptor y activado por la proliferacion de peroxisoma (PPAR-y) [16]. PPAR-y
puede ser activado por algunos endocannabinoides y, a su vez, la activaciéon de PPAR-y puede modular el sistema
endocannabinoide, lo que sugiere una relacion reciproca [17]. De hecho, los efectos agonistas de los
endocannabinoides sobre PPAR-y contribuyen a los efectos reguladores de los endocannabinoides sobre la
inflamacion y la vasoactividad [12].

Ademas, evidencias recientes sugieren un papel clave para PPAR-y en la fibrogénesis. La supresién de PPAR-y
puede contribuir a la activacion incontrolada de los fibroblastos [18]. De hecho, PPAR-y y su ligando natural 15-
desoxi-A12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) ejercen efectos antifibroticos al suprimir la produccion de colageno y la
activacion de fibroblastos en la fibrosis inducida por bleomicina [19, 20].

La esclerosis sistémica (SSc) es una enfermedad autoinmune en la cual la lesion vascular y la inflamacién conducen
a una fibrosis progresiva de los tejidos [21]. De hecho, la supresion de PPAR-y puede contribuir a la activacion
incontrolada de fibroblastos en SSc [18]. De hecho, PPAR-y y su ligando natural, 15-desoxi-A12,14-prostaglandina
J2 (15d-PGJ2) ejercen efectos antifibréticos al suprimir la produccion de colageno y la activacion de fibroblastos en
modelos de fibrosis inducidos por bleomicina en ratones [19, 20]. Por lo tanto, los receptores de cannabinoides y
PPAR-y se han sugerido como posibles objetivos terapéuticos en SSc. Teniendo en cuenta que las dosis
terapéuticas de AjA activan simultdneamente los receptores PPAR-y y cannabinoides sin afectar el SNC, se podria
suponer que AjA también podria ser eficaz para prevenir la fibrosis en modelos experimentales de SSc.

Materiales y métodos
Fibrosis dérmica inducida por bleomicina

Se indujo fibrosis cutanea en dos grupos de ratones DBA/2J de 6 semanas de edad mediante inyeccién local de
bleomicina. Brevemente, se administraron 100 microlitros de BLM disuelto en NaCl al 0,9% a una concentracién de
0,5 mg/ml cada dos dias, en areas bien definidas (1 cm?) de la parte superior de la espalda. Un grupo de ratones con
expuesto a BLM recibido AjA por via oral a 1 mg/kg/dia, disuelto en aceite de semilla. Se usaron inyecciones
subcutaneas de 100 pl de NaCl al 0,9% como controles. Después de 21 dias, los animales fueron sacrificados por
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dislocacion cervical. La piel inyectada se retiré y se proceso para su analisis. Cada grupo de tratamiento consistié en
ocho ratones. El comité ético local aprobé todos los experimentos con animales [22].

Para someter a prueba AjA en fibrosis establecida menos dependiente de mecanismos inflamatorios, se evalué un
modelo modificado de fibrosis dérmica inducida por bleomicina,»s en el que los ratones fueron expuestos a
bleomicina durante 6 semanas y el tratamiento con AjA comenzé durante las Ultimas 3 semanas de inyecciones de
bleomicina. Brevemente, un grupo de ratones fue sacrificado después de recibir inyecciones de bleomicina
subcutanea durante 6 semanas. El segundo grupo recibié inyecciones de bleomicina durante 3 semanas seguidas
de inyecciones de NaCl al 0,9% durante las siguientes 3 semanas para controlar la regresion espontanea de la
fibrosis. El tercer grupo fue expuesto a bleomicina durante 6 semanas y fue tratado en paralelo con AjA (1 mg/kg/dia;
administracion oral) durante las ultimas 3 semanas de inyecciones de bleomicina. Dos grupos de ratones, que
recibieron inyecciones subcutaneas de 100 uyl de NaCl al 0,9% durante 3 semanas y 6 semanas, respectivamente,
se usaron como controles. La piel inyectada se retiré y se proceso para su analisis.

