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DESCRIPCION

Formulacién para el manejo del dolor que comprende tetrahidrocannabinol (THC), cannabicromeno (CBC) y
cannabidiol (CBD) en una proporcidén determinada

Campo

La presente divulgacién se refiere en general a formulaciones que consisten en tetrahidrocannabinol (THC),
cannabicromeno (CBC) y cannabidiol (CBD), y uno 0 mas excipientes para uso en el tratamiento del dolor.

Antecedentes

Las personas que controlan el dolor a menudo recurren a opciones medicinales que alivian el dolor, pero que
van acompafiadas de efectos secundarios no deseados, como malestar estomacal, estrefiimiento y riesgo de
adiccidén. Se necesitan con urgencia alternativas a los medicamentos opiaceos.

Los cannabinoides son un grupo de compuestos estructuralmente similares aislados de las plantas de
cannabis, que activan los receptores de cannabinoides y los canales i6nicos en las células. Los cannabinoides
pueden sintetizarse o aislarse de plantas de cannabis o extractos de plantas (en este caso: un extracto de
planta que contiene cannabinoides). Los cannabinoides se pueden aislar de plantas o extractos en la medida
en que se obtengan en forma casi pura, o esencialmente pura, libre de cantidades significativas de otros
compuestos naturales, tales como otros cannabinoides o moléculas derivadas de plantas tales como los
terpenos. Los cannabinoides conocidos incluyen, pero no se limitan a, tetrahidrocannabinol (THC); cannabidiol
(CBD), cannabicromeno (CBC); tetrahidrocannabidivarina (THCV); é&cido tetrahidrocannabinélico (THCA);
cannabigerol (CBG); cannabidivarina (CBDV), cannabinol (CBN) y acido cannabididlico (CBDA). Las plantas
de cannabis se pueden cultivar para que tengan diferentes cantidades de un determinado cannabinoide, segln
sea deseable para diferentes propésitos. Hasta la fecha, el THC y el CBD se han considerado los cannabinoides
de interés predominantes.

Del CBD se han estudiado ampliamente sus efectos medicinales. Se considera que el CBD tiene un efecto
sobre la neurotransmisién mediada por el receptor 5SHT1A, asi como sobre el metabolismo de la anandamida
y la activacién de los canales del receptor TRPV1 que facilitan las respuestas mediadas por CB1y CB2 (Crippa
JS 2018).

El AS-THC ejerce una actividad agonista parcial sobre los receptores CB1y CB2 con una alta afinidad de unién
con el receptor CB1, lo que conduce a su actividad psicoactiva.

El cannabicromeno (CBC) es un importante cannabinoide no psicotrépico que se encuentra naturalmente en la
planta de Cannabis sativa (Elsohly M 2014).

Sin embargo, la proporcién de cada uno de estos cannabinoides en la planta de cannabis depende de las
condiciones ambientales de crecimiento, la ubicacién geogréfica, la genética y el quimiotipo (Lewis MA 2017).

El CBC tiene una afinidad moderada (Ki ~ 100 nanomolar) solo para los receptores CB2 y se une a los
receptores CB1 solo en concentraciones superiores a 1 micromolar (Shinjyo N 2013). Se ha sugerido que la
principal actividad del CBC en el cerebro depende en parte de la activacidn indirecta del receptor CB1 mediante
la inhibicién de la absorcidn celular de anandamida (De Petrocellis L 2011) y la activacidn de los canales TRPA1
(potencial del receptor transitorio A1) (Izzo y Capasso R 2012). De hecho, se ha encontardo que el CBC es el
agonista mas potente de todos los fitocannabinoides en los canales TRPA1 (Maione S 2011). EI CBC también
ha demostrado efectos antiinflamatorios (I1zzo y Capasso R 2012).

Se ha demostrado que el CBD puede actuar sinérgicamente con AS-THC y contribuyen al efecto analgésico del
extracto de cannabis de base medicinal (Russo 2011).

La actividad agonista del CBC con los receptores CB1 y CB2 puede ofrecer un enfoque prometedor para
potenciar el efecto de otros cannabinoides que ejercen sus actividades mediante la unidn y activaciéon de los
receptores CB1y CB2.

Se conocen los usos medicinales de los cannabinoides y se han descrito formulaciones especificas para tratar
el dolor. El documento W0O2007/083098 A1 (GW Pharma Ltd) describe extractos de plantas que contienen
cannabinoides para el tratamiento de la degeneracién neural. La publicacién de patente de EE. UU. No.
US2016/0106705 (United Cannabis Corp.) describe extractos de cannabis que tienen al menos cuatro
cannabinoides y un terpeno o flavonoide para su uso en el alivio de la ansiedad, el dolor y los trastornos
relacionados. El documento W02016/044370 A1 (India Globalization Capital Inc.) ensefia una formulacién
tépica para aliviar el dolor que contiene una combinacién de THC, CBD y cobalamina. El documento
W0O2013/165251 A1 (ECHO Pharmaceuticals BV) describe un método de evaporacién de pelicula fina para
obtener aislados que contienen THC, que pueden tener sélo trazas de CBN o CBD. En el documento
WO2012/144892 A1 (Fitagoras BV), se describe el uso de cannabinoides acidos como THC, CBD y otros
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cannabinoides para mejorar la resistencia celular natural de un animal a las enfermedades. Ademas, en el
documento WO2012/160358 A1 (GW Pharma Ltd.), se describe el uso de al menos uno de CBG, CBC, CBDV
y THCV como tratamiento del dolor neuropatico.

El potencial de las combinaciones de cannabinoides para usos medicinales no se ha explorado completamente.
Es deseable proporcionar una formulacién de cannabinoides con propiedades beneficiosas para su uso en el
manejo del dolor.

Resumen

La invencién se establece en el conjunto de reivindicaciones adjunto. Los métodos de tratamiento deben leerse
como la formulacién para su uso en el método de tratamiento.

Un objeto de la presente divulgacion es obviar o mitigar al menos una desventaja de formulaciones anteriores
para el manejo y tratamiento del dolor.

La formulacién incluye cannabidiol (CBD), (-)-trans-delta-9-tetrahidrocannabinol (A°-THC, o “THC” en el
presente documento), y cannabicromeno (CBC) en cantidades destinadas a controlar o tratar el dolor en
personas que lo necesitan. La formulacién comprende THC, CBC y CBD como cannabinoides primarios, junto
con uno 0 mas excipientes, diluyentes o vehiculos. Los cannabinoides primarios comprenden o consisten en,
en porcentaje en peso del total de cannabinoides primarios: 30 % - 45 % THC; 9 % - 35 % CBC;y 30 % -45 %
CBD. Los tipos de dolor que se controlaran con la formulacién incluyen, pero no se limitan a, el tratamiento del
dolor debido a cancer, lesion, accidente, cirugia, inflamacién, dafio tisular, artritis, dolor en las articulaciones,
dolor por infeccién, dolor gastrointestinal, diabetes, neuropatia diabética, neuralgia postculebrilla, dolor
neuropatico, neuropatia periférica o esclerosis multiple. La proporcién de los cannabinoides primarios es: 1:1:1
de THC:CBC:CBD en funcién del peso.

Otros aspectos y caracteristicas de la presente divulgacién resultaran evidentes para los expertos en la técnica
tras la revisién de la siguiente descripcién de realizaciones especificas.

Breve descripcién de las figuras

A continuacidén se describirdn realizaciones de la presente divulgacién, Unicamente a modo de ejemplo, con
referencia a las figuras adjuntas.

La Figura 1 Representa el esquema de estudio para la fase conductual descrita en el Ejemplo 4.

La Figura 2 Representa el sitio de prueba utilizado para la prueba de von Frey en la pata plantar de los animales
en el Ejemplo 4.

La Figura 3A Representa una fotografia de partes del cuerpo de animales relevantes para el movimiento para
las observaciones de MotoRater.

La Figura 3B Es un grafico de barras que muestra los cambios desde la linea base en los parametros de
movimiento de los animales después de una cirugia de ligadura del nervio espinal (SNL) en ratas, como modelo
de dolor neuropatico.

La Figura 4 proporciona una comparacién de los cambios en la puntuacién general de la marcha desde la linea
base para el modelo simulado versus el modelo de rata SNL.

La Figura 5 Representa cambios de peso corporal a lo largo del tiempo que ilustran los efectos de distintas
dosis de 1 a 3 cannabinoides en el peso corporal de ratas SD operadas con SNL.

La Figura 6 Representa el efecto de diferentes formulaciones de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL en ratas utilizando el umbral de retirada de la pata (PWT).

La Figura 7 representa el &rea bajo la curva (AUC) de la Figura 6 en un subconjunto de animales que tomaron
5 mg/kg de diferentes cannabinoides y la significancia estadistica de los grupos de tratamiento frente al vehiculo
para la prueba electrdnica de von Frey.

La Figura 8 Representa los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por los cambios del evF. El Panel A compara diferentes
grupos de tratamiento en un periodo de tiempo comun, mientras que el Panel B muestra comparaciones dentro
de un grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.

La Figura 9 representa la puntuacién general de la marcha entre el dia 7 y el dia 9 después del tratamiento en
tasas de SNL. El Panel A compara diferentes grupos de tratamiento en un periodo de tiempo comun, mientras
que el Panel B muestra comparaciones dentro de un grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.
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La Figura 10A Representa un grafico de barras vectoriales discriminantes que presenta el fenotipo motor
inducido por SNL, basado en el anélisis de componentes principales (PCA) de linea base (BL) y las diferencias
D7 en todos los grupos de estudio.

La Figura 10B es una ilustracién anatémica del sitio de ligadura del nervio espinal.

La Figura 10C Representa un diagrama de flujo del protocolo y los pardmetros del anélisis cinemético de la
marcha motora fina.

La Figura 11 representa el area bajo la curva (AUC) para un subconjunto de animales que toman 10 mg/kg de
diferentes formulaciones de cannabinoides. El panel superior ilustra el porcentaje desde la linea base dentro
de un grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.

La Figura 12 describe los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por el evF. El panel A representa una comparacién de
diferentes tratamientos en cada momento; El panel B representa comparaciones dentro de un grupo de
tratamiento a lo largo del tiempo.

La Figura 13 describe los efectos de multiples dosis distintas de formulaciones de cannabinoides sobre la
hipersensibilidad mecéanica utilizando evF, comparados a lo largo del tiempo. El panel A representa una
comparacion entre grupos de tratamiento, mientras que el panel B representa una comparacién dentro de un
grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.

La Figura 14 representa los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por el evF.

La Figura 15 Representa puntuaciones generales de la marcha de animales con SNL. El Panel Acompara entre
grupos de tratamiento, mientras que el Panel B compara dentro de un grupo de tratamiento a lo largo del tiempo.

La Figura 16 Representa representantes de los parametros cinematicos de la marcha que ilustran el impacto
de agregar CBC al CBD+THC en la linea base, D7, D8-5h, D8-9h y D9 después de la dosificacién.

La Figura 17 Representa una traza representativa de la corriente producida por la aplicacién de aceite de
mostaza 3000 uM.

La Figura 18 proporciona un esquema de ciertos aspectos del disefio del estudio del canal iénico.

La Figura 19A proporciona representacién grafica e informacién numérica de la actividad de los compuestos
en los receptores TRPA1 que muestran una curva de respuesta de la concentracién de CBD+THC de los
efectos agonistas en los Paneles A al F.

La Figura 19B proporciona una representacién grafica e informacién numérica de la actividad de los
compuestos en los receptores TRPA1 que muestran una curva de respuesta de la concentracién de CBD+THC
de los efectos agonistas en los Paneles G a L.

La Figura 20A muestra gréficos e informacion numérica de la actividad de los compuestos en los receptores
TRPA1 para una curva de respuesta de CBC de los efectos agonistas en los Paneles A al F.

La Figura 20B proporciona graficos e informacién numérica de la actividad de los compuestos en los receptores
TRPA1 para una curva de respuesta de CBC de los efectos agonistas en los Paneles G a L.

Descripcidn detallada
Generalmente, la presente divulgacidon proporciona una formulacién para usar en el tratamiento del dolor.

La formulacién contiene tres ingredientes cannabinoides principales, aunque también pueden estar presentes
otros cannabinoides. Para los tres ingredientes cannabinoides principales, las proporciones de los tres entre si
se han optimizado entre si. Los siguientes ingredientes cannabinoides principales estan presentes en la
formulacion: (-)-trans-delta-9-tetrahidrocannabinol (A°-THC), que en el presente documento se denomina
“THC”, cannabicromeno (CBC) y cannabidiol (CBD). La cantidad (porcentaje peso/peso) de THC:CBC:CBD
presente en la formulacion, expresada entre si como porcentaje de estos ingredientes cannabinoides primarios,
puede ser de 30 % - 45 % de THC; 9 % - 35 % CBC y 30 % - 45 % CBD.

Cuando dichos rangos se expresan como proporciones, la proporcién de THC, CBC y CBD es 1:1:1.

Las dosis dentro de estas proporciones, en cantidad en mg, pueden ser, por ejemplo: 5 mg de THC, 5 mg de
CBC y 5 mg de CBD por dosis. Una cantidad mayor por dosis, pero en proporciones similares, puede ser una
cantidad de 8 mg de THC, 8 mg de CBC y 8 mg de CBD por dosis. Es el contenido de cannabicromeno (CBC)
el que varia principalmente en esta formulacion, mientras que el contenido de THC y CBD se proporciona en
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cantidades similares que generalmente son iguales a la cantidad de CBC. Los tres ingredientes cannabinoides
principales estén presentes en cantidades aproximadamente similares.

