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DESCRIPCION
6-hidroxi cannabidiol para uso como medicamento
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un compuesto cannabinoide de tipo cannabidiol (CBD) para su uso como
medicamento.

El cannabinoide tipo CBD, 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD), es un metabolito del CBD.
El cannabinoide puede producirse por medios sintéticos.

Aqui se divulgan datos que demuestran la eficacia del 6-OH CBD en un modelo de enfermedad. Ademas, se
describe un método para la produccién de 6-OH CBD.

Antecedentes de la invencién

Los cannabinoides son compuestos naturales y sintéticos estructural o farmacolégicamente relacionados con
los componentes de la planta de cannabis o con los agonistas endbégenos (endocannabinoides) de los
receptores cannabinoides CB1 o CB2. La Unica forma natural de producir estos compuestos es a través de la
planta de cannabis. Cannabis es un género de plantas con flores de la familia Cannabaceae, que comprende
las especies Cannabis sativa, Cannabis indica y Cannabis ruderalis (a veces considerada como parte de
Cannabis sativa).

Las plantas de cannabis comprenden una mezcla altamente compleja de compuestos. Se han identificado al
menos 568 moléculas Unicas. Entre estos compuestos se encuentran cannabinoides, terpenoides, azlcares,
acidos grasos, flavonoides, otros hidrocarburos, compuestos nitrogenados y aminoécidos.

Los cannabinoides ejercen sus efectos fisiolégicos a través de una variedad de receptores que incluyen, pero
no se limitan a, receptores adrenérgicos, receptores cannabinoides (CB1 y CB2), GPR55, GPR3 o GPR5. Los
principales cannabinoides presentes en las plantas de cannabis son los acidos cannabinoides acido A9-
tetrahidrocannabinélico (A9-THCA) y acido cannabidiélico (CBDA) con pequefias cantidades de sus
respectivos cannabinoides neutros (descarboxilados). Ademés, el cannabis puede contener niveles mas bajos
de otros cannabinoides menores. "La composicion quimica, el perfil farmacolégico y los efectos fisiolégicos
completos de estas plantas medicinales y, lo que es mas importante, de los extractos de cannabis, alin no se
conocen en su totalidad". Lewis, M. M. et al., ACS Omega, 2, 6091-6103 (2017 ).

Los extractos crudos de plantas de cannabis que contienen CBD han sido utilizados por pacientes que sufren
enfermedades y trastornos. Sin embargo, estos productos crudos no son adecuados para su uso en
formulaciones farmacéuticas. Aquellos que buscan preparar preparaciones de CBD més consistentes para su
uso en el tratamiento de enfermedades o trastornos han hecho un esfuerzo concertado para preparar CBD
sintéticamente o intentar eliminar todos los compuestos distintos del CBD, en particular los compuestos
psicoactivos tales como el THC, de los cannabinoides derivados de plantas. Véase, por ejemplo, US
2014/0298511.

La presente invencién abarca el sorprendente descubrimiento de que un metabolito del CBD tiene eficacia
terapéutica. Este compuesto, el 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD), puede producirse sintéticamente y utilizarse
en forma purificada.

Los cannabinoides son una clase de compuestos, muchos de los cuales pueden derivarse naturalmente de la
planta de cannabis o producirse sintéticamente mediante sintesis quimica.

Se han identificado mas de 100 cannabinoides diferentes producidos por el cannabis. Estos cannabinoides
pueden dividirse en los siguientes grupos: fitocannabinoides, endocannabinoides y cannabinoides sintéticos
(que pueden ser nuevos cannabinoides o versiones producidas sintéticamente de fitocannabinoides o
endocannabinoides).

Los fitocannabinoides son cannabinoides que provienen de la naturaleza y se pueden encontrar en la planta
de cannabis. Los fitocannabinoides pueden aislarse de las plantas para producir un extracto altamente
purificado. Los fitocannabinoides pueden obtenerse en forma neutra (forma descarboxilada) o en forma de
acido carboxilico, dependiendo del método utilizado para extraer los cannabinoides del material vegetal. Por
ejemplo, se sabe que calentar la forma de acido carboxilico hard que la mayor parte de la forma de acido
carboxilico se descarboxile en la forma neutra. Los fitocannabinoides sélo pueden producirse a partir de
plantas; sin embargo, pueden producirse versiones de fitocannabinoides sintéticamente mediante sintesis
quimica.