Para evaluar el efecto de AjA en un modelo diferente de fibrosis esclerodermia, se estudié un modelo de fibrosis
dérmica dependiente de TGFP. La fibrosis dérmica se indujo en ratones C57BL/6 machos sin patégenos mediante
inyecciones intracutaneas de adenovirus atenuados de tipo V que sobreexpresaban el receptor | de TGF(
constitutivamente activo (AdTGFbRI) como se ha descrito previamente [23]. Se analizaron tres grupos de ratones.
Un grupo fue tratado en paralelo por via oral con AjA (1 mg/kg/dia) durante las Ultimas 4 semanas. Los ratones
infectados con adenovirus de tipo V atenuados que codificaban solo para LacZ y tratados solo con el disolvente de
AjA sirvieron como controles. Los animales fueron sacrificados después de 8 semanas por dislocacion cervical y se
retird la piel de la espalda para su analisis. Cada grupo de tratamiento consistia en ocho ratones.

Analisis histolégico

Se tomaron tres muestras de piel dafiada de cada animal de cada grupo y se tifieron secciones de piel de 5 pm (tres
para cada muestra de piel) con hematoxilina y eosina. El espesor dérmico se calculd con un aumento microscopico
de 10x midiendo la distancia entre la unidn dérmica y epidérmica y la unién de grasa dérmica y subcutanea
(micrometros) en cinco campos seleccionados al azar para cada seccion de piel. Los resultados se expresaron como
media + DE. Dos examinadores diferentes realizaron la evaluaciéon en ensayos a ciego [23].

Determinacion del contenido de hidroxiprolina

El contenido de colageno de la piel dafiada se evalué mediante cuantificacion colorimétrica de hidroxiprolina en tres
biopsias de piel diferentes (punzén de 3 mm) tomadas de cada animal en cada grupo. Las absorbancias se midieron
a 560 nm por triplicado. Los resultados se expresaron como ug de hidroxiprolina por biopsia (media + DE) [24].

Deteccion de miofibroblastos

Se procesaron secciones de la piel (5 ym) para evaluar la expresion de una actina del musculo liso (a-SMA)
(anticuerpo monoclonal de ratén - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, EE.UU.). Después de la
desparafinacion, las secciones de la piel se incubaron con 3% de albumina sérica bovina durante 30 minutos para
bloquear la unién inespecifica, seguido de una incubacion con H202 al 3% durante 5 minutos para bloquear la
actividad de la peroxidasa enddgena. La tincion con a-SMA se realizdé de acuerdo con el protocolo del fabricante
utilizando el kit M.O.M (Vector, Reino Unido). La tincién se visualizé con diaminobencidina, usando un kit de sustrato
de peroxidasa (Dako, Glostrup, Dinamarca). El recuento de células se realizé en ensayo a ciego por dos operadores
diferentes, con un aumento de 40x, en cinco campos de microscopio no contiguos de tres secciones de cada
muestra de piel dafada. Los resultados se expresan como media + DE de células fibroblasticas positivas en forma
de huso por campo [25].

Pacientes y cultivos de fibroblastos

Se obtuvieron cultivos de fibroblastos a partir de muestras de biopsia de piel afectada de 5 pacientes con SSc. Los
fibroblastos dérmicos se obtuvieron mediante una biopsia por puncién de 5 mm desde el borde delantero de la piel
afectada en el antebrazo de cinco pacientes afectados por SSc cutaneo difuso (dcSSc) en la fase fibrética. Todos los
pacientes cumplieron los criterios para la clasificacion SSc propuestos por LeRoy et al. [26]. Ningun paciente fue
tratado con agentes inmunosupresores o corticosteroides, ni tomaba cannabinoides para uso recreativo o
terapéutico en el momento de la biopsia (Tabla 1). Se obtuvieron fibroblastos de control de muestras de biopsia de
piel de 5 voluntarios sanos de la misma edad y sexo. Los fibroblastos de la piel se expandieron por cultivo de
crecimiento en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco Invitrogen) como se ha descrito anteriormente
[27]. Se utilizaron fibroblastos de los pasajes 3-6 para los experimentos. Todos los pacientes y voluntarios sanos
dieron su consentimiento informado por escrito mediante formularios aprobados por las juntas de revision
institucional locales.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes con esclerosis sistémica cutanea difusa (dcSSc)*