Por consiguiente, en el presente documento se proporciona una formulacién para uso en un método de manejo
del dolor por parte de un sujeto que lo necesita, dicha formulacién comprende tetrahidrocannabinol (THC),
cannabicromeno (CBC) y cannabidiol (CBD) como cannabinoides primarios, y un excipiente; en el que los
cannabinoides primarios comprenden o consisten en, en porcentaje en peso:

30 % - 45 % THC,;
9%-35%CBC;y
30 % - 45 % CBD.

La formulacién asi utilizada se puede emplear para el tratamiento del dolor debido a cancer, lesién, accidente,
cirugia, inflamacion, dafio tisular, artritis, dolor en las articulaciones, dolor por infeccién, dolor gastrointestinal,
diabetes, neuropatia diabética, neuralgia postculebrilla, dolor neuropético, neuropatia periférica o esclerosis
multiple.

Los cannabinoides primarios estén presentes en la formulacién en cantidades de acuerdo con una proporcién
de THC:CBC:CBD de 1:1:1.

La formulacién se puede preparar en una forma de dosificacién seleccionada del grupo que consiste en una
pildora, tableta, capsula de gel, jarabe, aerosol a base de aceite y forma de aceite liquido.

La formulacién puede proporcionar una cantidad total de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg
de cannabinoide primario por dosis, preferiblemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 20 mg.
Por ejemplo, la formulacién puede proporcionar al sujeto THC:CBC:CBD en cantidades de hasta 20:20:20 mg
por dosis, preferiblemente en el intervalo de 5:5:5 a 10:10:10 mg por dosis.

Se proporciona un método para el manejo del dolor en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar
al sujeto una cantidad eficaz de una formulacién que comprende tetrahidrocannabinol (THC), cannabicromeno
(CBC) y cannabidiol (CBD) como cannabinoides primarios, y un excipiente; en el que los cannabinoides
primarios comprenden o consisten en, en porcentaje en peso:

30 % - 45 % THC,;
9%-35%CBC;y
y 30 % - 45 % CBD.

De acuerdo con el método, el dolor a tratar puede ser dolor debido a cancer, lesién, accidente, cirugia,
inflamacién, dafio tisular, artritis, dolor en las articulaciones, dolor por infeccidn, dolor gastrointestinal, diabetes,
neuropatia diabética, neuralgia postculebrilla, dolor neuropatico, neuropatia periférica o esclerosis maltiple.

La formulacién utilizada en los métodos puede ser una en la que los cannabinoides primarios estén presentes
en cantidades de acuerdo con una proporcién de THC:CBC:CBD de 1:1:1. En el método, la formulacién se
puede administrar en una forma de dosificaciéon seleccionada del grupo que consiste en una pildora, tableta,
capsula de gel, jarabe, aerosol a base de aceite o forma de aceite liquido. EI método puede implicar la
administracién de una cantidad total de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg de cannabinoide
primario por dosis, preferiblemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 20 mg por dosis. La
formulacion se puede administrar en cantidades para proporcionar al sujeto THC:CBC:CBD en cantidades de
hasta 20:20:20 mg por dosis, preferiblemente en el rango de 5:5:5 a 10:10:10 mg por dosis.

En el presente documento se describe el uso de una formulacién, en la que la formulacién comprende
tetrahidrocannabinol (THC), cannabicromeno (CBC) y cannabidiol (CBD) como cannabinoides primarios, y un
excipiente. El uso es para el tratamiento del dolor, o para la preparacién de un medicamento destinado al
tratamiento del dolor, en un sujeto que lo necesita, y los cannabinoides primarios utilizados en la formulacion
comprenden o consisten en, en porcentaje en peso:

30 % - 45 % THC,;
9%-35%CBC;y
30 % - 45 % CBD.

El uso puede ser para el tratamiento del dolor debido a cancer, lesién, accidente, cirugia, inflamacion, dafio
tisular, artritis, dolor en las articulaciones, dolor por infeccién, dolor gastrointestinal, diabetes, neuropatia
diabética, neuralgia postculebrilla, dolor neuropético, neuropatia periférica o esclerosis multiple.
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Los cannabinoides primarios se utilizan en la formulacién en cantidades de acuerdo con una proporcién de
THC:CBC:CBD de 1:1:1.

La formulacién se puede usar en una forma de dosificacion seleccionada del grupo que consiste en una pildora,
tableta, capsula de gel, jarabe, aerosol a base de aceite y forma de aceite liquido.

Cuando se usa como se describe en el presente documento, la formulacién puede proporcionar una cantidad
total de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg de cannabinoide primario por dosis, preferiblemente
de aproximadamente 5mg a aproximadamente 20 mg. Ademas, la formulacion se puede usar para
proporcionar al sujeto THC:CBC:CBD en cantidades de hasta 20:20:20 mg por dosis, preferiblemente en el
intervalo de 5:5:5 a 10:10:10 mg por dosis.

Cannabinoides primarios. El término “primario” pretende indicar los cannabinoides que son los principales
responsables del efecto deseado del manejo del dolor, como se describe en el presente documento. El THC,
el CBC y el CBD son los cannabinoides principales en este contexto. Si otro cannabinoide esta presente en la
formulaciéon en una cantidad menor, aproximadamente similar o incluso mayor, la cantidad presente no
significaria que el cannabinoide es un componente “primario” de la formulacién, aunque dichos cannabinoides
adicionales pueden estar presentes.

Fuentes de cannabinoides. Los cannabinoides primarios THC, CBC y CBD pueden estar presentes en la
formulacidén a partir de fuentes naturales, tales como de una o méas plantas de cannabis, y en particular de
extractos de las mismas. O los cannabinoides pueden obtenerse de una o mas fuentes aisladas, o de una
fuente sintética donde se sintetiza uno o0 més de los cannabinoides deseados. Se puede usar una mezcla de
cannabinoides naturales y sintéticos de modo que una fuente natural con un contenido variable (debido a las
condiciones de crecimiento u otras razones) pueda estandarizarse a cantidades predeterminadas usando
ajustes con fuentes sintéticas o aisladas.

Se puede obtener un extracto de una planta que esté especialmente modificada o cultivada en condiciones
conducentes a la produccién de una proporcién de cannabinoides particularmente adecuada a la proporcién
de cannabinoides primarios deseada, sin necesidad de alterar o complementar dramaticamente la cantidad de
cualquiera de los cannabinoides primarios presentes.

Si se desea la purificacién de cannabinoides, se pueden utilizar métodos de extraccién tales como la extraccién
con etanol o la extraccién basada en CO..

Las plantas se pueden mejorar o cultivar, o se pueden optimizar las condiciones de crecimiento para reflejar la
proporcidén requerida de THC:CBC:CBD. Ademas, se pueden combinar dos o mas plantas o extractos que
tengan proporciones diferentes de la proporcién deseada en cantidades que den como resultado la proporciéon
predeterminada deseada.

Otros cannabinoides pueden estar presentes incidentalmente en la formulaciéon y, si estan presentes, las
cantidades de dichos ingredientes cannabinoides adicionales no reducirian las caracteristicas de manejo del
dolor de la formulacién.

El manejo del dolor. El uso previsto de esta formulacién para el control del dolor puede incluir dolor relacionado
con el cancer, asi como dolor no relacionado con el cancer, tal como dolor agudo por lesién, accidente, cirugia,
inflamaciéon o por afecciones que dafian los tejidos, como artritis y dolor en las articulaciones, dolor por
infeccién, dolor gastrointestinal, diabetes, neuropatia diabética, neuralgia postculebrilla, dolor neuropatico,
neuropatia periférica, esclerosis multiple o por otras fuentes de dolor. La presente formulacién puede abordar
el dolor inflamatorio, el dolor neuropatico o el dolor en el que la inflamacién es una causa subyacente
contribuyente, que puede atribuirse a una mayor excitabilidad de las fibras sensoriales nociceptivas periféricas.
Se puede reducir la actividad alterada de los canales idnicos en las neuronas sensoriales, que causan dolor.
Esto puede abordar una serie de afecciones asociadas con la inflamacién crénica.

Sujetos y Poblaciones. La formulacién puede ser utilizada por humanos o por mascotas (animales de compafiia
como perros o gatos), asi como para animales de trabajo como caballos.

Los sujetos que necesiten un efecto terapéutico para el manejo del dolor en las indicaciones previstas pueden
usar la formulacién antes, durante o después de que surja el evento o la necesidad médica. El dolor del cancer
puede ser debilitante por varias razones y los tratamientos contra el cancer también pueden provocar episodios
dolorosos. El manejo con la formulacién aqui descrita puede evitar problemas inherentes al uso de opiaceos,
como el estrefiimiento y la adiccién. La adicién puede provocar un uso excesivo y, en Ultima instancia, el
abastecimiento ilegal de formulaciones de composicién impredecible, lo que puede provocar una sobredosis.

Con respecto al dolor no relacionado con el céncer, por ejemplo, antes de someterse a una cirugia donde
generalmente se puede anticipar el dolor, la formulacién se puede usar de manera profilactica para disminuir
el dolor que se anticipa. Para el dolor de una lesién o dafio inesperado causado por un accidente, la formulacién
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se puede usar de forma aguda o continua en el lugar o con medicamentos analgésicos mas fuertes o dafiinos,
como opioides o analgésicos AINE.

Modo y Formas de Entrega. La formulacién es susceptible de administracién oral, tal como en forma de pildora,
tableta, capsulas de gel, jarabe, aerosol a base de aceite 0 aceite liquido. La forma oral puede proporcionarse
en un alimento o como un complemento alimenticio, que puede afiadirse a un alimento para que sea mas
apetecible o sea mas facil de consumir por un sujeto. Es posible la absorcién tépica o nasal. Se puede utilizar
un vehiculo soluble en grasa, o nanoparticulas o microparticulas o emulsiones para que los cannabinoides
altamente solubles en grasa puedan absorberse mas facilmente. La formulacién se puede preparar como
inyectable, para administracién intravenosa, intramuscular o intraocular. La formulacién se puede administrar
en forma de vapor, tal como mediante vapeo, en un vaporizador o inhalador, o se puede calentar para provocar
volatilizacién e inhalacién, lo que podria considerarse como “fumar’.

Dosis. La formulacién se puede administrar en cantidades relativas de aproximadamente 5:5:5 (es decir, 1:1:1)
en funcién del peso de THC, CBC y CBD. Otros cannabinoides pueden estar presentes en estas formulaciones.
Por dosis, la cantidad total de cannabinoides primarios puede oscilar entre 0.1 mg y 50 mg, por ejemplo, entre
1 mgy 25 mg, o entre 5 mg y 20 mg por dosis. Si se administra en un liquido tal como un aceite, las cantidades
se pueden expresar en mg/ml, tal como de 0.1 mg/ml a 50 mg/ml por dosis, por ejemplo, de 1 mg/ml a 25 mg/ml,
o 5 mg/ml - 20 mg/ml por dosis. Las dosis se pueden usar seglin sea necesario dependiendo de la gravedad
del dolor experimentado, pero es posible que una persona desee usar la formulacién segln sea necesario,
desde una vez al dia (0 menos, si no es necesario) hasta mas frecuentemente, tal como tomar 6 dosis al dia,
con una frecuencia de cada 4 horas.

Una formulacidén ejemplar puede ser una forma de dosificacién sélida tal como una pildora, tableta o capsula
que contiene granulos. Alternativamente, la formulacién puede ser de base liquida y puede contener
cannabinoides primarios aislados o sintéticos, o puede ser un extracto de cannabis a base de aceite con
aproximadamente 5 mg/ml de AS-THC, aproximadamente 5 mg/ml de CBC y aproximadamente 5 mg/ml de
CBD en formas liquidas como aceite y aerosol a base de aceite, o una capsula de gel que contiene liquido
(capsula de gel blando). Si se utilizan capsulas que contienen liquido o gel, estas pueden tener un volumen
limitado, por ejemplo un volumen aproximado de 200 pl. La cantidad de miligramos indicada anteriormente
como rango de dosificacién puede incluirse en cada una de dichas capsulas, o las capsulas pueden formularse
para que estén menos concentradas en unidades de mg/ml. Cuando se utilizan capsulas menos concentradas,
la dosis adecuada se administra aumentando la cantidad de cdpsulas consumidas por dosis.

Excipientes e Ingredientes de Formulacién. La formulacién puede incorporar cualquier excipiente aceptable
conocido en la formulacidén de farmacos o cannabinoides. Dichos ingredientes pueden incluir almidén, celulosa,
alginatos, silicio coloidal, lubricantes tales como estearatos, sales, ingredientes acuosos y no acuosos (solubles
en grasa). Se tendrian en cuenta las consideraciones de formulacién habituales, como entenderia un experto
en la técnica.

Ejemplo 1
Formulacién para uso en el tratamiento del dolor por cancer

El dolor que acompafia al cancer es muy variable de acuerdo con el tipo de cancer, el tratamiento involucrado
y si los tumores en si mismos causan malestar al sujeto.

Una persona que experimente el dolor de un carcinoma en etapa 4 puede usar la formulacién para controlar
este dolor. Luego, el individuo puede consumir por via oral, de forma regular, por ejemplo cada 6 horas, una
dosis de la siguiente formulacién de cannabinoides a base de aceite.