Los endocannabinoides son neurotransmisores retrogrados endégenos basados en lipidos que se unen a
receptores cannabinoides y proteinas receptoras cannabinoides que se expresan en todo el sistema nervioso
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central de los mamiferos (incluido el cerebro) y el sistema nervioso periférico. El sistema endocannabinoide
interviene en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos y cognitivos, que incluyen la fertilidad, el embarazo,
durante el desarrollo pre y postnatal, el apetito, la sensacién de dolor, el estado de dnimo y la memoria, y en la
mediacidn de los efectos farmacol6gicos del cannabis.

Los cannabinoides sintéticos son compuestos que tienen una estructura similar a la de los cannabinoides y que
se fabrican utilizando medios quimicos en lugar de la planta.

Algunos cannabinoides se describen con mas detalle a continuacién.

El cannabidiol (CBD) es uno de los principales cannabinoides constituyentes de las especies de Cannabis, tal
como la planta de cafiamo (Cannabis sativa). A diferencia de otros cannabinoides, tales como el THC, el
cannabidiol no se une a CB1 0 CB2, o su unién a los receptores es insignificante en términos de induccién de
un efecto farmacolégico. Por lo tanto, el cannabidiol no causa los efectos del sistema nervioso central o
periférico mediados por los receptores CB1 o CB2. El CBD tiene poca o ninguna actividad psicotrdpica
(cannabimimético) y su estructura molecular y propiedades son sustancialmente diferentes de las de otros
cannabinoides.

La administracién de cannabidiol ha sido objeto de investigaciéon en un intento de proporcionar un tratamiento
alternativo para diversas enfermedades y trastornos que pueden responder a dicho tratamiento.

Se han realizado muchos estudios en animales para determinar el metabolismo del CBD. La farmacocinética
del CBD es compleja, principalmente debido a un importante efecto de primer paso. Esto a su vez hace que la
biodisponibilidad del CBD oral sea pobre en humanos y otras especies.

Los metabolitos més abundantes del CBD son los derivados hidroxilados 7-carboxilicos del CBD que incluyen:
2"-OH-7-COOO0H,3",4",5"-trinor CBD; CBD-glucurénido; 4"-OH-7-COOH CBD; 2"-OH-7-COOH CBD; 10-OH-7-
COOH CBD; 3"-OH-7-COCH CBD; 7-OH-3"-COOH,4",5"-dinor CBD; 7-COOH-8,9-dihidro-8,9-diOH CBD; 1"-
OH-7-COOH CBD; 6-OH-42-COOH,5"-nor CBD; 6-OH-3"-COOH,4",5"-dinor CBD; 7-COOH CBD; 7-OH-4"-
COOH,5"-nor CBD; 4"-COOH,5"-nor CBD; 7-OH CBD; 8,9-dihidro-7,8,9-triOH CBD; cannabinol; 3"-
COOH,4",5"-dinor CBD; 2"-COOH,3",4",5"-trinor CBD, 2",6-diOH,3",4",5"-trinor CBD6,7-diOH CBD; 7-OH-1"-
COOH,2",3" 4" 5"-tetranor CBD, 6-OH CBD; 7-OH-5"-COOH CBD; 1"-COOH,2",3",4",5"-tetranor CBD; 6-OH-
1"-COOH,2",3" 4",5"-tetranor CBD y 6-OH-5"-COOH CBD (Ujvary and Hanus, 20186).

La patente US 6,630,507 describe numerosos analogos del cannabidiol. EI compuesto 6-OH CBD se detalla
en el documento, sin embargo, no hay datos presentados para proporcionar evidencia de que este compuesto
pueda tener alguna eficacia como agente terapéutico.

El tetrahidrocannabinol (THC) es el principal componente psicoactivo del cannabis. El THC es un agonista
parcial de los receptores CB1 y CB2. El THC sintético o dronabinol estad aprobado para el tratamiento de la
pérdida de apetito en pacientes con SIDA y de las nduseas y vomitos causados por la quimioterapia contra el
cancer.

De los méas de 100 cannabinoides naturales identificados en Cannabis sativa, siete han sido clasificados como
compuestos tipo CBD, estos cannabinoides tienen la misma configuraciéon absoluta que el CBD. Estos son:
CBD, Acido cannabidiélico (CBDA), Cannabidivarina (CBDV), Acido Cannabidivarina (CBDVA), Cannabidiol-
C1 (CBD-C1), Cannabidiol-C4 (CBD-C4), Cannabidiol-C6 (CBD-C8) y Cannabidiol monometil éter (CBDM).

El acido cannabididlico (CBDA) es la principal forma en la que existe el CBD en la planta de cannabis. Se
convierte en CBD tras su descarboxilacién.

La cannabidivarina (CBDV) es un homdlogo del CBD, con la cadena lateral acortada por dos puentes de
metileno. La CBDV es un cannabinoide no psicoactivo y ha demostrado tener actividad anticonvulsiva en un
modelo de epilepsia en ratones.