Caracteristicas Valor
Sexo (H/M), n 1/4
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Edad, media (intervalo), afios 52 (35-72)
Duracién de la enfermedad, media (intervalo), afiost 6 (3-12)
Enfermedad cutanea difusa

Numero de Scl-70 positivos

Potenciales agentes modificadores de la enfermedad

Analogos de prostaciclina

Bloqueadores de canales de calcio

Procinética

*dcSSc se determind de acuerdo con los criterios de LeRoy et al [28].
tDesde la primera manifestacion que no es de Raynaud.

Abhooowm

Experimentos de estimulacion

Se cultivaron SSc y fibroblastos dérmicos sanos en DMEM que contenia 2,5% de suero de ternera fetal (FCS)
durante 24 horas antes de los experimentos. Los fibroblastos dérmicos se incubaron con AjA (JB Therapeutics,
Newton, MA, EE. UU.) y se disolvieron en dimetilsulféxido a concentraciones de 0,1, 1, 5 y 10 microM durante 24
horas. Los experimentos con el antagonista irreversible PPAR-y GW9662 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido), 1
y 10 microM, se realizaron incubando los fibroblastos dérmicos durante 15 minutos antes del tratamiento con AjA.
Viabilidad celular

Se colocaron fibroblastos SSc y sanos en placas a una densidad de 100.000 células/pocillo en una placa de 24
pocillos y se trataron con AjA a concentraciones de 0,1, 1, 5y 10 yM durante 24 horas en presencia o ausencia de
GW09662 a concentraciones de 1y 10 yM. La actividad metabdlica celular se midié mediante ensayo con bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Después de la eliminacion de 100 pl del medio de crecimiento, se
afadié MTT a una concentracion final de 3 mg/ml, y las células se incubaron a 37°C durante 4 horas mas. Los
cristales de formazan se disolvieron en DMSO vy la densidad optica se midi6 a 570 nm utilizando un
espectrofotémetro [29].

Determinacion de la concentracion de colageno en el sobrenadante

El sobrenadante se recogio y se almaceno a -20°C antes y después del tratamiento con AjA + GW9662. Se utilizaron
un kit de EIA (Takara Bio, Otsuka, Japon) y un kit de ELISA (Euroclone, Lugano, Suiza) para evaluar los niveles del
sobrenadante de péptido carboxi-terminal (PIP) de procolageno tipo | y TGF-B y PGJ2, respectivamente. Los
resultados son la media + DE de cinco experimentos independientes.

Analisis de transferencia Western

Después de enjuagar dos veces con PBS, las células se lisaron con tampoén Ripa (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, EE. UU.). Posteriormente, los lisados celulares se incubaron en hielo durante 30 minutos y se
centrifugaron a 14.000 g durante 20 minutos. Las concentraciones de proteinas se midieron usando el ensayo de
Bradford (Bio-Rad, Reinach, Suiza). Quince microgramos de proteina de cada muestra se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-10% y se transfirieron por electrotransferencia a membranas de
nitrocelulosa de acuerdo con protocolos estandar [30]. Después de bloquear con leche en polvo sin grasa al 1% y
BSA al 1% durante 1 hora, se incubaron inmunotransferencias con anticuerpos monoclonales contra PPAR-y (Cell
Signaling, Danvers, EE. UU.) a una dilucién de 1:200 durante toda la noche a 4°C. Después de la incubacion con
anticuerpos anti-cabra de burro conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP) - Santa Cruz Biotechnology) a
una dilucién de 1:10000 durante 45 minutos, se detectaron sefales con reactivos de deteccion de transferencia
Western ECL (Amersham Bioscience, Freiburg, Alemania) y exposicién a Pelicula de rayos X (SuperRX; Fuiji,
Dusseldorf, Alemania). Para confirmar la carga igual de proteinas, se determiné la cantidad de alfa-tubulina usando
anticuerpos anti-a-tubulina humanos de ratén (dilucion 1:1.000; Sigma) y anticuerpos anti-ratdbn de conejo
conjugados con HRP (dilucion 1:5.000; Santa Cruz). Los resultados son la mediatDE de tres experimentos
independientes.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + DE. El andlisis de varianza (ANOVA) se us6é para comparar medias
multiples, seguido por la prueba post-hoc de Student-Newman Keuls (Sigma Stat V.3.5; Sigma Stat, Ashburn,
Virginia, EE. UU.). Los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron significativos.