La formulacién comprende 5 mg/ml de THC, 1 mg/ml de CBC y 5 mg/ml de CBD, en un liquido a base de aceite.
En el intervalo apropiado, el individuo puede tomar 1 ml por via oral.

Inicialmente, el individuo puede comenzar consumiendo 1 ml de la formulacién con una frecuencia de dos veces
al dia. La dosis se puede ajustar a una cantidad mayor con el tiempo a medida que el individuo se acostumbra
a la formulacién, hasta alcanzar una dosis de 1 a 2 ml, tomada de 4 a 6 veces por dia.

Ejemplo 2
Manejo del dolor como resultado de la cirugia
A veces, el dolor de la recuperacion de la cirugia se puede anticipar antes del procedimiento quirurgico.

Antes de una cirugia, es posible que el individuo desee mitigar el estrés o la preocupacién sabiendo que existe
un alivio eficaz del dolor. Después de una cirugia, o cuando una cirugia no requiere anestesia general o ayuno
extenso, tal como una cirugia oral (empastes o procedimientos de conducto radicular), el individuo puede
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consumir por via oral, antes si es posible, o después de la cirugia, una dosis de la siguiente formulacién de
cannabinoides a base de pastillas.

La formulacién comprende 5 mg de THC, 3 mg de CBC y 5 mg de CBD, en forma de pastilla, tableta o capsula
de gel blando. El individuo puede tomar 1 o 2 pastillas, tabletas o capsulas de este tipo por via oral
Opcionalmente, se puede consumir simultdneamente un alimento rico en grasas para ayudar a la eficiencia de
la absorcién intestinal, pero sélo en un momento en el que el consumo de alimentos esté permitido de acuerdo
con el régimen quirurgico.

Ejemplo 3
Formulacién para uso en el tratamiento del dolor después de una lesién.

El dolor que acompafia a un accidente o lesién agudo e inesperado puede ser debilitante para el individuo a
medida que avanza su recuperacion y curacién.

Una persona que experimente el dolor agudo provocado por un evento tan inesperado puede usar la
formulacién para controlar este dolor. Luego, el individuo puede consumir por via oral, de forma regular o segin
sea hecesario, una dosis de la siguiente formulacién de cannabinoides encapsulados a base de aceite hasta
que el dolor disminuya a un nivel tolerable.

La formulaciéon estad presente en capsulas de gel blando que tienen un volumen aproximado de 200 pl por
céapsula. Cada capsula contiene 5 mg de THC, 2 mg de CBC y 5 mg de CBD, en un liquido a base de aceite.
La céapsula de gel blando encapsula el liquido a base de aceite con una cubierta a base de gelatina que puede
incorporar otros ingredientes de la capsula de gel cominmente conocidos, tales como glicerina o sorbitol, para
permitir una facil deglucién. En el intervalo apropiado, el individuo puede tomar 1 capsula por via oral.

Inicialmente, el individuo puede comenzar consumiendo 1 capsula con una frecuencia de dos veces al dia. La
dosis puede aumentarse a una cantidad mayor si la dosis inicial es bien tolerada y a medida que el individuo
se acostumbra a la formulaciéon. Cuando el dolor es méas agudo, se puede utilizar una dosis de 1 a 2 capsulas,
tomadas de 4 a 6 veces al dia. Con el tiempo, a medida que el individuo se recupera y sana, la frecuencia de
uso se puede ajustar hasta una dosis de 1 capsula dos veces al dia, o incluso con menos frecuencia segun
sea necesario.

Ejemplo 4
Formulacién para el manejo del dolor

Introducciéon. A nivel mundial, hasta el 10 % de la poblacién se ve afectada por dolor neuropatico (Bouhassira
D, 2008; Colloca L, 2017) como una comorbilidad con quimioterapia, diabetes, trastornos inflamatorios e
infecciosos (Colloca L, 2017). Sin embargo, aln no se ha encontrado un tratamiento eficaz y seguro. Se ha
demostrado que varios cannabinoides poseen eficacia como antinociceptivos. En este ejemplo, se describe
una formulacién Unica para el tratamiento del dolor crénico. El dolor neuropético se caracteriza por sensaciones
de ardor y de vida eléctrica, dolor causado por estimulantes no dolorosos y, al persistir los sintomas, conduce
a alteraciones del suefio, ansiedad y depresién y deterioro de la calidad de vida (Colloca L, 2017). El estudio
fue disefiado para centrarse en el perfil fenotipico del dolor neuropético y abordar los desafios para la traduccidn
clinica.

Este estudio proporciona una evaluacién fenotipica conductual integral del impacto de los tratamientos con
cannabinoides en el dolor neuropatico crénico. Utilizando dos medidas diferentes de pruebas de umbral
mecénico, la prueba electrénica de von Frey y el ensayo cinematico mediante analisis de la marcha, se observd
una reduccién significativa de la hiperalgesia mecénica y la alodinia ipsilateral al nervio ligado tras el tratamiento
con cannabidiol (CBD), delta 9-tetrahidrocannabinol (A°-THC), Cannabicromeno (CBC) en proporcion 1:1:1.
CBD:THC:CBC en una proporcién de 5:5:5mg/kg o 10:10:10 mg/kg mostré una fuerte reducciéon de la
hipersensibilidad mecanica y una fuerte reversién de la alodinia tactil y mejoré efectivamente el rendimiento
cinematico del dolor neuropatico inducido por SNL. Sorprendentemente, a esta formulacién se le atribuy6 un
efecto analgésico superior en comparacién con la pregabalina, un analogo del GABA (4cido gamma
aminobutirico) que se encuentra entre las opciones de tratamiento de primera linea para el dolor neuropatico.
Este efecto analgésico parece estar mediado en gran medida por el cannabicromeno presente en la
formulacién.

Estos resultados ilustran que la formulacién actual (CBD:THC:CBC en una proporcién de 1:1:1) reduce
potentemente el dolor neuropético y ofrece un nuevo reemplazo para los opioides como analgésico. Ademas,
la adicién de cannabicromeno mitiga fuertemente el efecto analgésico del CBD y el A9-THC. Este hallazgo
muestra que agregar CBC permite la posibilidad de una reduccién significativa en la dosis diaria y la ingesta
total de CBD y A9-THC en pacientes con dolor crénico. Es importante destacar que CBD:THC:CBC en una
proporcién de 1:1:1 ofrece una nueva solucién cuando la calidad de vida de los pacientes se ve afectada debido
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al mal resultado de los opioides, el riesgo de dependencia de opioides, el aumento de la ingesta de
medicamentos y varias visitas a los proveedores de atencién médica.

Propésito del estudio. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de distintas dosis de 3 cannabinoides
sobre la intensidad de la hipersensibilidad mecanica inducida por SNL y el rendimiento cinematico alterado
como modelo validado de dolor neuropatico crénico. Los cannabinoides estudiados son el cannabidiol (CBD),
el cannabicromeno (CBC) y el delta 9-tetrahidrocannabinol (A°-THC). La cirugia de ligadura del nervio espinal
causa denervacibdn parcial dentro del nervio periférico (ciatico), provocando asi hipersensibilidad tactil (alodinia)
dentro del area de inervacion del nervio ciatico. El modelo de rata SNL se describié originalmente en 1992 (Kim
SH, 1992). Los cannabinoides poseen varias funciones de acuerdo con sus reacciones con el sistema
endocannabinoide. Ellos se encuentran entre los candidatos mas prometedores para estudiar diferentes tipos
de dolor.

El estudio en la vida se llev6 a cabo mediante las siguientes etapas:
N = 7-10 ratas por grupo
Dia 7 (O Dia -1 desde la cirugia):

- evaluacién de la alodinia tactil de linea base (sensibilidad mecénica de las ratas sin tratamiento) mediante la
prueba electrénica de von Frey (evF);

- registro de la cinematica motora fina de linea base
DO: SNL-cirugia;
DO0-D6: Periodo de cuidados postoperatorios

D7: - evF para definir la alodinia de linea base de lesion y obtener los resultados de las pruebas previas a la
dosificacién;

- ensayo cinematico para definir los déficits motores de linea base de la lesién y obtener los resultados de las
pruebas previas a la dosificacién

D8: - administracién de CBD, CBC y THC en D8
-evFalas2 h, 4 hy8h después de la dosificacién

- ensayo cinemético a las 5 h y 9 h postdosificacién (PD)
D9 -evF alas 24 h PD

- ensayo cinemético después de la prueba evF.

- eutanasia de 9 ratas/grupo.

Materiales y métodos

Animales

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con lo especificado en la licencia autorizada
por la Junta Nacional de Experimentacion con Animales de Finlandia y de acuerdo con las pautas de los
Institutos Nacionales de Salud (Bethesda, MD, EE. UU.) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

En total, se compraron 180 ratas macho Sprague-Dawley de Charles River Alemania y se sometieron a los
procedimientos del estudio. El peso corporal de las ratas fue de 200 a 300 g el dia de la cirugia SNL. Antes de
la cirugia SNL, en las manipulaciones y pruebas de linea base, el nimero de animales era aproximadamente
entre un 5% y un 10 % mayor, con el fin de anticipar las situaciones raras pero posibles que requieren
reemplazos de animales (por ejemplo, animales innatamente hipersensibles). Los animales se alojaron a una
temperatura estandar (22 + 1 °C) y en un ambiente con luz controlada (luces encendidas de 7 am a 8 pm) con
acceso ad libitum a comida y agua.

Todos los animales fueron operados mediante ligadura del nervio espinal; todos los grupos comprendieron n =
15. Los grupos de tratamiento recibieron las siguientes administraciones de articulos de prueba:

Grupo 1: tratado en D8 con vehiculo (solucién salina al 0.9 %)
Grupo 2: tratado en D8 y en D9 con Pregabalina (50 mg/kg)
Grupo 3: tratado en D8 con CBD (5 mg/kg) y THC (5 mg/kg)
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Grupo 4: tratado en D8 con CBD (5 mg/kg) y CBC (1 mg/kg) y THC (5 mg/kg)

Grupo 5: tratado en D8 con CBD (5 mg/kg) y CDC (5 mg/kg) y THC (5 mg/kg)

Grupo 6: tratado en D8 con CBD (10 mg/kg) y CBC (10 mg/kg)

Grupo 7 tratado en D8 con CBC (10 mg/kg) y THC (10 mg/kg)

Grupo 8 tratado en D8 con CBD (10 mg/kg) y THC (10 mg/kg)

Grupo 9 tratado en D8 con CBD (10 mg/kg) y CBC (10 mg/kg) y THC (10 mg/kg)

Grupo 10 tratado en D8 con CBD (10 mg/kg) y CBC (2 mg/kg) y THC (10 mg/kg)

Todas las ratas siguieron el mismo disefio de estudio hasta completar las pruebas de comportamiento D9.
Tabla 1 muestra los detalles del tratamiento.

Estos resultados se presentan para un subconjunto de tratamiento de 5 mg/kg. Los resultados del subconjunto
de tratamiento de 10 mg/kg se presentan a continuacién.
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La Figura 1 Proporciona un diagrama esqueméatico del paradigma de estudio. El diagrama tiene la forma de un
esquema que presenta la fase de comportamiento del estudio, realizada en todos los animales del estudio
hasta las pruebas D9. Los puntos de tiempo de las pruebas de Motorater en D8 no se muestran, ya que las
dos rondas de prueba se llevaron a cabo primero después de terminar el evF de 4 h y la segunda después de
terminar el evF de 8 h.

Articulos de prueba y formulacién. Los articulos de prueba se manipularon y almacenaron de acuerdo con
procedimientos operativos estandar. Las formulaciones de dosis se prepararon de acuerdo con las
instrucciones detalladas proporcionadas por el proveedor.

Administracién de Drogas. Se administraron articulos de prueba, su vehiculo o Pregabalina (farmaco de control
positivo) de acuerdo con la tabla 1 en el dia 8 del estudio a todos los animales del estudio. La ruta de
administraciéon de los Cannabinoides o vehiculo fue intragastrica (p.o.), mientras que la Pregabalina se
administré por via intraperitoneal (i.p.). Ademas del D8, se administré Pregabalina en D9, 2 h antes de la prueba
evF.

Cirugia de ligadura del nervio espinal (SNL). Los animales se enrolaron en cirugia SNL en cohortes diarias de
n=6. Las ratas recibieron primero una dosis intraperitoneal de 0.03 mg/kg de buprenorfina (Temgesic), un
minimo de 30 minutos antes de la cirugia, para aliviar el dolor operatorio y postoperatorio no relacionado con
la neuropatia. Antes del procedimiento de ligadura del nervio espinal (SNL), las ratas fueron anestesiadas con
isoflurano en 70 % N>O y 30 % Oo; con un caudal de 300 ml/min. La anestesia se indujo en una cadmara con
isoflurano al 5 % durante 2-3 minutos y luego se mantuvo a través de una méascara de hocico con isoflurano al
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1-2 %. Se utilizé6 un sistema de manta homeotérmica para controlar y mantener la temperatura rectal a 37.0 °C
+1.5 °C durante la operacion.

Se realizé una incisidén dorsal que se extendia desde L3 a S2 en el érea dorsal medial de la rata utilizando una
técnica aséptica. Se expuso el proceso interarticular posterior L6/S1 utilizando una combinacién de diseccion
roma y afilada. El proceso transversal L6 en la columna vertebral se visualizé y se eliminé parcialmente sin
manipular los nervios, seguido de la exposiciéon de los nervios espinales L4 y L5 distales a su salida de los
agujeros intervertebrales.