El cannabidiol-C1 (CBD-C1) también conocido como cannabidiorcol es un homélogo del CBD, con la cadena
lateral acortada por cuatro puentes de metileno. EI CBD-C1 se encuentra de forma natural en las plantas que
producen CBD, pero no se ha demostrado que tenga efectos terapéuticos.

El cannabidiol-C4 (CBD-C4) también conocido como nor-cannabidiol es un homélogo del CBD, con la cadena
lateral acortada por un puente de metileno. El CBD-C4 se encuentra de forma natural en las plantas que
producen CBD y antes de la presente invencién no se habia demostrado que tuviera efectos terapéuticos.

El cannabidiol-C6 (CBD-C8) es un homélogo del CBD, con la cadena lateral aumentada en un puente de
metileno. EI CBD-C6 puede aparecer de forma natural en las plantas que producen CBD y antes de la presente
invencién no se ha demostrado que tenga efectos terapéuticos.
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El documento US6630507B1 divulga Cannabinoides como antioxidantes y neuroprotectores. Lander N, et al.,
Journal of the Chemical Society, Perkins Transactions 1, Royal Society of Chemistry, vol. 1, 1 de enero de
1976, paginas 8-16 , describen sintesis totales de metabolitos de cannabidiol y delta1-tetrahidrocannabinol.

La presente invencién demuestra por primera vez datos que indican que el compuesto 6-hidroxi cannabidiol
puede tener beneficios terapéuticos.

Breve resumen de la divulgacién

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién se proporciona 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD)
para su uso como medicamento.

Preferiblemente, el 6-OH CBD esta presente como compuesto sintético. Alternativamente, el 6-OH CBD esta
presente como compuesto puro y aislado.

Preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es superior a 100 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH
CBD es superior a 250 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es superior a 500 mg/kg/dia.
Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es superior a 750 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-
OH CBD es superior a 1000 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es superior a 1500
mg/kg/dia.

Alternativamente, la dosis de 6-OH CBD es inferior a 100 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH
CBD es inferior a 50 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es inferior a 20 mg/kg/dia. Méas
preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es inferior a 10 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD
es inferior a 5 mg/kg/dia. Mas preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es inferior a 1 mg/kg/dia. Mas
preferiblemente, la dosis de 6-OH CBD es inferior a 0.5 mg/kg/dia.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién se proporciona una composiciéon para uso como
medicamento que comprende 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD), y uno o0 més excipientes farmacéuticamente
aceptables.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona un 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD)
para su uso en el tratamiento de la epilepsia. Preferiblemente, la epilepsia se trata en un mamifero. Méas
preferiblemente, el mamifero es un humano. Alternativamente, el mamifero es un perro.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para la produccién de
6-hidroxi cannabidiol.

Breve descripcién de los dibujos
Las realizaciones de la invencidon se describen mas adelante con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:
La figura 1 muestra el efecto del 6-OH CBD en la prueba MEST en raton.

La Figura 2 muestra la farmacocinética del 6-OH CBD en plasma y cerebro de ratones tras una Unica
administracién intravenosa o intraperitoneal.

Cannabinoides y sus abreviaturas

Los cannabinoides descritos en la presente solicitud se enumeran a continuacién junto con sus abreviaturas
esténdar.

\CBD {Cannabidiol

EG—OH CBD §Alfa 6-hidroxi cannabidiol
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Descripcidn detallada
Ejemplo 1: Método de produccién sintética de alfa 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD)
El compuesto 6-OH CBD es un metabolito conocido del cannabidiol.

La via sintética descrita a continuacién detalla una metodologia que puede utilizarse para producir el
cannabinoide alfa 6-OH CBD.

En el esquema R=CsH11

Al cannabidiol (5.00 g, 15.8 mmol) en piridina anhidra (20 mL) se afiadié anhidrido acético (5.13 g, 4.75 mL,
50.2 mmol) y la solucién se agit6é durante 4 h. Se afiadié diclorometano (300 mL) y la solucién se lavé con agua
(200 mL), &cido clorhidrico 1M (200 mL), bicarbonato de sodio saturado acuoso (200 mL), se secé (MgSO4)y
se concentré para dar diacetato de cannabidiol (5.72 g, cuantitativo), como un aceite amarillo pajizo que se
utilizd sin purificacién adicional.