Resultados: El acido ajulémico previno la fibrosis dérmica inducida por bleomicina in vivo

Para evaluar el potencial de AjA como agente antifibrético in vivo, se probd su eficacia en fibrosis dérmica inducida
por bleomicina. Los animales fueron tratados con bleomicina sola (Grupo BLM; n = 8), bleomicina mas AJA 1
mg/kg/dia (grupo BLM/AjA; n = 8) y solucion salina de NaCl al 0,9% (grupo control; n = 8). Después del tratamiento,
el grupo BLM y el grupo BLM AjA no difirieron en términos de peso corporal, y no se registraron otros signos de
toxicidad de AjA, como pelo erizado o menor actividad.
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La fibrosis cutanea se cuantifico el dia 21 determinando el espesor dérmico y el contenido de hidroxiprolina de la piel
danada. La piel del grupo BLM mostré una densa acumulacion de ECM en la dermis y la acumulacion de células
inflamatorias en las capas dérmicas mas profundas y los espacios perivasculares. Ademas, el tejido adiposo
subcutaneo fue reemplazado en gran medida por tejido conectivo, Figura 4A.

Se observo un aumento de dos veces en el espesor dérmico en ratones inyectados con BLM en comparacion con
los controles (p <0,001). La administracion oral de AjA (1 mg/kg/dia) evit6 el desarrollo de fibrosis de la piel y redujo
el espesor de la piel casi a niveles de control (p <0,001 en comparacion con los ratones control), Figura 4B. Ademas,
en el grupo BLM/AJA, la infiltracion de leucocitos subcutaneos, la acumulacion de ECM y el reemplazo de la capa de
grasa se redujeron, Figura 4A.

De acuerdo con la histologia, la producciéon de colageno, determinada por cuantificacion del contenido dérmico de
hidroxiprolina, se redujo sustancialmente en ratones tratados con AjA, Figura 4C. En el grupo BLM, los niveles de
hidroxiprolina fueron mas de dos veces mayores que los controles (p <0,001). El tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia)
anulé completamente la deposicion de colageno inducida por BLM (p <0,001).

Los miofibroblastos, caracterizados por la proteina citoesquelética cc-actina del musculo liso (a-sma), se consideran
uno de los principales mediadores celulares de la fibrosis en la SSc. En ratones expuestos a BLM, el nimero de
células fibroblasticas en forma de huso positivas para a-SMA por campo de alta potencia aumentd dos veces en
comparacion con los controles (p <0,001). El tratamiento con AjA redujo significativamente el ndmero de
miofibroblastos en la piel dafiada hasta 26 + 5% (media + DE) (p <0,05), Figura 4D.

El acido ajulémico inhibe la neosintesis del colageno en los fibroblastos SSc al activar PPAR-y

Para evaluar si AjA era eficaz en un modelo in vivo de fibrosis dérmica que es en gran medida independiente de los
fendmenos autoinmunes e inflamatorios, se probd su eficacia en el modelo de ratéon del receptor de TGFf
constitutivamente activo tipo | (AdTGFbRI). Los ratones AdTGFbRI se caracterizan por presentar una fibrosis
dérmica generalizada y la activacion especifica de los fibroblastos de la sefalizacion de TGF [22]. Después de 8
semanas, los ratones AdTGFbRI mostraron un aumento doble en el espesor dérmico en comparacion con los
ratones de control AdLacZ (p <0,05). La administracion oral de AjA (1 mg/kg/dia) durante las ultimas 4 semanas
redujo el desarrollo del espesor de la piel hasta un 30 + 6% (media £ DE) en comparacion con los ratones AdTGFbRI
(p <0,05) (Figura 5A, B). El tratamiento con AjA (1 mg/kg/dia) indujo una reduccion media de 30 + 13% (media £ DE)
en el contenido de hidroxiprolina (p <0,05) (Figura 5C). El tratamiento con AjA también redujo significativamente el
numero de miofibroblastos en la piel dafiada hasta un 26 + 3% (p <0,001) (Figura 5D).