El nervio L5 se ligé firmemente con sutura de seda 6-0. Luego se ubicé el nervio L6 caudal y medial a la unién
sacroiliaca y se ligé firmemente con sutura de seda 6-0, de manera similar a L5. Ambas ligaduras se realizaron
con nudos dobles.

Después de realizar las ligaduras, se cerraron las capas musculares, el tejido conectivo y la piel y se permitié
a los animales recuperarse de la anestesia en una jaula homeotérmica. Las ratas fueron monitorizadas hasta
que estuvieron completamente despiertas y moviéndose en la jaula.

El periodo de cuidados postoperatorios se realizé dos veces al dia durante 7 dias después de la cirugia e
incluyé los siguientes procedimientos. Observacién cuidadosa del estado general y el bienestar junto con el
seguimiento de la pata operada y el modo de andar del animal. La herida quirdrgica y las suturas se revisaron
(y se desinfectaron adecuadamente cuando fue necesario) dos veces al dia, hasta que la herida se cerré
correctamente. 0.03 mg/kg de buprenorfina s.c. se administr6 los dos primeros dias postoperatorios,
aproximadamente cada 12 horas. Rehidratacién con 4 ml de solucién salina estéril i.p. directamente después
de la cirugia, continuando dos veces al dia durante 7 dias, o hasta que no se produzca més pérdida de peso.
Se registrd cualquier signo claro de dolor, déficit motor o problemas de salud mas alla del modelo y la cirugia y
los animales con paralisis u otro déficit motor no relacionado con el modelo se excluyeron de pruebas
adicionales.

Prueba de alodinia tactil (evF) y evF previa a la manipulacién y de linea base.

En este estudio, la sensibilidad mecéanica a los estimulos tactiles se definié en cuatro puntos de tiempo mediante
el uso de un dispositivo electrénico von Frey (evF) junto con el software de analisis adjunto (Somedic®, Suecia).

Antes de someter a las ratas a la evF de linea base, fueron manipuladas previamente durante 2-3 minutos en
dos dias consecutivos, con el fin de disminuir la hipersensibilidad en la prueba. La manipulacién previa se
realizé6 como méaximo 3 dias antes de las pruebas de linea base. La EVF de linea base se realiz6 un minimo
de 5 dias después de su llegada a las instalaciones para animales de CR y un méximo de 5 dias antes del dia
de la cirugia (d0).

Las ratas que mostraban una hipersensibilidad innata fueron descalificadas del estudio. La hipersensibilidad se
defini6 como un umbral de retirada de la pata (PWT) de linea base de <20 g con una sonda de 1 mm. Después
de la prueba evF de linea base, las ratas se pesaron, numeraron y distribuyeron en grupos de tratamiento de
manera uniforme con respecto al PWT de linea base y el peso corporal.

Antes de cualquier procedimiento (manipulacién o prueba), a los animales se les permitié6 una habituacién de
60 minutos en la sala donde se realizaron los procedimientos.

Para realizar la prueba evF, las ratas se colocaron en cdmaras de prueba individuales de von Frey colocadas
sobre una malla de acero elevada. Posteriormente, se permitié que las ratas se adaptaran en las camaras, y la
prueba per se comenzé una vez que se hubieran asentado, seguido de la exploraciéon de la cdmara y el
acicalamiento (aproximadamente 15 minutos). La prueba se realizé6 mientras los animales se acicalaban,
orinaban, defecaban o dormian. A continuacién se proporciona una descripcién adicional del procedimiento de
prueba.

Realizacién de la prueba evF. La alodinia mecanica se evalué mediante la prueba evF antes de la cirugia SNL
(linea de base), para definir los niveles de sensibilidad individuales de los animales del estudio. A continuacién,
se realizé la evF en D7 después de la SNL, para evaluar la hipersensibilidad provocada por la cirugia de SNL
y para proporcionar valores de sensibilidad previos a la dosificaciéon para comparacién. En D8, los animales se
sometieron a la prueba a las 2 h después de la dosificaciéon (PD), alas 4 h PD y a las 8 h PD. Posteriormente,
la prueba se realiz6 a las 24 h PD, es decir, en D9. En D9, el grupo 2 recibié Pregabalina (i.p) 2 h antes de la
prueba.

En cualquier dia de prueba, se permiti6 que las ratas se adaptaran en la sala de pruebas durante
aproximadamente 1 hora antes de la prueba. Parte de este tiempo se utilizé para probar la adaptaciéon de la
camara, con el fin de reducir el estrés y facilitar las pruebas. La prueba puede comenzar cuando los animales
hayan explorado los alrededores, se hayan acicalado y se hayan calmado. A una rata no se le hacen pruebas
en caso de que esté orinando, defecando o durmiendo.
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El aparato evF se utilizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, en cada medicién, la
fuerza se aplica a la superficie plantar media de la pata trasera a un ritmo linealmente creciente.

El didmetro de la sonda evF utilizada fue de 1 mm y la velocidad de ascenso elegida de la fuerza 10 g/s. La
linealidad de la aplicacién de fuerza se controlé en tiempo real. El aparato registré la fuerza aplicada (en
gramos) que provocé la retirada de la pata como resultado para el ensayo.

Durante la prueba se tomaron notas para poder distinguir los posibles efectos sedantes de los articulos de
prueba de los efectos sensoriales.

En total, se aplicaron 5 mediciones repetidas a cada pata trasera en cada punto de tiempo, dejando un intervalo
minimo de 3 minutos entre las repeticiones. Se determinaron las medianas de las 5 repeticiones de medicién
de cada pata en cualquier momento dado. También se probaron ambas patas ipsi y contralateral cada dia de
prueba.

La Figura 2 Muestra el sitio de prueba de von Frey en la pata plantar.

Analisis cinematico de la marcha de motricidad fina. Las ratas fueron sometidas a un anélisis de la marcha en
la linea base y en los dias 8, 9, 11, 14 y 17 del estudio, a un minimo de 30 minutos después de la prueba evF.
El ensayo fue llevado a cabo por MotoRater (TSE Systems, Homburg, Alemania), con el modo de caminar.
Antes de comenzar la prueba, se marcaron los puntos esenciales del cuerpo (por ejemplo, articulaciones,
extremidades, nariz, cola) para su seguimiento. La informacién del rendimiento de la marcha se capturé
utilizando una camara de alta velocidad (300 fotogramas/segundo) desde abajo y en ambos lados. A
continuacién, los videos capturados fueron convertidos al software SimiMotion™. Los datos brutos se
obtuvieron siguiendo los puntos marcados del cuerpo en los videos grabados en las 3 dimensiones. Los datos
brutos, por lo tanto, comprendian la correlacién de los movimientos de diferentes puntos del cuerpo en
coordenadas relacionadas con el suelo y cada tres dimensiones.

Se analizaron diferentes patrones de marcha y movimientos utilizando un sistema de analisis automatizado
hecho a medida. En total se obtuvo informacién sobre mas de cien parametros cineméticos. Estos
comprendian, por ejemplo:

- Parametros generales del patrén de marcha, tales como: tiempo y velocidad de zancada, ancho de zancada,
tiempo de postura y balanceo durante una zancada y coordinacién entre extremidades.

- Parametros de postura y equilibrio corporal, tales como: espacio libre de los dedos de las patas, altura de la
cresta iliaca y de la cadera, protraccién y retracciéon de las extremidades posteriores, posicién y movimiento de
la cola.

- Habilidades de motricidad fina, incluidas, por ejemplo, la velocidad de balanceo durante una zancada, la
métrica de tirdbn durante la fase de balanceo, los rangos de angulo y las desviaciones de diferentes
articulaciones, y los movimientos de la cabeza verticales y horizontales.

Todos los datos de Motorater se analizaron para los distintos parametros, asi como para todos los parametros
combinados, mediante andlisis de componentes principales (PCA). Los resultados obtenidos produjeron el
fenotipo modelo en el andlisis de la marcha, es decir, la diferencia entre los animales tratados con vehiculo y
cannabinoides con respecto a los pardmetros individuales y la PCA.

Ademas de la prueba inicial, las pruebas motoras se realizaron en total cuatro veces durante el transcurso de
la fase de estudio del comportamiento:

- en D7, para evaluar los defectos motores especificos del modelo antes de la dosificacion
- en D8, después de finalizar el evF de 4 h

- en D8, después de finalizar el evF de 8 h.

- en D9, después de finalizar el evF de 24 h

El ensayo cinematico no se realizé a los animales antes de un minimo de 30 minutos después de la prueba
evF.

La Figura 3Ay la Figura 3B muestran el fenotipo motor inducido por SNL, basado en las diferencias de PCAde
BL y D7 en todos los grupos de estudio.

La Figura 3Ailustra el seguimiento de movimiento y el modelo cinemético. El seguimiento de movimiento implica
el uso de MotoRater para observar al animal desde 3 lados simultdneamente (ventral, izquierdo, derecho) y
proporciona lecturas detalladas de TODAS las partes del cuerpo relevantes para el movimiento, es decir, patas,
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tobillos, articulaciones, cola, cabeza, cadera, cresta iliaca, etc., lo que permite deteccidn fiable de desviaciones
sutiles, aparicién temprana de sintomas y efectos del tratamiento.

La Figura 3B ilustra la direccién discriminante para la “Distancia desde la linea de base’. Los gréaficos de barras
ilustran qué parametros cambiaron después de SNL (cero = BL o linea de base). La longitud y la direccién de
la barra indican el peso que cada parametro aporta al puntaje general.

El fenotipo motor del modelo SNL se puede caracterizar e interpretar como la siguiente combinacién de cambios
en las caracteristicas de la marcha:

- la velocidad general aumenta, lo que se debe principalmente a una mayor distancia de zancada (mayor
longitud de paso).

- la coordinacién entre las extremidades no cambia drasticamente, excepto que aumenta la asimetria en el
ritmo de alternancia izquierda-derecha de las extremidades posteriores (acoplamiento L/R H).

- la altura general de la cadera y el rango vertical de movimiento de la cadera aumentan (media/méximo/rango
de la base de la cola, altura de la cadera, rango de altura de la cadera, altura de la cresta iliaca)

- la posicién de la punta de la cola es mas baja (punta de la cola minima/media/méaxima)
- el rango del 4ngulo de la cadera aumenta
- el espacio libre para los dedos de las extremidades posteriores aumenta.

Las puntuaciones generales de la marcha presentadas en las siguientes tres diapositivas reflejan todos estos
cambios juntos (usando el vector de direccién discriminante como un “criterio”) y se presentan de manera que
la puntuacién promedio en la linea base sea igual a cero. La puntuacién media de todos los grupos de estudio
en D7 es igual a 3.107 (puntuacidn z). La disminucidn de la puntuacién general significa que el rendimiento de
la marcha ha cambiado hacia el estado anterior a SNL (BL).

La Figura 4 ilustra la puntuacién general de la marcha (distancia desde la linea de base), que proporciona
ejemplos de pardmetros de la marcha individuales que se enfatizan en el vector discriminante exhibido para el
simulacro (barras mas claras en el lado izquierdo de los emparejamientos) versus el modelo de rata SNL (barras
més oscuras en el lado derecho de los emparejamientos). La puntuaciéon de la marcha general depende de
todos los pardmetros de la marcha juntos que estan vinculados al modelo SNL.

Monitorizacién del peso corporal. El peso corporal de los animales se registré en la prueba evF de linea base,
el dia de la cirugia (DO) y diariamente a partir de entonces.

Criterio de valoracién, muestras de sangre y procesamiento de tejidos. En D9, después de la ultima prueba
motorater, se completé la fase de estudio conductual eligiendo 6 ratas por grupo para continuar en la fase PK.
El resto de los animales fueron sacrificados por sobredosis de CO,y decapitacién.

El dia del criterio de valoraciéon de la fase PK, en D11, las ratas fueron anestesiadas terminalmente con
pentobarbital (60 mg/kg de Mebunat). Se recogieron muestras de sangre mediante punciones cardiacas y se
aisl6 el plasma mediante centrifugacién a 2000 x g durante 10 minutos. Las muestras de plasma separadas se
transfirieron a tubos limpios y se almacenaron a -80 °C hasta su envio.

A continuacién, los animales fueron perfundidos transcardialmente primero con PBS. Los cerebros se
separaron del craneo y se congelaron rapidamente en N liquido. A partir de entonces, las muestras de cerebro
se almacenaron a -80 °C hasta su envio.

Los DRG lumbares se prepararon para observar y se recolectaron desde ambos lados. Los GRD lumbares L4-
L6 de cada lado se agruparon en un tubo de 2 ml preetiquetado (GRD ipsilaterales en un tubo; GRD
contralaterales en otro) y se realizd la fijacion posterior en formalina comercial al 10 % durante 24 h (+ 4 °C).
Finalmente, las muestras de DRG se lavaron brevemente con PBS 0.1 M y se almacenaron en el tampén a +
4 °C hasta y durante el envio.

Estado de salud general y criterios de valoracién humanos. Los animales fueron monitorizados diariamente por
personal de laboratorio. En el caso de que el estado de salud general de un animal haya empeorado
significativamente, se le sacrificara mediante una sobredosis de CO,, y decapitara. Las definiciones de criterios
de valoracién aceptables incluyen: ausencia de movimientos espontaneos e incapacidad para beber o comer
en un periodo de observaciéon de 24 h, sangrado masivo, inflamacién espontanea, pérdida de anatomia,
hinchazdn o tumores de mas de 20 mm e incapacidad para enderezarse durante un periodo de 30 s.