Al diacetato de cannabidiol (6.18 g, 15.5 mmol) en acido acético glacial (14 mL) y anhidrido acético (7.12 g,
6.59 mL, 69.8 mmol) se afiadié dicromato de sodio (4.87 g, 18.6 mmol) y la mezcla se agité6 a temperatura
ambiente durante 4 dias. La solucidn resultante se diluyd con agua (200 mL) y se extrajo con éter dietilico (200
mL seguidos de 150 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con bicarbonato de sodio acuoso
saturado (2 x 100 mL), se secaron (MgSO4) y se concentraron para dar un aceite amarillo que se purificd
usando un sistema de cromatografia automatizado Biotage Isolera en condiciones de fase normal (columna de
silice, gradiente de 5 — 32 % de acetato de etilo en gasolina) con deteccién a 254 nm para dar diacetato de 6-
oxo-cannabidiol (2.03 g 33 %), como un aceite incoloro.

Rf = 0.45 {acetato de elilo - gasolina, 1: 4 v/v)

Al hidruro de aluminio y litio (355 mg, 9.37 mmol) en éter dietilico (36 mL) a 0 °C se afiadié diacetato de 6-oxo-
cannabidiol (0.92 g, 2.23 mmol) en éter dietilico (8 mL) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4
h. La mezcla resultante se enfrié en un bafio de hielo y se inactivé cautelosamente con agua (10 mL) gota a
gota. Se afiadié acido clorhidrico 1 M (60 mL) y la mezcla se extrajo con éter dietilico (100 mL). La capa organica
se lavd con salmuera saturada (80 mL), se secd (MgSO4) y se concentrd para dar un aceite amarillo palido que
se purificé usando un sistema automatizado de cromatografia Biotage Isolera en condiciones de fase normal
(columna de silice, gradiente de 7 — 47 % de acetato de etilo en gasolina) con deteccién a 254 nm para obtener
6-OH CBD (0.51 g, 69 %), como un sélido vitreo blanco.

Rf = 0.34 (acetato de etilo - gasolina, 3 ; 7 v/v)

AcO Na;Cr,O7
Piridina Acz0
CH.Cl, AcOH

Se confirmé que el material resultante era alfa 6-hidroxi-cannabidiol (6-OH CBD). El compuesto es un material
amarillo vidrioso semisdélido con la férmula quimica C21Hz003 y un peso molecular de 330.5 g/mol.

La pureza del compuesto se comprobé mediante HPLC, que demostré producir un material con una pureza del
95.6%.

El 6-OH CBD se almacené a -20°C y se protegié de la luz hasta que se requirié para la prueba.

Ejemplo 2: Evaluacién de la actividad anticonvulsiva del 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD) mediante
usando la prueba de convulsiones por electrochoque supramaximal (MES) en el ratén



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 992 665 T3

La eficacia del 6-OH CBD se prob4 en un modelo de convulsiones en ratones, la prueba de convulsiones por
electrochoque supramaximal (MES).

La prueba de convulsidén por electrochoque supramaximal (MES) se utiliza ampliamente de forma preclinica
para evaluar las propiedades anticonvulsivantes de moléculas y farmacos antiepilépticos estandar (Loscher et
al., 1991).

La prueba EME es un modelo muy estricto en el que los ratones reciben un estimulo eléctrico predeterminado
de alto nivel de intensidad suficiente para producir de forma fiable convulsiones ténicas extensoras de las
extremidades posteriores en el 100% de los animales de control. Como tal, la prueba MES es una evaluacién
rigurosa de la actividad anticonvulsiva (Swinyard, 1985).

Métodos

Los ratones ingenuos se aclimataron a la sala de procedimientos en sus jaulas domésticas, con comida y agua
disponibles ad libitum.

Los animales fueron dosificados i.p. de acuerdo con el grupo de tratamiento.

El vehiculo (10ml/kg i.p. 60 min tiempo de pretratamiento) fue 1:1:18 vehiculo 5% etanol, 5% kolliphor EL, 90%
solucion salina.

El compuesto de prueba, alfa 6-OH CBD se prepar6 de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1.

El compuesto de prueba, 6-OH CBD se administrd a dosis de 3, 30, 100 y 200mg/kg administrados a 10ml/kg
i.p. 60min de tiempo de pre-tratamiento.

Ademas, se administré una dosis de 100 mg/kg de CBD a 10 ml/kg i.p. @ 120 minutos antes del tratamiento
para evaluar el efecto del farmaco en un curso de tiempo mas largo.

El control positivo valproato se utilizé a 250mg/kg (10ml/kg i.p. 30min tiempo de pretratamiento).

Se evalué individualmente a los ratones en cuanto a la produccién de una convulsién ténica extensora de las
extremidades posteriores tras un electrochoque predeterminado de alto nivel (30 mA: 50 Hz) administrado por
la cérnea (0.2 segundos de duracién) de intensidad suficiente para producir de forma fiable convulsiones
ténicas de las extremidades posteriores en el 100% de los animales de control.