Para evaluar aun mas la eficacia de AjA para el tratamiento de la fibrosis establecida, se utilizé un modelo de fibrosis
dérmica inducida por bleomicina de 6 semanas. De acuerdo con estudios previos, el espesor dérmico aumentd en
76 + 4% (media + DE) (p <0,05 frente a controles de NaCl) después de 6 semanas de tratamiento con bleomicina.
Para evaluar los efectos de AjA, los ratones expuestos a bleomicina durante 6 semanas fueron tratados en paralelo
con AjA (1 mg/kg/dia) durante las Ultimas 3 semanas de inyecciones de bleomicina. El espesor dérmico en ratones
tratados con AjA durante las ultimas 3 semanas se redujo en 11 + 17% (media + DE) en comparacion con los
ratones con 6 semanas de exposicion a bleomicina (p <0,05). Ademas, el espesor dérmico en ratones tratados con
AjA no difirié significativamente de los ratones expuestos a bleomicina durante 3 semanas (Figura 6A, B). Como
consecuencia, se registré un aumento doble de los niveles de hidroxiprolina en el grupo de 6 semanas con
exposiciéon a bleomicina en comparacion con los controles (p <0,001). El tratamiento con AjA durante las ultimas 3
semanas redujo la deposicion de colageno en 10 + 8% (media + DE) (p <0,05). Por lo tanto, la administracion de AjA
durante las ultimas 3 semanas de exposicion a bleomicina detuvo la progresion de la fibrosis, pero no alter6 la
acumulacion de ECM preexistente (Figura 6C). EI numero de miofibroblastos después del tratamiento con AjA se
redujo significativamente en la piel dafiada hasta un 25 + 16% (media + DE) en comparacién con los ratones
expuestos a bleomicina (p <0,05) (Figura 6D).

El acido ajulémico inhibe la neosintesis de colageno en fibroblastos dcSSc a través de PPAR-y

Para investigar si AjA inhibia directamente la sintesis de colageno en fibroblastos cultivados, se cuantificaron los
niveles de propéptido de procolageno tipo | (PIP) en sobrenadante de dcSSc y fibroblastos cultivados sanos tratados
con AjA. AJA (de 0,1 a 10 uM) redujo los niveles de PIP liberados de los fibroblastos dcSSc de una manera
dependiente de la dosis. La inhibicion maxima se observé a una concentracion de 10 uM con una reduccién media
de PIP de hasta 60 + 7% (p <0,001) (Figura 7). Se observaron resultados similares en fibroblastos dérmicos sanos
(datos no mostrados). AjA no present6 efectos toxicos sobre los fibroblastos a las concentraciones utilizadas. La
actividad metabdlica medida por el ensayo MTT no se vio afectada por el tratamiento con AjA en concentraciones de
hasta 10 uyM (datos no mostrados).

Para evaluar la dependencia de la ruta PPAR-y, se preincubaron dcSSc y fibroblastos sanos tratados con AjA con el
antagonista altamente selectivo de PPAR-y GW9662 (1-10 uM). El efecto inhibitorio de AjA sobre la produccion de
colageno fue completamente prevenido por GW9662 a una concentracion de 10 uM (p <0,05) (Figura 8A).

Ademas, se analiz el efecto de AjA en la expresion del ligando endégeno de PPAR-y 15d-PGJ2. Los niveles de
15d-PGJ2 se redujeron en los sobrenadantes de fibroblastos dcSSc en comparacion con los controles (p <0,001).
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Sin embargo, la incubacion con AjA aumento fuertemente los niveles de 15d-PGJ2 de una manera dependiente de la
dosis (p <0,001) (Figura 8B).