Ademas, se aplican criterios de valoracién especificos del modelo:
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- la sutura de la herida se abre tres veces (la primera vez se hicieron nuevos puntos; la segunda vez se puede
utilizar ademas pegamento tisular).

- inflamacién de la herida que empeora a pesar de 48h de tratamiento.

- paralisis de cualquier extensién de cualquiera de las patas traseras.

- automutilacién que en ocasiones se asocia con modelos de dolor neuropético.
Equipos y reactivos. En el estudio se utilizaron los siguientes materiales y sustancias:
- plano de prueba de malla de acero: Ugo Basile, Alemania

- camaras de prueba de plexiglas: Ugo Basile, Alemania

- prueba electrénica de hardware y software de von Frey: Somedic, Suecia.

- MotoRater: TSE Systems, Homburg, Alemania

- equipo de anestesia gaseosa: Aparato de Harvard

- liquido de isoflurano: Attane Vet

- microscopio de luz: Microscopio estereoscédpico Zeiss, Stemi DV4

- termostato y sonda para manta quirirgica homeotérmica: Aparato de Harvard
- sutura de Seda para las ligaduras: 6-0 Ethicon

- sutura de poliamida (5-0): Ethicon

- buprenorfina Temgesic®: Oriola Finlandia

- 0.9 % NaCl (solucién salina): Braun

Anélisis estadistico. Todos los valores se presentan como media + error estdndar de la media. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con un nivel de significancia de a = 0.05, utilizando GraphPad Prism (Versién 8,
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Dependiendo de las caracteristicas de los datos, las pruebas
estadisticas se seleccionaron entre los siguientes parametros.

Se realizaron comparaciones simples entre dos grupos mediante la prueba t de Student no apareada o, cuando
el supuesto de normalidad fue rechazado por la prueba de D'Agostino-Pearson o Shapiro-Wilk, mediante la
prueba U de Mann-Whitney. Se utilizd la prueba t de Welch para comparaciones por pares si se suponia que
los datos estaban distribuidos normalmente, en caso contrario con varianzas desiguales. Para las
comparaciones entre dos mediciones realizadas en el mismo conjunto de sujetos, se utilizd la prueba t de
Student pareada o la prueba de rangos con signos de Wilcoxon, segun correspondiera.

Las comparaciones que involucraron a méas de tres grupos independientes se llevaron a cabo mediante anélisis
de varianza unidireccional (ANOVA) o, si los datos no se distribuyen normalmente, mediante la prueba de
Kruskal-Wallis. Si el factor grupo/tratamiento fue significativo, se realizaron comparaciones mdultiples post hoc.
Para comparar todas las medias con todas las demés medias, se utilizé la prueba de Tukey o la de Holm-Sidéak.
Las comparaciones con la media del grupo de control se realizaron mediante la prueba de Dunnett. En el caso
de la prueba de Kruskal-Wallis, se realizaron multiples comparaciones post hoc utilizando la prueba de Dunn.

Para observaciones repetidas en el mismo grupo, los valores coincidentes se analizaron mediante ANOVA de
medidas repetidas (para datos distribuidos normalmente) o la prueba de Friedman (para grupos donde se
rechazé el supuesto de normalidad). Las comparaciones entre dos o més grupos realizadas en diferentes
puntos fueron analizadas mediante ANOVA de medidas repetidas de dos vias con grupoftratamiento como
factor “entre” y tiempo como factor “dentro”. Inicialmente se determinaron los efectos principales del grupo y el
tiempo y, en caso de su interaccién significativa, se realizaron comparaciones multiples relevantes post hoc.

Resultados

No hubo diferencias significativas en el peso corporal de varios grupos de ratas Snl a lo largo del estudio. No
se observd significancia estadistica al comparar diferentes grupos de tratamiento con animales tratados con
vehiculo.

La Figura 5 muestra los efectos de distintas dosis de 1 a 3 cannabinoides sobre el peso corporal de ratas SD
operadas con SNL. Los datos se presentan como media + SEM. Tamafios de grupo: Vehiculo, n = 12;
Pregabalina, n = 12; CBD+CBC 10 mg/kg, n = 9; CBC+THC 10 mg/kg, n = 9; CBD+THC 10 mg/kg, n = 9;
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CBD+THC 5 mg/kg, n = 7, CBD+CBC+THC 5 mg/kg, n = 9; CBD+THC 5 mg/kg +CBC 1 mg/kg, n = 9. ANOVA
de dos vias, post hoc de Tukey.

Se descubrié que CBD:THC:CBC en una proporcién de 5:5:5 mg/kg reduce la hipersensibilidad mecéanica
debida al dolor crénico. Este fue un hallazgo importante.

Para evaluar la hipersensibilidad mecénica, este estudio emple6 von Frey electrénico (evF) 8 dias después de
la cirugia, asi como el umbral de retirada de la pata determinado dentro de las 24 horas posteriores a la
dosificacion en cada grupo de tratamiento. Los resultados se graficaron y se compararon con la linea base
(tiempo 0).

La Figura 6 muestra el efecto de los cannabinoides sobre la intensidad de la hipersensibilidad mecénica
inducida por SNL en ratas. El porcentaje desde PWT de linea base se evalu6 después de una variedad de
puntos de tiempo para diferentes tratamientos. El efecto de los cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecéanica inducida por SNL se midi6 el dia 7 y luego 2, 4, 8 y 24 horas después del
tratamiento. Los datos se presentan como media + SEM para los valores de porcentaje de la linea base en los
puntos de tiempo posteriores a SNL. Las curvas del grafico se utilizaron para analizar las AUC. Las siguientes
abreviaturas se definen como D7: Dia 7; D8: Dia 8; D9: Dia 9. CDB: cannabidiol; CBC: cannabicromeno; THC:
A-9 Tetrahidrocannabinol. AUC: Area bajo la curva. CBD+THC+CBC 5 mg/kg: Tratamiento con CBD 5 mg/kg y
THC 5 mg/kg y CBC 5 mg/kg.

La Figura 7 ilustra el area bajo la curva (AUC) que representa la significancia estadistica de los grupos de
tratamiento vs. la medida del vehiculo mediante la prueba electronica de von Frey. El efecto de los
cannabinoides sobre la intensidad de la hipersensibilidad mecanica inducida por SNL se midié a las 2, 4, 8 y
24 horas y las curvas se utilizaron para medir el area bajo la curva; Los datos se presentan como media + SEM
analizada con la prueba t de Welch no apareada; * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001**** p < 0.0001.

El tratamiento de ratas con CBD+THC+CBC a 5:5:5 mg/kg redujo significativamente la hipersensibilidad
mecénica inducida por SNL en comparacién con el grupo de vehiculos en la prueba evF (p < 0.01).
Curiosamente, el tratamiento con CBD+THC+CBC a 5:5:5 mg/kg causé una reduccidn significativamente mayor
de la hipersensibilidad mecénica en comparacién con el control positivo de Pregabalina (p = 0.0186), como se
evidencia en la Figura 6 y la Figura 7, asi como en los datos presentados a continuacién Tabla 2).

Tabla 2 - Comparacién multiple/de pares de los grupos de tratamiento en el drea de von Frey electrénica
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El analisis del area bajo la curva (AUC) ilustré un marcado aumento del AUC en ratas tratadas con
CBD+THC+CBC a 5:5:5 mg/kg en comparacién con las ratas tratadas con CBD:THC:CBC a 5:5:1 mg/kg
(Figura 6 y Figura 7) (p = 0.0019). Por lo tanto, aumentar el cannabicromeno de 1 a 5 mg/kg cambié
notablemente los umbrales de abstinencia mecénica durante un periodo de 24 horas.

La Tabla 2 muestra una comparaciéon mdultiple/por pares de grupos de tratamiento en el area electrénica bajo la
curva (AUC) de von Frey. Fondo gris claro: p < 0.05 de acuerdo con las comparaciones multiples de Tukey;
Fondo gris oscuro: p < 0.05 de acuerdo con el LSD de Fisher para comparaciones por pares. Dif: Diferencia.
CL: Intervalo de confianza. SE: Error estandar.

Aunque se indicé que el tratamiento de ratas con CBD:THC en una proporcién de 5:5 mg/kg era eficaz para
reducir la intensidad de la hipersensibilidad mecéanica en la prueba evF en comparacién con el vehiculo (p <
0.05), la adicién de 5 mg/kg de cannabicromeno al compuesto, parecié potenciar el efecto del CBD y el THC (p
< 0.01). Para respaldar esta idea, el CBD+THC+CBC a 5:5:5 mg/kg también mostré una eficacia notablemente
mayor que la Pregabalina (p = 0.0186), mientras que el CBD+THC a 5:5 mg/kg (sin CBC) fue comparable a la
Pregabalina en la reduccion de la hipersensibilidad mecanica (p = 0.6414) (Tabla 2). Comparaciones de grupos
adicionales en cada punto de la prueba conductual arrojarian luz sobre el impacto de agregar cannabicromeno.

La Figura 8 muestra los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por el evF. Los datos se presentan como porcentaje desde
la linea de base + SEM para cada grupo. (Tamafios de grupo: Vehiculo, n = 12; Pregabalina, n = 12; CBD+THC
5 mg/kg, n = 8; [CBD+CBC+THC 5 mg/kg], n = 9; [CBD+THC 5 mg/kg CBC 1 mg/kg], n = 9). Panel A) » p<0.1,
*p < 0.05, vs. vehiculo (comparaciones post hoc por pares simplemente entre [CBD+CBC+THC 5 mg/kg] y
[CBD+THC 5 mg/kg + CBC 1 mg/kg] vs vehiculo); Panel B) e p < 0.1; *p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****
p <0.0001, vs. D7 (ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett).

Se probaron las diferencias entre grupos para reducir la comparacién post hoc por pares. Para evaluar el efecto
del CBD+THC+ CBC a 5:5:5 mg/kg, se realizaron comparaciones entre grupos (Figura 8, Panel A) y se
realizaron comparaciones dentro de los grupos (Figura 8, Panel B).

Las comparaciones entre grupos revelaron una diferencia significativa cuando el tratamiento con
CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg se comparé con el vehiculo 2 horas después de la dosificacién (p = 0.0494,
ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 8, Panel A). Estos datos muestran que un efecto provocado
por CBD+THC+ CBC 5:5:5 mg/kg indica una reduccidn de la hipersensibilidad mecénica en ratas.

Ademés, las ratas SNL tratadas con CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg mostraron un aumento del 33 % en el umbral
de retirada de la pata (% PWT) desde la linea base a 2 horas después de la realizacién (p<0.05). 4 horas
después de la dosificacion, el nivel de significancia no se alcanzé del todo (p = 0.086; ANOVA de dos vias, post
hoc de Dunnett) (Figura 8, Panel A). Esta observacién podria deberse al bajo nimero de ratas (n = 9).

Las comparaciones dentro del grupo realizadas mediante ANOVA de dos vias mostraron un efecto temporal
altamente significativo presente, caracterizado por una respuesta dindmica a la administracién, que alcanza su
punto maximo 2 horas después de la dosificacién y regresa gradualmente al nivel previo a la dosificacion.

Se encontré un cambio significativo desde la predosis hasta 2 horas después de la dosificaciéon en todos los
grupos de cannabinoides en este subconjunto, asi como en el grupo de Pregabalina (p <0.05, ANOVA de dos
vias, post hoc de Dunnett) (Figura 8, Panel B). Evidentemente, CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg mostré una
diferencia altamente significativa en comparacién con el nivel previo a la dosificacién (p<0.0001) (Figura 8,
Panel B). As 4 horas después de la administracién, CBD+THC 5:5mg/kg y CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg
todavia estaban en niveles significativamente mas altos que en la dosis previa (p < 0.05 y p < 0.01,
respectivamente, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett)(Figura 8, Panel B). También se observé una ligera
tendencia creciente, aunque no significativa, en el grupo de vehiculos, ya que la prueba produce
ocasionalmente cambios no significativos pero visibles, principalmente debido a la sensibilidad de la prueba
combinada con las variaciones en el entorno de los animales.

De acuerdo con los resultados del ensayo eVF, aumentar el CBC de 1 mg/kg a 5 mg/kg parece prolongar el
efecto del CBD+THC. Es de destacar que 24 horas después de la dosificacidn, el valor del resultado del grupo
con la concentracién més alta de CBC todavia estaba por encima del nivel previo a la dosificacién. Sin embargo,
la diferencia con el nivel previo a la dosificacién en este punto de tiempo sigue sin ser significativa. Ademas, lo
que vale la pena sefialar aqui es la forma de la respuesta dinamica a la administracién que alcanza su punto
méaximo 2 horas después de la dosificacién y se revierte gradualmente, cerca del nivel de lesién de SNL. El
cambio de intensidad de la respuesta con el tiempo es claramente diferente en el grupo de dosis alta de CBC,
en comparacién con los grupos de dosis baja de CBC.

El efecto de agregar cannabicromeno al CBD y al THC también se evalué en ratas SNL tratadas con el
subconjunto CBD:THC 10:10 mg/kg y los resultados se reportan a continuacién.
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En general, los resultados de la prueba electrénica de von Frey confirman la eficacia de CBD: THC:CBC en una
proporcién de 5:5:5 mg/kg para reducir la hipersensibilidad mecanica inducida por SNL e indican la eficacia de
esta formulacién para el tratamiento del dolor crénico. Una evaluacién adicional del dolor crénico y el control
motor mediante el anélisis cinemético de la marcha a continuacién explica la eficacia mejorada del CBD+THC
cuando se combina con CBC.