La induccién de convulsiones se mide como un efecto de todo o nada que se puntlia como presente (+) o
ausente (0) para cada animal.

Los datos fueron recolectados por un observador que desconocia el tratamiento de cada animal y se expresaron
como el nimero de + o 0 para cada grupo de tratamiento.

A continuacién se gener6 el porcentaje de inhibicién del grupo pertinente tratado con vehiculo (la proteccién
relativa a los controles tratados con vehiculo).

Las diferencias significativas entre los grupos de tratamiento individual y los grupos tratados con vehiculo se
evaluaron mediante la prueba de probabilidad exacta de Fisher de 2 colas (p<0.05 se consider6 significativa).

Resultados
La Tabla 1 muestra los datos obtenidos en este experimento.

En el grupo tratado con valproato de control positivo (250 mg/kg), administrado i.p. 30 minutos antes de la
prueba, se calificé a todos los animales como no convulsivos. Este resultado fue estadisticamente significativo
(p<0.001) en comparacién con el control con vehiculo.

En los grupos de tratamiento con 6-OH CBD, administrado i.p. 120 minutos antes de la prueba, la dosis de 3
mg/kg de 6-OH CBD fue ineficaz. Sin embargo, las dosis de 30, 100 y 200 mg/kg de 6-OH CBD permitieron a
todos los ratones del grupo soportar las convulsiones y produjeron un efecto estadisticamente significativo en
comparacién con el vehiculo (p<0.001).

Ademas, la dosis de 6-OH CBD (100mg/kg) administrada 120 minutos también produjo una reduccién
estadisticamente significativa de las convulsiones en comparacién con el control con vehiculo.

Tabla 1: Evaluacién del efecto de 6-OH CBD en la prueba MES
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%Tratamientog Dosis (mg/kg) N Tiempo de(rr::]ri?]t)ratamiento r;/sopi?:t%agl]?/th?gglo Significancia
CVehicuo . - 10 0 oo
Valproato . 250 110 o 100% | P<0.001 |
N T B S S ————
""""""""""" & . 100% P<0.001
“““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ 10 e | 100%  P<0.001 |
200 110 | 60 100% . P<0.001
100 10 | 120 100% . P<0.001

Conclusiones
Estos datos demuestran por primera vez un efecto terapéutico del compuesto 6-OH CBD.

Los datos que muestran que el 6-OH CBD administrado 2 horas (120 minutos) antes de que los ratones
recibieran el electrochoque demuestra que el compuesto fue capaz de tener un efecto duradero.

Estos datos son significativos, ya que aportan pruebas hasta ahora desconocidas de que este cannabinoide
puede tener valor terapéutico.

Ejemplo 3: Evaluacién de la actividad anticonvulsiva del 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD) usando la
prueba del umbral maximo de convulsiones por electrochoque (MEST) en el ratén

La eficacia del 6-OH CBD se probd en un modelo de ratén de convulsién generalizada, la prueba de umbral
méaximo de convulsion por electrochoque (MEST).

La prueba de umbral maximo de convulsién por electrochoque (MEST) se utiliza ampliamente de forma
preclinica para evaluar las propiedades pro o anticonvulsivas de los compuestos de prueba (Loscher et al.,
1991).

En la prueba MEST, la capacidad de un farmaco para alterar la corriente umbral de convulsién necesaria para
inducir convulsiones ténicas extensoras de las extremidades posteriores se mide segin un método "ascendente
y descendente" de titulacién del choque (Kimball et al., 1957). Un aumento del umbral convulsivo es indicativo
de un efecto anticonvulsivo. Los farmacos antiepilépticos, incluidos los bloqueadores de los canales de sodio
(por ejemplo, lamotrigina) con eficacia clinicamente probada contra las convulsiones tdnico-cldnicas
generalizadas, muestran todos propiedades anticonvulsivantes en esta prueba en el ratén.

Por el contrario, una reduccién del umbral convulsivo es indicativa de un efecto proconvulsivo como el
observado con agentes convulsivos conocidos tales como la picrotoxina.

La capacidad de un compuesto de prueba para alterar la intensidad del estimulo, expresada como corriente
(mA), necesaria para inducir la presencia de convulsiones ténicas extensoras de las extremidades posteriores,
se evalla en el MEST. El resultado de la presencia (+) o ausencia (0) de convulsiones tdnicas extensoras de
las extremidades posteriores observadas a partir de una corriente para producir la extensidén tdnica de las
extremidades posteriores en el 50% de los animales del grupo de tratamiento (CCsp ) determina el umbral
convulsivo para el grupo de tratamiento y los efectos se compararon a continuacién con el CCsg del grupo de
control con vehiculo.