Ademas, se evalud la expresion de PPAR-y en dcSSc y fibroblastos sanos. Los niveles de proteina de PPAR-y se
redujeron en los fibroblastos dcSSc en comparacion con los controles sanos. Sin embargo, el tratamiento con AjA (5
UM y 10 uM) aumento significativamente la expresion de PPAR-y en fibroblastos dcSSc (p <0,001) (Figura 8C).

(TGF) se considera una de las principales citocinas profibroticas para orquestar la activacion incontrolada de los
fibroblastos SSc con la consiguiente sobreproduccion de ECM. Ademas, en los fibroblastos, la sefializacion de TGF
esta inversamente relacionada con la funcion fisiolégica de PPAR-y [31]. Dado que AjA suprimia la produccion de
colageno a través de la activacion de PPAR-y, y reducia in vivo la fibrosis dérmica en el modelo de ratén del receptor
de TGFp constitutivamente activo tipo | (AdTGFbRI), se evalud su capacidad para regular negativamente el TGFf3 in
vitro. Las concentraciones de TGF en los sobrenadantes de los fibroblastos dcSSc fueron significativamente mas
altas que las concentraciones de TGFf en cultivos de controles sanos (p <0,001). Tras la incubacion con AjA, se
observé una reduccion significativa dependiente de la dosis en las concentraciones de TGFB (hasta 50%) en los
sobrenadantes de los fibroblastos dcSSc (p <0,001), con una supresién maxima a las 2 h (Figura 12).

Para investigar si AjA inhibia directamente la sintesis de colageno en fibroblastos cultivados, se cuantificaron los
niveles del propéptido de procolageno tipo | (PI'P) en el sobrenadante de SSc y se trataron fibroblastos cultivados
sanos con AjA. AJA, dependiente de la dosis, disminuyd los niveles de PIP liberados por los fibroblastos en
concentraciones de 0,1 a 10 yM. La inhibicion maxima se observé a una concentracion de 10 uM con una reduccién
media de PIP de hasta el 60% (p <0,001), Figura 12A. Se observaron resultados similares en fibroblastos dérmicos
sanos (datos no mostrados).

AjA no mostré efectos toxicos sobre los fibroblastos a las concentraciones utilizadas en este documento. La
actividad metabdlica medida por el ensayo MTT no se vio afectada por el tratamiento con AjA en concentraciones de
hasta 10 microM (datos no mostrados).

Para evaluar una dependencia de la ruta PPAR-y, se preincubaron SSc y fibroblastos sanos tratados con AjA con el
antagonista altamente selectivo de PPAR-y GW9662 (1-10 uM).

Curiosamente, el efecto inhibitorio de AjA sobre la produccion de colageno fue evitado por GW9662 de una manera
dependiente de la dosis. A concentraciones de 10 microM, GW9662 evité por completo los efectos antifibréticos de
AjA (p <0,05), Figura 11. Ademas, se evalud la expresion de PPAR-y en SSc y fibroblastos sanos. Los niveles de
proteina de PPAR-y se redujeron en los fibroblastos SSc en comparacion con los controles sanos.

Sin embargo, el tratamiento con AjA (5 microM y 10 microM) restablecié completamente la expresion de PPAR-y y
aumento los niveles de PPAR-y en los fibroblastos SSc a los niveles en fibroblastos de voluntarios sanos (p <0,001).
(Figura 12A-B). Ademas, se analiz6 el efecto de AjA sobre la expresion de la produccion endégena de ligando
PPAR-y 15d-PGJ2. Los niveles de 15d-PGJ2 se redujeron en los sobrenadantes de los fibroblastos SSc en
comparacion con los controles (p <0,001). Sin embargo, la incubacién con AjA aumentoé fuertemente los niveles de
15d-PGJ2 de manera dependiente de la dosis (p <0,001), (Figura 11).