El cannabicromeno prolonga el efecto del CBD y A°-THC y mejora notablemente la actividad locomotora general
en modelos animales de dolor neuropatico.

Se realizé un andlisis cinematico completo mediante MotoRater de alta sensibilidad que permite la deteccién
de cualquier cambio de marcha sutil a severo en el modelo SNL. Se realizaron observaciones y analisis
tridimensionales desde ventral, lateral izquierdo y derecho para evaluar los movimientos en funcién de
trayectorias de posiciones de unién y angulos con propiedades respectivas, tales como velocidad y aceleracion.
Se reporté una puntuacién general basada en la distancia desde la linea base para cada grupo de tratamiento
en comparacién con el vehiculo o dentro de cada grupo de tratamiento. Las capacidades motoras finas y la
marcha de los animales se evaluaron en la linea base y cuatro veces después de la cirugia SNL, 2h, 5h, 9 hy
24 horas posdosificacién mediante el analisis del movimiento cinematico de en total 97 parametros separados
que fueron grabados.

La Figura 9 muestra la puntuacién general de la marcha entre el dia 7 y el dia 9 después del tratamiento en
ratas SNL. ANOVA mixto de dos vias: Efectos fijos (tipo lll): Tiempo p<0.0001, Grupo p=0.0003; Tiempo x Grupo
p = 0.0064; Panel A. Diferencia estadisticamente significativa vs. Vehiculo; Prueba de Dunnett (5 familias, 4
comparaciones por familia). Panel B. Comparaciones dentro del grupo con D7; Prueba de Dunnett (5 familias,
4 comparaciones por familia).

La Figura 10A muestra un grafico de barras vectoriales discriminantes que presenta el fenotipo motor inducido
por SNL, basado en las diferencias de PCA de BL y D7 en todos los grupos de estudio. El gréfico vectorial
original enfatiza con flechas y barras sombreadas de manera diferente aquellos rasgos caracteristicos de la
marcha que representan més el fenotipo motor SNL, como se resalta con las flechas.

Significancias estadisticas de los valores p ajustados: *p < 0.05; ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para los datos de los parametros para reducir el
namero de variables y revelar correlaciones entre pardmetros separados. PCA combina todos los datos de los
parametros, revela correlaciones entre ellos y proporciona una vision general de las caracteristicas motoras
finas y de la marcha de las ratas operadas con SNL. Las diferencias de linea base en BL y D7 en todos los
grupos de estudio se presentaron en el grafico de barras (Figura 10A) para ilustrar qué parametros cambiaron
después de SNL (cero = BL). La longitud y la direccién de la barra indican el peso que aporta cada parametro
en la puntuacién general. El fenotipo motor del modelo SNL se puede caracterizar e interpretar como la
siguiente combinacién de cambios en las caracteristicas de la marcha (Figura 10A):

- la velocidad general aumenta, lo que se debe principalmente a una mayor distancia de zancada (mayor
longitud de paso).

- la coordinacién entre las extremidades no cambia drasticamente, excepto que aumenta la asimetria en el
ritmo de alternancia izquierda-derecha de las extremidades posteriores (acoplamiento L/R H).

- la altura general de la cadera y el rango vertical de movimiento de la cadera aumentan (media/méximo/rango
de la base de la cola, altura de la cadera, rango de altura de la cadera, altura de la cresta iliaca)

- la posicién de la punta de la cola es mas baja (punta de la cola minima/media/méaxima)
- el rango del 4ngulo de la cadera aumenta
- el espacio libre para los dedos de las extremidades posteriores aumenta.

Este estudio reporta el fenotipo motor inducido por SNL basado en PCAy presenta la puntuacién general de la
marcha basada en comparaciones entre grupos y dentro de los grupos para ratas tratadas con CBD:THC
5:5 mg/kg con 0-5mg de cannabicromeno. Los grupos se compararon con vehiculo (control negativo) y
Pregabalina (control positivo). A continuacién se reportan més evaluaciones del fenotipo motor de ratas SNL
tratadas con CBD:THC 10:10 mg/kg.

Una diferencia sorprendente entre el tratamiento con CBD:THC:CBC en una proporcién de 5:5:5 mg/kg y otros
grupos de tratamiento con cannabinoides o Pregabalina fue una puntuacién general de la marcha muy
mejorada a las 5 y 9 horas después de la dosis (p < 0.05 y p < 0.0001, respectivamente, ANOVA de dos vias,
post hoc de Dunnett) (Figura 9, Panel A). Este hallazgo proporciona evidencias sélidas de dos contribuciones
funcionales del cannabicromeno.
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Como se muestra en la Figura 9, Panel A, CBD:THC 5:5 mg/kg no mejor6 la puntuacién general de la marcha
en ratas en comparacién con el vehiculo. Mientras tanto, agregar cannabicromeno al CBD y A9-THC en una
proporcidn de 1:1:1 aumentd notablemente el efecto del CBD y el THC y revirtié potentemente el tacto hasta 9
horas después del tratamiento. En particular, estos hallazgos indican que la alodinia tactil todavia existia en
todos los demés grupos tratados con cannabinoides. Por lo tanto, la movilidad mejorada y la alodinia tactil
revertida en ratas SNL tratadas con CBD:THC:CBC 5:5:5 mg/kg se debe a la adicién de CBC y no al efecto
psicoactivo enmascarante del A9-THC. La adicién de cannabicromeno al CBD y THC mejoré efectivamente la
movilidad general de las ratas SNL, lo que demuestra la eficacia de CBD:THC:CBC en una proporciéon de
5:5:5 mg/kg en el tratamiento del dolor neuropatico.

Otro hallazgo importante del anélisis cinematico de motricidad fina fue un efecto de duracién determinada
notablemente significativo mostrado en la puntuacién general de la marcha de ratas tratadas con
CBD:THC:CBC a 5:5:5 mg/kg. Estos datos mostraron una respuesta a la administracién en todos los grupos
de cannabinoides; la puntuacién disminuyd cerca de la linea base o mostré un aumento detenido, en contraste
con los grupos de vehiculo y Pregabalina, que continuaron mostrando un puntaje general creciente, refiriéndose
aqui a alejarse del puntaje inicial (Figura 9, Panel B). Evidentemente, a las 2 y 4 horas después de la
dosificacién, los animales tratados con CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg mostraron un mejor rendimiento de la
marcha y una reversién tactil en comparaciéon con la prueba previa a la dosificaciéon. (Figura 9, Panel B).
Aumentar el niUmero de ratas puede mejorar el analisis estadistico y los resultados de las pruebas.

Por lo tanto, en el presente documento se proporciona evidencia de que el tratamiento con CBD:THC:CBC
5:5:5 mg/kg probd ser el compuesto mas potente para revertir el tacto durante el periodo de 24 h posterior a la
dosificacién. Esta formulacion redujo eficazmente el deterioro de la movilidad en ratas hasta 9 horas después
de la administracién (p < 0.0001). Este efecto a largo plazo no se observé en ratas SNL tratadas con
Pregabalina u otros grupos de cannabinoides.

En conjunto, este estudio proporciona una evaluacién fenotipica conductual integral del impacto de los
tratamientos con cannabinoides en el dolor neuropatico crénico. CBD:THC:CBC en una proporcién de
5:5:5 mg/kg o 1:1:1 mostrd una fuerte reduccién de la hipersensibilidad mecénica, asi como una fuerte reversién
de la alodinia y un rendimiento cinematico altamente mejorado del modelo de dolor neuropatico inducido por
SNL durante 9 horas después de un Unico tratamiento.

Este hallazgo indica que agregar una dosis adecuada de cannabicromeno al cannabidiol y A9-THC puede
reducir notablemente la dosis diaria en pacientes con dolor y también disminuir la ingesta total de CBD y A9-
THC como analgésicos por parte de los pacientes.

La Figura 10B muestra una ilustracién anatémica del sitio de ligadura del nervio espinal.

La Figura 10C muestra una representaciéon esquemética del analisis cinematico de la marcha con motor fino.
El modelo cinematico y de seguimiento de movimiento se evalla en cuanto a parametros cineméaticos para
determinar parametros espaciotemporales generales (velocidad, distancia, tiempo); Coordinacién entre
extremidades; fase de balanceo y trayectorias de las extremidades; Postura corporal y angulos de las
articulaciones, y mas de 100 paradmetros en total.

Se determina una puntuacién general de la marcha, que combina pardmetros cinematicos en una Unica
puntuacién. La puntuacién se basa en aquellos pardmetros cinematicos que mejor caracterizan el modelo de
enfermedad frente al control sano. Este enfoque es muy sensible para determinar los efectos del tratamiento
especifico del modelo de enfermedad.

Resultados de CBD:THC a 10:10 mg/kg. CBD:THC 10:10 mg/kg - Comparaciones de subconjuntos. En este
subconjunto, el compuesto més potente para revertir el tacto durante el periodo de 24 h después de la dosis
fue [CBD+THC 10:10 mg/kg]. Sin embargo, tanto [CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] como [CBD+THC
10 mg/kg CBC 2 mg/kg o 10:2:10 mg/kg] también mostraron un aumento altamente significativo del AUC, en
comparacién con el vehiculo. Puntos de curva: Predosificacién 2h, 4h, 8h y 24h postdosificacién (Figura 11).

La Figura 11 muestra el AUC para el subconjunto del grupo con 10 mg/kg de THC. Los datos se presentan
como porcentaje desde el PWT + SEM de linea base para cada grupo (panel superior) y como AUC para las
curvas correspondientes. (Tamafios de grupo [CBD+THC 10 mg/kg], n = 9; [CBD+CBC+THC 10 mg/kg], n = 9;
[CBD+THC 10 mg/kg + CBC 2 mg/kg], n = 7). Las significancias estadisticas son: * p < 0.05, **p < 0.01, ** p
< 0.001, *** p < 0.0001, vs. vehiculo (prueba t no apareada de Welch).

La Figura 12 muestra los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por el evF. Los datos se presentan como porcentaje desde
la linea base + SEM para cada grupo. (Tamafios de grupo: Vehiculo, n = 12; Pregabalina, n = 12; [CBD+CBC
10 mg/kg], n = 9; [CBC+THC 10 mg/kg], n = 9; [CBD+THC 10 mg/kg], n = 9; [CBD+CBC+THC 10 mg/kg], n =
9; [CBD+THC 10 mg/kg + CBC 2 mg/kg], n = 7).Significancias estadisticas: A) * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p <
0.001, *** p < 0.0001, vs. Vehiculo; B) * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, **** p < 0.0001, vs. D7 (ANOVA de
dos vias, post hoc de Dunnett).
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Para comparar diferentes combinaciones de cannabinoides que comparten la dosis de 10 mg/kg de THC, se
formé un subconjunto de grupos y se realizaron y presentaron comparaciones en consecuencia (Figura 12).

En este subconjunto, se observé un efecto similar al del subconjunto de THC de 5 mg/kg presentado
anteriormente. Sin embargo, con estas mezclas de dosis, el ANOVA de dos vias realizado produjo un efecto de
interaccidén tiempo-tratamiento altamente significativo, de acuerdo con los grupos preseleccionados. Para
examinar mas a fondo estas diferencias, se realizaron comparaciones post hoc por pares entre el vehiculo y
tanto [CBD+THC 10:10 mg/kg] como [CBD+THC 10:10 mg/kg + CBC 2 mg/kg]. Ambos grupos mostraron una
diferencia significativa con respecto al grupo de vehiculo a 2 h después de la dosificacién. Si bien el resultado
de [CBD+THC 10:10mg/kg + CBC 2mg/kg] a las 4 h después de la dosificacibn seguia siendo
significativamente mayor que el resultado del vehiculo, el [CBD+THC 10:10 mg/kg] en este punto de tiempo
permanecié mas bajo mostrando una ligera tendencia (p<0.1) hacia una hipersensibilidad significativamente
revertida en comparacién con el ANOVA de dos vias del vehiculo, post hoc de Dunnett (Figura 12).

Dentro de la comparacion de grupos, mostré un efecto temporal altamente significativo del nivel de sensibilidad
con el subconjunto de 10 mg/kg de THC, mostrando una respuesta dindmica similar a la administracién,
observada anteriormente en el subconjunto de 5 mg/kg de THC, alcanzando un méximo a las 2 horas después
de la dosificacién, volviendo gradualmente al nivel previo a la dosificaciéon a partir de entonces. Se encontré
una significancia estadistica perceptible desde la predosificacion hasta 2 h después de la dosificacién en todos
los grupos de cannabinoides en este subconjunto, asi como en el grupo de Pregabalina (p <0.05, ANOVA de
dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 12). También se encontraron diferencias significativas o casi
significativas con el nivel previo a la dosificaciéon 4 h después de la dosificaciéon para [CBC+THC 10:10 mg/kg],
[CBD+THC 10:10 mg/kg], [CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] y [CBD+THC 10 mg/kg + CBC 2mg/kg o
10:10:2 mg/kg]. Incluso 8 horas después de la dosificacién, la hipersensibilidad revertida seguia siendo
significativa con [CBD+THC 10:10 mg/kg y [CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] (p < 0.05, ANOVA de dos vias,
post hoc de Dunnett) (Figura 12).

La ligera tendencia ascendente, que se encontrd casi significativa en las comparaciones del subconjunto de
THC de 5 mg/kg, no fue significativa con el subconjunto de THC de 10 mg/kg (p = 0.1588, ANOVA de dos vias,
post hoc de Dunnett) (Figura 12).