Métodos
Detalles del estudio:

Los ratones ingenuos se aclimataron a la sala de procedimientos en sus jaulas domésticas durante un méaximo
de 7 dias, con comida y agua disponibles ad /ibitum.

Todos los animales se pesaron al comienzo del estudio y se asignaron aleatoriamente a los grupos de
tratamiento sobre la base de una distribucién media del peso corporal entre los grupos. Todos los animales se
dosificaron a 10 mL/kg mediante inyeccién intraperitoneal (i.p), bien sea con vehiculo, compuesto de ensayo a
3, 10 0 30 mg/kg o diazepam a 2.5 mg/kg.

Los animales se evaluaron individualmente en cuanto a la produccién de una convulsién ténica extensora de
las extremidades posteriores a los 30 min posdosis de vehiculo, a los 30, 15 y 60 min posdosis de 6-OH CBD
a 3, 10 y 30 mg/kg respectivamente, y a los 30 min posdosis de diazepam, a partir de un Unico electrochoque.
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El primer animal dentro de un grupo de tratamiento recibié una descarga a la corriente CCsq esperada o
estimada. Para los animales siguientes, la corriente se redujo o aumenté dependiendo del resultado de las
convulsiones del animal precedente.

Los datos generados de cada grupo de tratamiento se utilizaron para calcular los valores CCsq + SEM para el
grupo de tratamiento.

Compuestos de prueba:

Vehiculo: (5% etanol, 5% solutol, 90% solucién salina) se preparé como sigue: 2 mL de etanol, 2 mL de solutol
se calentaron a 60°C, en 36 mL de solucién salina (1:1:18).

Control positivo: se utilizé diazepam a 2.5mg/kg.

El compuesto de prueba, alfa 6-OH CBD se prepar6 de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1. El 6-
OH CBD se administré a 3, 10 y 30mg/kg (i.p.) en una formulacién 1:1:18 de etanol:solutol:solucién salina al
0.9%.

Recoleccién de muestras:

Cada animal fue sacrificado humanitariamente inmediatamente después de la produccién de una convulsién
por destruccién del cerebro al golpear el craneo, seguida de la confirmacién del cese permanente de la
circulacion por decapitacion segin The Humane Killing of Animals under Schedule 1 to the Animals (Scientific
Procedures) Act 1986. Tras la decapitacion se procedid a la recoleccién terminal de sangre y cerebro.

La sangre se recolect6 en tubos de litio-heparina y se centrifugé a 4°C durante 10 minutos a 1500 x g. Se
extrajo el plasma resultante (>100 pL) y se dividid en 2 alicuotas de tubos Eppendorf de 0.5 mL que contenian
100 pL de acido ascorbico (100 mg/mL) para su estabilizacién. Se extrajeron los cerebros, se lavaron en
solucién salina y se dividieron por la mitad. Cada mitad se colocé en crioviales separados con tapén de rosca
de 2 mL, se pesé y se congeld en cardice.

Analisis estadistico

Los datos de cada grupo de tratamiento se registraron como el nimero de + y 0 en cada nivel de corriente
empleado y esta informacion se utiliza a continuacién para calcular el valor CCsq (corriente necesaria para que
el 50% de los animales muestren un comportamiento convulsivo) + error estandar.

Los efectos del 6-OH CBD también se calcularon como cambio porcentual en el CCsg con respecto al grupo de
control con vehiculo.

Las diferencias significativas entre los animales tratados con farmacos y los controles se evaluaron segun
Litchfield y Wilcoxon (1949).

Resultados
La Tabla 2 muestra los datos producidos en este experimento, y la Figura 1 ilustra estos resultados.
En el grupo vehiculo, el valor de CCsp se calculd en 24.0mA.

En el grupo tratado con diazepam (2.5 mg/kg) de control positivo, administrado i.p. 30 minutos antes de la
prueba, el valor de CCs fue de 48.8mA. Este resultado fue estadisticamente significativo (p<0.001) en
comparacién con el control con vehiculo.

En los grupos de tratamiento con 6-OH CBD, administrado i.p. 30, 15 y 60 minutos antes de la prueba, las dosis
de 3, 10 y 30 mg/kg de 6-OH CBD produjeron un valor de CCsg estadisticamente significativo en comparacién
con el vehiculo en las tres dosis del compuesto.

Tales datos son indicativos de que este compuesto sera de beneficio terapéutico.