El acido ajulémico inhibié la produccion de TGF-

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) se considera una de las principales citocinas profibréticas en
la orquestacion de la activacion incontrolada de los fibroblastos SSc con la consiguiente sobreproduccion de ECM
Dado que AjA suprime la produccién de colageno, se evalud su capacidad de regulacion a la baja de TGF-beta. Las
concentraciones de TGF-beta en los sobrenadantes de los fibroblastos SSc fueron significativamente mas altas que
las concentraciones de TGF-beta en cultivos de controles sanos (p <0,001). Tras la incubacién con AjA, se observo
una reduccién significativa, dependiente de la dosis, en las concentraciones de TGF-beta (hasta 50%) en los
sobrenadantes de los fibroblastos SSc (p <0,001) con una supresion maxima observada a las 2 horas, Figura 12B.

Discusién

Los resultados de los experimentos descritos en este documento muestran que AjA previene eficazmente la fibrosis
dérmica inducida por bleomicina en ratones. En los fibroblastos SSc, AjA inhibe la sintesis de colageno a través del
agonismo PPAR-y.

La modulacién de los receptores CB1 y CB2 limita la fibrosis de la piel al reducir la inflamacién previa [8, 9]. Aunque
el analogo sintético de THC AjA es un ligando de los receptores de cannabinoides clasicos CB1 y CB2 [12], los
datos sugieren que AjA también puede actuar para reducir la fibrosis directamente a través de un mecanismo
mediado por PPAR-y. De acuerdo con esta nocion, los datos indican que el agonista del receptor cannabinoide de
alta afinidad WTN55,212-2 ejerce efectos antifibroticos que no estan mediados por los receptores cannabinoides
clasicos [10, 11]. Se ha postulado una estrecha relacion entre el sistema endocannabinoide y la sefializacion PPAR-
y [17]. Las pruebas acumuladas sugieren que la alteracion de la expresion y la funcion de PPAR-y es importante
para la patogénesis de la fibrosis en SSc [31]. Dicha menor actividad de la sefializacién de PPAR se contrarresta por
un aumento de la cascada de TGF-beta mediada por SMAD e independiente de SMAD que conduce a fibrosis [30].
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Se ha sugerido que la relacién entre estos dos mediadores en condiciones fisioldgicas orquesta los mecanismos que
tienen lugar junto con los procesos de curacion [18].

De acuerdo con estos hallazgos, se observé que una mayor liberacion de TGF-beta se refleja en una disminucion
concomitante de PPAR-y. Los potentes efectos estimulantes de AjA sobre PPAR-y podrian estar mediados por
efectos directos y también indirectos. Se demostrd que AjA reduce la liberacion de TGF-beta de los fibroblastos SSc.
Ademas, AjA también estimula la expresion del ligando endégeno PPAR-y PGJ2. Al inhibir el TGF-beta y estimular la
liberacion de PGJ2, AjA restaura completamente la sefalizacion de PPAR-y en los fibroblastos SSc y aumenta
PPAR-y a los niveles observados en los fibroblastos de voluntarios sanos.

También se demostré que la administracion oral de AjA atenta notablemente la fibrosis dérmica inducida en ratones
DBA/2J por bleomicina. AjA reduce la activacion de fibroblastos, la deposicion de ECM y el posterior engrosamiento
dérmico. La fibrosis dérmica inducida por bleomicina se considera un modelo experimental confiable para la SSc que
refleja las primeras etapas de la enfermedad, con un mayor depdsito de colageno y otros componentes de ECM,
migracion de células inflamatorias a la piel y atrofia del tejido adiposo [32]. Todavia no esta claro por qué en SSc se
produce atrofia del tejido adiposo, a favor del reemplazo del tejido conectivo. Sin embargo, datos recientes sugieren
que PPAR-y podria desempefar un papel central en la regulacion del equilibrio entre la adipogénesis y la
fibrogénesis [18]. Las evidencias acumuladas sugieren que una mayor activacion de PPAR-y favorece la
adipogénesis, mientras que la disminucion de PPAR-y favorece la fibrosis tisular. Segun este modelo, la regulacion a
la baja de PPAR-y observada en SSc mejoraria el reclutamiento de precursores mesenquimales, estimularia la
liberacion de colageno de los fibroblastos residentes e inhibiria la diferenciacion adipogénica [18]. De acuerdo con
esta hipédtesis, AjA estimula la diferenciacion de las células fibroblasticas 3T3-L1 embriogénicas en adipocitos, un
proceso que se sabe que esta mediado por PPAR-y [12]. En base a estos resultados, se podria sugerir que AjA
podria ejercer sus efectos antifibréticos al restaurar la activacion defectuosa de PPAR-y en los fibroblastos SSc. De
acuerdo con esta hipotesis, se observé que AjA estimulaba la expresion de PPAR-y en los fibroblastos SSc
regulando al alza la expresion de su ligando endégeno 15dPGJ2. Ademas, se muestra que la activacion de PPAR-y
es esencial para los efectos antifibroticos de AjA y que la inhibicion de PPAR-y anula por completo los efectos
inhibitorios de AjA en la sintesis de colageno. Ademas, el tratamiento de ratones expuestos a bleomicina con AjA no
solo previene la fibrosis, sino también la atrofia caracteristica del subcutis.