Cabe sefialar que la diferencia entre estos analisis simplemente presenta la naturaleza del modelado
estadistico, donde los intervalos de confianza y los valores p correspondientes se basan en la varianza general
encontrada en todos los grupos incluidos en el anélisis, lo que resulta en ligeros cambios en los valores p
finales, dependiendo de la combinacién de grupos incluidos en el analisis.

El efecto del aumento de la dosis de CBC. Para examinar el efecto del aumento de la dosis de CBC, se formé
el siguiente subconjunto de grupos. CBD+THC 5 mg/kg, CBD+THC 5:5mg/kg + CBC 1mg/kg y
CBD+THC+CBC 5:55mg/kg (Figura 13). CBD+THC:10 mg/kg, CBD+THC+CBC 10:10:2mg/kg vy
CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg (Figura 14).

La Figura 13 ilustra los efectos de mdultiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecéanica inducida por SNL medida por el evF. Los datos se presentan como porcentaje de la
linea base + SEM para cada grupo. (Tamafios de grupo: [CBD+THC 5 mg/kg], n = 8; [CBD+THC 5 mg/kg +
CBC 1 mg/kg], n = 9; [CBD+THC+CBC 5 mg/kg], n = 9). Significancias estadisticas: Panel A) * p < 0.05, ** p <
0.01, ** p < 0.001, **** p < 0.0001, vs. Vehiculo; Panel B) * p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001, *** p < 0.0001,
vs. D7 (ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett).

En el primer subgrupo (grupos de 5 mg/kg de THC), el aumento de la dosis de CBC parece mostrar una
reversion de la hipersensibilidad marginalmente mejorada, en comparacién con los grupos con 0 0 1 mg/kg de
CBC. Aun asi, no hubo ningln efecto significativo del tratamiento o efecto de interaccién entre el tiempo y el
tratamiento en este subconjunto de grupos (p > 0.05, ANOVA de dos vias) (Figura 13). Sin embargo, con
comparaciones post hoc por pares con el grupo sin CBC, es decir, [CBD+THC 5:5 mg/kg], a las 24 h PD hay
una “tendencia establecida hacia una diferencia significativa” (p < 0.1) entre [CBD+CBC 5 mg/kg] vy
[CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg] (p = 0.0904, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 13).

Ademas, en este subconjunto también se encontré un efecto temporal altamente significativo. Se encontré una
diferencia estadisticamente significativa entre el valor previo a la dosificacién y el valor 2 h después de la
dosificacidn en todos los grupos de este subconjunto (p <0.05, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura
13). También se encontraron diferencias significativas con respecto al nivel previo a la dosificaciéon a las 4 h PD
para los grupos [CBD+THC 5:5 mg/kg] y [CBD+THC+CBC 5:5:5 mg/kg] (p < 0.05, ANOVA de dos vias, Post
hoc de Dunnett) (Figura 13).

Vale la pena seflalar que a las 24 h PD, el valor del resultado del grupo con la concentracién de CBC més alta

todavia esté por encima del nivel previo a la dosificacién. Sin embargo, la diferencia con el nivel previo a la
dosificacion en este punto de tiempo sigue sin ser significativa.
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La Figura 14 muestra los efectos de multiples dosis distintas de cannabinoides sobre la intensidad de la
hipersensibilidad mecanica inducida por SNL medida por el evF. Los datos se presentan como porcentaje desde
la linea base + SEM para cada grupo. (Tamafios de grupo [CBD+THC 10 mg/kg], n = 9; [CBD+THC+CBC
10 mg/kg], n = 9; [CBD+THC 10 mg/kg + CBC 2 mg/kg], n = 7). Significancias estadisticas: Panel A) * p < 0.05,
**p<0.01, * p<0.001, *** p < 0.0001, vs. Vehiculo. Panel B) * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, *** p <
0.0001, vs. D7 (ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett).

Las comparaciones entre el segundo subconjunto de grupos: [CBD+THC 10:10 mg/kg], [CBD+THC+CBC
10:10:2 mg/kg], [CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] muestran diferencias en la Figura 14.

Con 10 mg/kg de THC, el aumento de la dosis de CBC parecié causar una reduccién marginal de la eficacia
reversa del THC+CBD. Sin embargo, no se mostrd ningln efecto significativo del tratamiento o interaccién entre
el tiempo y el tratamiento entre este subconjunto de grupos (p > 0.05, ANOVA de dos vias) (Figura 14). Sin
embargo, mediante comparaciones post hoc por pares con [CBD+THC 10:10 mg/kg], a las 2 h PD, se revel6
un resultado significativamente menor (= mayor hipersensibilidad/alodinia) en [CBD+THC+CBC
10:10:10 mg/kg] (p < 0.0264, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 14).

Una vez mas, se demostrd un efecto temporal altamente significativo dentro de este subconjunto de grupos.
Se encontré significancia estadistica en todos los grupos. En este subconjunto se mostré una reversién de
alodinia significativa o casi estadisticamente significativa (valor mas alto) a las 2 h después de la dosificacién
(p <0.05, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 14). Se encontraron diferencias significativas con
respecto al valor previo a la dosificacién en todos los grupos a las 4 h después de la dosificacién, y en
[CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] a las 8 h después de la dosificacion (p < 0.05, ANOVA de dos vias, post hoc
de Dunnett) (Figura 14).

Al igual que con los subconjuntos anteriores, con este subconjunto, vale la pena sefialar que 24 horas después
de la dosificacién, el valor del resultado del grupo con la concentracion CBC mas alta todavia esta por encima
del nivel previo a la dosificacién. Sin embargo, la diferencia con el nivel previo a la dosificaciéon en este punto
de tiempo sigue sin ser significativa.

Lo que vale la pena notar aqui es la forma de esa respuesta dindmica a la administracién que alcanza su punto
méaximo 2 horas después de la dosificacién y se revierte gradualmente, cerca del nivel de lesién de SNL. El
cambio de intensidad de la respuesta con el tiempo es claramente diferente en el grupo de dosis alta de CBC,
en comparacién con los grupos de dosis baja de CBC. Aunque falta un maximo similar a las 2 horas después
de la dosificacion como se observa con los otros grupos en [CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg], se muestra un
aumento gradual (menos hipersensibilidad) a lo largo de los puntos de tiempo de 4 hy 8 h. 24 horas después
de la dosificacién, el nivel aln permanece por encima del valor previo a la dosificacién (diferencia no
significativa).

Las puntuaciones generales de la marcha reflejan todos esos cambios, que se encontraron en el anélisis PCA,
en conjunto (usando el vector de direccién discriminante como “criterio”), y se presentan de manera que la
puntuacién promedio en la linea base es igual a cero. La puntuacién media de todos los grupos de estudio en
D7 es igual a 3.107 (puntuaciones z. La disminucién de la puntuacidén general significa que el rendimiento de
la marcha ha cambiado hacia el estado anterior a SNL (BL).

A continuacién, las puntuaciones generales de la marcha se presentan en subconjuntos como se describid
anteriormente.

CBC prolonga fuertemente el efecto del CBD y THC y mejora notablemente el deterioro de la movilidad inducido
por SNL: THC 10 mg/kg - Comparaciones de subconjuntos. Para comparar diferentes combinaciones de
cannabinoides que comparten la dosis de THC de 10 mg/kg, se formd el siguiente subconjunto de grupos y se
realizaron y presentaron comparaciones de acuerdo con la Figura 15. Vehiculo, CBD + THC 10:10 mg/kg,
CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg y CBD+THC+CBC 10:10:2 mg/kg.

La Figura 15 muestra el rendimiento general de la marcha (puntuacién general de la marcha) dentro de los
grupos de subconjunto de 10 mg/kg de THC. Los datos se presentan como puntuacién media + SEM para cada
grupo. Significancias estadisticas: Panel A) * p < 0.05, vs. Vehiculo; Panel B) » p < 0.1; * p < 0.05, ** p < 0.01,
¥+ p <0.001, *** p <0.0001, frente a D7 (ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett).

Se produjeron efectos de tratamiento significativos y altamente significativos (hacia la linea base) dentro de los
grupos de este subconjunto, en comparacion con el grupo Vehiculo. Otras comparaciones post hoc por pares
revelaron que en los puntos de tiempo de PD de 5 h y 9 h, tanto [CBD+THC 10:10 mg/kg] como
[CBD+THC+CBC 10:10:10 mg/kg] fueron competentes para producir una diferencia significativa en el grupo de
vehiculo (p < 0.05, ANOVA de dos vias, post hoc de Dunnett) (Figura 15, Panel A).

Ademas, se presentd un efecto temporal altamente significativo al comparar las puntuaciones generales de la

marcha entre los puntos de tiempo, dentro de cada grupo. De manera similar al subconjunto de 5 mg/kg de
THC, en todos los grupos de cannabinoides, la puntuacién disminuy6 cerca de la linea base o mostré un
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aumento detenido. Los grupos de vehiculo y Pregabalina mostraron un patrén de puntuacién profundamente
diferente, con una puntuacién creciente hasta el punto de tiempo de PD de 9 h, seguido de una ligera
disminucién hasta el punto de tiempo de PD de 24 h. Figura 15, Panel B).

Tabla 3 proporciona comparacién multiple/por pares de grupos de tratamiento en el area bajo la curva (AUC)
electrdnica de von Frey. Fondo sombreado mas claro: p < 0.05 de acuerdo con las comparaciones multiples de
Tukey; Fondo sombreado mas oscuro: p < 0.05 de acuerdo con el LSD de Fisher para comparaciones por
pares. Dif: Diferencia. Cl: Intervalo de confianza. SE: Error estandar.
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Estos datos muestran una mejora en los pardmetros de manejo/alivio del dolor para formulaciones en las que
CBD, CBC y THC estan presentes en comparacidén con formulaciones sin CBC.

Las formulaciones que contenian CBD, CBC y THC en cantidades iguales se probaron frente a formulaciones
que solo contenian CBD y THC, o frente a un vehiculo para evaluar los pardmetros cinematicos. Estos datos
subrayan el beneficio de tener el CBC como el tercer cannabinoide principal en la formulacién.

La Figura 16 muestra representantes de los parametros cinematicos de la marcha, que ilustran el impacto
beneficioso de agregar CBC al CBD+THC en la formulacién. Los datos se muestran en la linea base, D7, D8-
5h, D8-9h y D9 después de la dosificacién. Significancias estadisticas: p < 0.01 se consideré significativo de
acuerdo con los valores de p ajustados.

Panel A - Rango de movimiento del tobillo (ROM) - D9 PD: CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. CBD+THC
(5:5 mg/kg): **p = 0.009. Panel B - Porcentaje de forma de trayectoria de la pata (extremidad anterior) - D9:
CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. CBD+THC (5:5 mg/kg): **p = 0.003. Panel C - % de ciclo de trabajo general:
D8-5h'Y D8-9h: CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. Vehiculo: ** p = 0.003 y ** p = 0.004. Panel D - % del ciclo
de trabajo de las extremidades traseras - D8-5h Y D8-9h: CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. Vehiculo: ** p =
0.005 y * p = 0.003, respectivamente. Panel E - Angulo de despegue del dedo del pie de la extremidad trasera
[grados] - D9 PD: CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. Vehiculo: **p = 0.000598. Panel F - Soporte Sencillo: D8-
5h Y D8-9h: CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) vs. Vehiculo: ** p = 0.003 y *p = 0.014, respectivamente. N1/N2:
Tamafios de grupo.

La Tabla 4 muestra comparaciones multiples/por pares de parametros cineméticos particulares de la marcha
en comparacién antes y después de la dosificacién. Sélo efectos significativos (p £0.01) y Adj. sig (Significancia
ajustada) = *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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Los datos presentados en la Figura 16 y la Tabla 4 ilustran un efecto significativo del CBC al extender el efecto
del CBD+THC cuando los tres cannabinoides principales estan presentes juntos en una formulacién, como lo
indica un manejo del dolor més duradero en comparacién con la mezcla de CBD+THC (ausente CBC). Por
ejemplo, las ratas tratadas con CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) mostraron una marcada mejora en los angulos
de las articulaciones y la trayectoria de las patas hasta las 24 horas PD (Figura 16, Paneles A, B, E). Ademas,
el tratamiento con CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) mostré una mejora significativa en la duracién del contacto
de la pata con la superficie (% del ciclo de trabajo) hasta 9 horas PD, mientras que el CBD+THC en ausencia
de CBC no mostré el efecto prolongado en comparacién con el vehiculo. El tratamiento de ratas SNL con
CBD+THC+CBC (5:5:5 mg/kg) mejoré sustancialmente la coordinacién entre las extremidades como lo indica
el % de apoyo sencillo (Figura 16, Panel F) hasta 9 horas después de la dosis en comparacién con el vehiculo,
mientras que el CBD+THC no mejord la coordinacién entre las extremidades ni el manejo del dolor con tanta
eficacia.

Ejemplo 5

Formulacién para el manejo del dolor: Efectos sobre el canal TRPA1 humano expresado en células de
mamiferos

Resumen

Se probaron los efectos de las formulaciones para el tratamiento del dolor en el canal TRPA1 humano,
expresado en células de mamiferos utilizando el ensayo ScreenPatch® (lonWorks™ Ensayo basado en
Barracuda): modo agonista. Los datos presentados confirman un efecto sinérgico de los cannabinoides
(CBD:THC:CBC) a nivel del canal iénico.