Tabla 2: Evaluacién del efecto de 6-OH CBD en la prueba MEST

| Dosis |, | _ llempode : . % de cambio con
! Tratamiento | { N i pretratamiento  :CCso+ SEM | . : Significancia :
z . (mghkg) (min) ; . respecto al vehiculo :
...... P S i s S
Diazepam 2.5 30 : 488+ 1.1 103% : P<0.001
| 6-OHCBD | 3 30 [ 30.0+1.1 25% P<0.001
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L 6OHCBD | 10 12 15 | 565+21 | 135% : P<0.001
6-OHCBD = 30 12 60 1102522 327% . P<0.001

Conclusiones

El 6-OH CBD produjo un aumento relacionado con la dosis en MEST, lo que proporciona evidencia de que este
compuesto exhibe propiedades anticonvulsivas. Se observaron efectos significativos con 3, 10 y 30 mg/kg, en
comparacién con el vehiculo.

Estos datos son significativos, ya que aportan pruebas hasta ahora desconocidas de que este cannabinoide
puede tener valor terapéutico.

Ejemplo 4: Farmacocinética del 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD)

El objetivo de este estudio fue determinar los pardmetros farmacocinéticos cerebrales y plasméticos del 6-OH
CBD tras una unica administracién intravenosa o intraperitoneal de 6-OH CBD al ratén; y determinar las
relaciones de concentracién cerebral: plasmatica del 6-OH CBD.

Métodos

Noventa y nueve ratones macho recibieron cada uno una dosis Unica intravenosa o intraperitoneal de 6-OH
CBD, como se detalla a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3: Detalles de la dosificacién

Ruta de la dosis Nivel de Dosis (mg/kg) Numero de animales

. Intravenosa | 1 57
intraperitoneal 3 57
intraperitoneal 10 27
intraperitoneal 30 57

Para cada formulacién, se formulé 6-OH CBD a la concentracién requerida en etanol: Kolliphor EL (Cremophor
EL): Solucién salina al 0.9% (p/v) (1:1:18, viviv).

Cada animal recibié una Unica administracion intravenosa, a través de una vena de la cola, a un volumen de
dosis nominal de 2 mL/kg o una Unica administracion intraperitoneal a un volumen de dosis hominal de 5 mL/kg.

Tras la dosificacidn, se recogieron muestras de sangre terminal de cada animal mediante puncién cardiaca, y
se extirparon cerebros, en cada uno de los siguientes puntos temporales:

Grupos intravenosos: 7, 15y 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12y 24 horas;
Grupos intraperitoneales: 15 y 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas.

La sangre se recolecté en tubos que contenian heparina de litio anticoagulante y se centrifugd para preparar
plasma. Las muestras de cerebro se congelaron en hielo seco, después se pesaron y se almacenaron
ultracongeladas antes del bioanalisis. Las restantes se desecharon. El plasma se estabilizd con un volumen
igual de solucién de acido ascérbico y se almacené ultracongelado antes del bioanalisis.

Se analizaron muestras de plasma estabilizado para determinar las concentraciones de 6-OH CBD, utilizando
métodos LC-MS/MS cualificados. Los resultados de estos anélisis se evaluaron para determinar parametros
farmacocinéticos no compartimentales.

Resultados

Las Tablas 4 y 5 muestran los resultados obtenidos en este estudio, y la Figura 2 ilustra los resultados. Se
determinaron los siguientes parametros:

Se determinaron los siguientes parametros:
Crmax Concentracién maxima observada.

Tmax Tiempo de méxima concentraciéon observada.
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AUCq: Avrea bajo la curva concentracion-tiempo desde la hora 0 hasta la Gltima concentracién cuantificable,

estimada mediante la regla lineal trapezoidal.

AUCq.4 Area bajo la curva concentracion-tiempo de la hora 0 a la hora 24, estimada mediante la regla lineal

1
Cl
Vss

Fabs

trapezoidal.
Vida media de eliminacién, determinada como In(2)/Az.
Depuracién, calculada (s6lo para dosis intravenosas) como Dosis / AUCq.int.

Volumen de distribucién, basado en la fase de eliminacién terminal, calculado (sé6lo para dosis
intravenosas) como Cl/Az.

Biodisponibilidad absoluta de la dosis intraperitoneal.
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Tabla 5: Relaciones cerebro: plasma para valores Cmax Y AUCo.04 de 6-OH CBD tras una Unica administracion
intraperitoneal de 6-OH CBD

Ruta de la dosis Nivel de Dosis (mg/kg)

..................................... R, S S ST S
..................................... s S S G o S
""""""""""""""""""" 1 T R R T N S
..................................... s I T s St et

Como puede observarse en la Tabla 4, tras la administracién intravenosa (1V) de 6-OH CBD, a un nivel de dosis
de 1 mg/kg, se observd Tmex a las 0.117 horas (7 minutos) posdosis. Tras alcanzar el Crmsx , las concentraciones
de 6-OH CBD disminuyeron, con una semivida (t12) de 0.451 horas. La depuracién plasmatica total fue de 48.7
mL/min/kg y el volumen de distribucién fue de 1.90 L/kg.