Los resultados de los estudios presentados en este documento muestran que AjA reduce la infiltracion de la dermis
por las células inflamatorias. No se puede excluir la posibilidad de que los efectos antiinflamatorios de AjA también
puedan contribuir a su actividad antifibrética in vivo, en particular porque el modelo de ratén de fibrosis inducida por
bleomicina responde a farmacos antiinflamatorios [22]. Sin embargo, también se observaron potentes efectos
antifibréticos directos de concentraciones farmacolégicamente relevantes de AjA en fibroblastos cultivados en
ausencia de células inflamatorias. Otros estudios in vivo con modelos de SSc menos dependientes de la inflamacion
ayudaran a analizar ain mas detalladamente las contribuciones relativas de los efectos antifibréticos directos sobre
los fibroblastos y los efectos antifibréticos indirectos mediados por la inhibicion de las células inflamatorias.

En conclusion, se ha demostrado que AjA ejerce potentes efectos antifibroticos in vitro e in vivo estimulando la
sefializacion de PPAR-y. Los cannabinoides y los agonistas de PPAR-y podrian ser farmacos ideales para SSc, ya
que pueden modular la fibrosis, la inflamacién y la vasodilatacion, todos los cuales estan desregulados en SSc.
Estos hallazgos también podrian tener implicaciones traduccionales directas porque las dosis terapéuticas de AjA
son bien toleradas en humanos sin efectos no deseados en el sistema nervioso central.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende acido ajulémico para su uso en el tratamiento de la fibrosis pulmonar en un
sujeto.

2. La composicioén para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha composicion se administra por via oral.
3. La composicion para el uso de la reivindicaciéon 1, en donde dicha composicion se administra por via intravenosa.

4. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha composicién se administra a través de un
implante o parche.

5. La composicién para el uso de la reivindicacion 4, en donde dicho implante o parche proporciona una liberaciéon
lenta de dicha composicion.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha composicion se administra por inhalacion.

7. La composicion para el uso de la reivindicacién 1, en donde dicha composicién se administra en un comprimido.
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FIGURA 1

Formula 1
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FIGURA 2

Esquema sintético para derivados de acidos (3R 4R)-
delta 8-tetrahidrocannabinol-11-oicos

1a. R=H
b:R= COC(CH3)3

da: R'= H; R"= SI(C H3)2-I-Cng

b: R'= COC(CHg)3; R" = Si(CHa)t-C4Hy
c: R =H; R"=CHg

—-—
>;\0 CsHus >;\O CeHa
3aaR'=R"=H 5a: R=H
p:R=H R"= SI(CHs)E-t-C4Hq b:R= S|(CH3)2't-Cqu
¢. R =H;R"= COCHj, c: R=CHj

d: R'=H; R"=CHj
e:R'=CHy R'=H
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FIGURA 3

Cri;OH CH;0COC(CH3)s
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FIGURA 5
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FIGURA 8
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FIGURA 9

Control

BLM
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FIGURA 12
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