Tras la administracién intraperitoneal (IP) a 3, 10 o 30 mg/kg, se absorbié 6-OH CBD, con valores de Tmex de
0.250 horas (15 minutos) en cada nivel de dosis. Tras alcanzar la Cnex , las concentraciones plasméticas
disminuyeron, con valores de semivida (t1,2) que oscilaron entre 0.993 y 1.08 horas y similares en cada nivel de
dosis evaluado.

Tras la administracién IP, la exposicién al 6-OH CBD en plasma (evaluada por los valores de Cnux Y AUCq.24)
aument6 con cada incremento en el nivel de dosis entre 3 y 30 mg/kg. Los aumentos observados en la
exposicion fueron mayores que los proporcionales a la dosis, con aumentos de 16.7 veces para el Cpex ¥ 33.2
veces para el AUCq.24 para un aumento de 10 veces en el nivel de dosis.

La biodisponibilidad absoluta del 6-OH CBD tras la administraciéon IP fue del 52.1%, 75.8% y 173%, a 3, 10y
30 mg/kg respectivamente.

Tras la administracion sistémica, el 6-OH CBD apareci en el cerebro, con valores de Thux de 0.117 horas tras
la dosificacidon IV y que oscilaron entre 0.250 y 1 horas. Tras alcanzar el Cnsx , las concentraciones de 6-OH
CBD disminuyeron, con valores de semivida (t1,2) de 0.312 horas tras la administracién IV y que oscilaron entre
0.569 y 0.919 horas, con tendencia a aumentar con el incremento del nivel de dosis, tras la administracion IP.

Como puede verse en la Tabla 5, tras la administracién IP, la exposicién al 6-OH CBD en el cerebro (evaluada
por los valores de Cmeax Y AUCo.24) aumentd con cada incremento en el nivel de dosis entre 3 y 30 mg/kg. Los
aumentos observados en la exposicién fueron mayores que proporcionales a la dosis, con aumentos de 15.8
veces para Cnax ¥y 32.6 veces para AUCq.04 para un aumento de 10 veces en el nivel de dosis.

Las relaciones cerebro: plasma para 6-OH CBD Cnex ¥ AUCo.04 oscilaron entre 1.23 y 2.03 para Crax Y entre
1.41 y 2.01 para AUCq4 . Tras la administracion IP, las relaciones de ambos parametros fueron similares en
cada uno de los niveles de dosis evaluados. Sin embargo, las relaciones de ambos pardmetros fueron mayores
tras la administracion IV que tras la IP.

Conclusién

Tras la administracién intraperitoneal, el 6-OH CBD se absorbié con valores de T de 15 min para todas las
dosis IP; y de 7 min para 1 mg/kg IV.

Los resultados de este estudio proporcionan pruebas de buenos parametros farmacocinéticos
(biodisponibilidad, depuracion, etc.) para el compuesto 6-OH CBD.
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REIVINDICACIONES
1. 8-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD) para uso como medicamento.

2. 6-OH CBD para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el 6-OH CBD esta en forma de compuesto
sintético.

3. 6-OH CBD para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el 6-OH CBD esta en forma de compuesto
puro o aislado.

4. 6-OH CBD para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la dosis de 6-
OH CBD es superior a 100 mg/kg/dia.

5. 6-OH CBD para uso de acuerdo con una cualquiera de las rivindicaciones 1 a 3, en el que la dosis de 6-OH
CBD es inferior a 100 mg/kg/dia.

6. Una composicidén para uso como medicamento que comprende 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD) y uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

7. 6-hidroxi cannabidiol (6-OH CBD) para uso en el tratamiento de la epilepsia.
8. 6-OH CBD para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que la epilepsia tratada es en un mamifero.
9. 6-OH CBD para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el mamifero es un humano.

10. 6-OH CBD para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el mamifero es un perro.
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Figura 1: Efecto de 6-OH Cannabidiof (6-OH CBD) en el umbral de convulsiones
generalizadas inducidas por electrochoque (MEST) en el ratén
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* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 Cambic de significancia en umbral cuando se compara con el vehiculo propio
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Figura 2: Farmacocinéticas de 8-OH Cannabidiol {6-OH CBD) en plasma y cerebro de
ratones después de una administracion individual intravenosa o intraperitoneal
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