Material y métodos

Articulos de prueba. Los articulos de prueba, también mencionados en el presente documento como
formulaciones de prueba, se evaluaron en un formato de concentracién-respuesta de 8 puntos (4 pocillos
replicados/concentracién, Tabla 4). Los articulos de prueba se disolvieron e inicialmente se diluyeron en serie
en dimetilsulféxido (DMSO). La dilucién final se realizé en solucién extracelular. La concentracién final de DMSO
fue del 0.6 % (v/iv).

Grupos de tratamiento de control positivo. Se prepararon soluciones madre de articulos de control positivo en
lotes, repartidas en alicuotas para uso individual. Las soluciones de prueba de control positivo se prepararon
frescas el dia del experimento. La concentracién final de DMSO fue del 0.6 % (v/v). En este estudio, se utilizé
el agonista TRPA1 aceite de mostaza (MO) como agonista de control positivo. Se utilizé el antagonista de
referencia, rojo rutenio (0-10 uM), para ambos TRPA1.

Mediciones. La Figura 17 muestra un ejemplo representativo de las corrientes producidas por la aplicaciéon de
aceite de mostaza de 3000 pM y mediciones de corrientes méaximas en la amplitud de corriente méaxima.

La Figura 17 muestra un rastro representativo de la corriente producida por la aplicacién de 3000 pM de aceite
de mostaza a células que expresan receptores TRPA1. La linea vertical muestra el inicio de la aplicacién. La
flecha vertical de dos puntas muestra los puntos donde se realizaron las mediciones (~ 4nA).

Canales TRPA1.
Sistema de prueba: Receptores ionotrépicos TRPA1 expresados en células CHO.
Plataforma de prueba: lonworks barracuda™

Procedimientos electrofisiol6gicos. Solucién intracelular (mM): CsCl 50 mM, CsF 90 mM, mgCl, 2 mM, EGTAS
mM, HEPES 10 mM. Se ajustd a pH 7.2 con CsOH. Esta solucién se prepard en lotes y se almacené a
temperatura ambiente. Como preparacién para una sesién de registro, la solucion intracelular se cargé en el
compartimento intracelular del electrodo plano PPC.

Solucién extracelular, HB-PS (composicién en mM): NaCl, 137; KCI, 1.0; mgCl,, 2; CaCl,, 2; HEPES, 10;
Glucosa, 10; El pH se ajusté a 7.4 con NaOH (refrigerado hasta su uso). Potencial de tenencia: -70 mV,
potencial durante la aplicaciéon de agonista/antagonista: -70 mV.

Procedimiento de registro. Se cargd tampén extracelular en los pocillos de la placa PPC (11 ul por pocillo). La
suspensién celular se pipeteé en los pocillos (9 ul por pocillo) del electrodo plano PPC.

La configuracidn de registro de células completas se establecié mediante perforacién de parche con corrientes
de membrana registradas mediante amplificadores de abrazadera de parche integrados.

Se utilizé el protocolo de aplicacion sencilla (escaneo).

27



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2986 503 T3

Administracién de articulos de prueba. La aplicacion consistié en la adicién de 20 pl de solucién de articulo de
prueba concentrada 2X a 10 plfs (tiempo total de aplicaciéon de 2 segundos).

Control positivo TRPA1 - Agonista. 0 - 3000 uM de aceite de mostaza (8 concentraciéon dosis-respuesta, 4
réplicas, escala media logaritmica).

Control Positivo - Antagonista. Rojo rutenio 0-10 uM (8 concentraciones, 4 réplicas, escala media logaritmica).
Articulos de control.

Agonista del receptor TRPA1:

Nombre: Isotiocianato de alilo (aceite de mostaza)

Fuente: Sigma-Aldrich

M.W. 99.15

Justificacién de la seleccidn: El isotiocianato de alilo es un agonista del receptor TRPA1.
Antagonista de los receptores TRPA1:

Nombre: Rojo Rutenio

Fuente: Sigma-Aldrich

M.W. 786.35

Justificacién de la seleccidn: El rojo rutenio es un antagonista del receptor TRPA1.
Mapa de carga de placas

Un mapa de carga de placas ejemplar como se utiliza en el estudio se ilustra en el esquema que se muestra
en la Figura 18.

Control de referencia de agonistas y antagonistas: TRPA1 0-3000 puM aceite de mostaza y Rojo Rutenio O-
10 UM, respectivamente, realizados con concentraciones 1x.

Resultados

Las propiedades agonistas del cannabicromeno (CBC) y de la mezcla de cannabidiol (CBD) y A9-THC se
examinaron utilizando un enfoque basado en electrofisiologia HTS, lon Work Barracuda (IWB). Se empleé un
protocolo de aplicacién sencilla.

Actividad agonista de la mezcla de CBC y CBD THC en los receptores TRPA1.

El agonista de referencia, el aceite de mostaza produjo la activacién de los receptores TRPA1 con ECsp=
479 uM. Inhibidor no selectivo, rojo rutenio, inhibe los receptores TRPA1 con IC50=1.79 uM. Tanto los valores
ECso y ICs0 fueron consistentes con los datos histéricos.

Como se muestra en la Figura 19Ay la Figura 19B, asi como en la Figura 20A y la Figura 20B, el porcentaje
de activaciéon se calculd en relacién con las corrientes producidas por la aplicacién de aceite de mostaza
3000 uM.

La Figura 19A ilustra |la representacién gréfica y la informacién numérica de la actividad de los compuestos en
los receptores TRPA1. Los graficos representan la curva de respuesta a la concentracién (CRC) de CBD THC.
Panel A: aceite de mostaza CRC. Panel B: metanol CRC 0-10 % escala media logaritmica. Panel C: rojo rutenio
CRC 0-10 UM, escala media logaritmica. Panel D: CBC CRC 0-300 pM. Para el Panel E (+0.1 uM CBC) y el
Panel F (+0.1 uM CBC): Curvas de respuesta a la concentracion de la mezcla de CBD+THC en presencia de
una concentracion creciente de CBC (0.1 y 0.3 uM). El eje X en E y F muestra la concentracién de CBD+THC
(0.1 a 300 uM de cada uno). Todos los valores se calculan en relacién con la corriente producida por aceite de
mostaza 3000 pM establecido como 100 % (% del control).

La Figura 19B ilustra la representacion grafica y la informacién numérica de la actividad de los compuestos en
los receptores TRPA1. Los graficos representan la curva de respuesta a la concentracién (CRC) de CBD+THC.
Paneles G al Panel L: Curvas de respuesta a la concentracién de la mezcla de CBD+THC en presencia de una
concentracién creciente de CBC (1-300 pM). El eje X del Panel G al Panel L muestra la concentracién de
CBD+THC (1 a 300 uM de cada uno). Todos los valores se calculan en relacién con la corriente producida por
aceite de mostaza 3000 UM establecido como 100 % (% del control).
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La Figura 20A muestra la representacién gréafica y la informacion numérica de la actividad de los compuestos
en los receptores TRPA1. Los gréficos representan la curva de respuesta a la concentracién (CRC) de CBC.
Panel A: aceite de mostaza CRC. Panel B: metanol CRC 0-10 % escala media logaritmica. Panel C: rojo rutenio
CRC 0-10 puM, escala media logaritmica. Panel D: CBC CRC 0-300 uM. Panel E y Panel F: CBC CRC en
presencia de una concentracién creciente de mezcla de CBD+THC (0.1 y 0.3 UM cada una). Todos los valores
se calculan en relacién con la corriente producida por aceite de mostaza 3000 uM establecido como 100 % (%
del control).

La Figura 20B muestra la representacién gréafica y la informacion numérica de la actividad de los compuestos
en los receptores TRPA1. Los gréficos representan la curva de respuesta a la concentracién (CRC) de CBC.
Panel G al Panel L: CBC CRC en presencia de una concentracién creciente de mezcla de CBD+THC (1-300 pM
cada una). Todos los valores se calculan en relacién con la corriente producida por aceite de mostaza 3000 M
establecido como 100 % (% del control).

El CBC mostrd una débil actividad agonista parcial en los receptores TRPA1 con ECsp ~ 40 uM y Emax -10 %.
La mezcla de CBD+THC mostrd una actividad agonista parcial mas potente y mas pronunciada con la ECsg
oscilada entre 2.94 yM y 5.4 pM (a diferentes concentraciones de CBC) y Ewax igual al 50 % - 60 % en relacién
con la corriente maxima producida por el aceite de mostaza de 3000 uM.

El analisis de los datos se realizé de dos maneras: Primera forma: Tabla 5 y Figuras 19A y 19B muestran las
mezclas de CBD+THC CRC en presencia de una concentracion creciente de CBC (0-300 pM). Segunda forma:
Tabla 6 y Figuras 20A y 20B muestran CBC CRC en presencia de una concentracién creciente de mezcla de
CBD+THC (0-300 uM cada una).

La Tabla 5 muestra informacién numérica de la actividad agonista de la mezcla de CBD+THC (0-300 pM cada
una) en presencia de concentraciones crecientes de CBC (0-300 pM). Tenga en cuenta que el CBC produjo
una respuesta de concentracién como un agonista parcial débil que no tuvo un efecto significativo en la
respuesta de concentracién a la mezcla de CBD+THC, pero mostré una tendencia hacia el efecto agonista de
los tres cannabinoides juntos.

Tabla 5
Actividad agonista
CBD+THC CRC (% de aceite de mostaza 3000 pM)

# Concentraciones de CBD+THC, uM Agonista
Emin, % Emax, % | ECs, pM Pendiente de Hill

1 0.1 0.92 60.81 3.94 -1.32
2 0.3 -0.56 59.65 4.85 -1.27
3 1 1.46 56.12 2.94 -1.65
4 3 1.13 56.33 3.18 -2.74
5 10 1.81 58.48 5.40 -1.81
6 30 1.77 54.94 4.10 -1.50
7 100 9.17 51.28 5.38 -1.96
8 300 8.41 49.84 4.64 -1.79
1 Aceite de mostaza 1.01 100.00 478.64 -1.91
2 Metanol 0.95 3.97 1.21 -0.70
3 Rojo rutenio* 0.00 47.50 1.79 0.85
4 CBC CRC 0.86 10.31 4414 -0.96

* - Se muestra IC50

La Tabla 6 muestra informacién numérica de la actividad agonista del CBC en control (0-300 uM) y en presencia
de concentraciones crecientes de mezcla de CBD+THC (0.1-300 uM). Tenga en cuenta que la mezcla de
CBD+THC, en concentraciones = 3 uyM, produjo una respuesta de concentracién propia, que ocluyé la
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respuesta de concentracidén al CBC. Tenga en cuenta que en el umbral de activacién de los receptores TRPA1
por la mezcla de CBD+THC (1 uM), la respuesta de concentracién de los receptores TRPA1 aumentd en
potencia y eficacia (mostrada como texto en negrita).

Tabla 6
Actividad agonista
CBC CRC (% de aceite de mostaza 3000 uM)
# Agonista
Concentraciones de CBD+THC, uM

Emin, % Emax, % ECsg, pM Pendiente de Hill
1 0.1 0.92 10.05 54.48 -3.56
2 0.3 1.42 13.12 64.06 -1.00
3 1 2.40 17.09 26.01 -1.00
4 3 15.03 30.69 ND NO
5 10 42.93 53.20 NO NO
6 30 47.70 60.81 ND NO
7 100 37.89 58.48 ND NO
8 300 29.27 37.22 ND NO
1 Aceite de mostaza 1.01 100.00 478.64 -1.91
2 Metanol 0.95 3.97 7.20 -0.34
3 Rojo rutenio* 0.00 47.50 1.79 0.85
4 control CBC CRC 0.86 10.31 4414 -0.96

* - Se muestra IC50

CBC CRC ha sido ocluido al aumentar las concentraciones de la mezcla de CBD+THC y comenzando con una
mezcla de CBD+THC de 3 pM, se enmascard CBC CRC.

CBC no tiene ningun efecto sobre la mezcla de CBD+THC CRC ECsp ¥ Enax. En las concentraciones mas altas
de CBC analizadas, la porcién inicial de la mezcla de CBD+THC aumenté el CRC, lo que resulté en un
desplazamiento marginal hacia la derecha de la CEsq para la mezcla de CBD+THC CRC. Se puede concluir
que la mezcla de CBC y CBD +THC produce activacién de receptores con diferente grado de agonismo parcial
al actuar en el mismo sitio de unién de los receptores TRPA1.

Se observé una modulacién positiva de la respuesta de concentracién al CBC (sinergia) en la concentracién
cercana al umbral de la mezcla de CBD+THC (1 pM). Tabla 6 y Figura 20A, Panel D y Figura 20B, Panel G) y
consistié en: (1) Desplazamiento hacia la izquierda de la curva de respuesta de concentracién a CBC desde
ECs0=44.1 uM (Figura 20A, Panel D) a la CE5,=26.0 pM (Figura 20B, Panel G); y (2) Aumento de la eficacia del
10.3 £ 1.9 % (n=4) hasta 16.2+1.3 % (n=4) en una mezcla de CBD+THC de 300 uM.

La sinergia observada de estos dos agonistas parciales puede atribuirse a la existencia de dos sitios de unién
idénticos en el receptor TRPA1 y a la cooperatividad positiva en la unién de dos restos de ligando a los
receptores (modulacién ortostérica). Por ejemplo, la unién de un resto de ligando al primer receptor cebador de
sitio de unién o el aumento de la afinidad de unién al segundo sitio de unién. Una explicacidn alternativa es la
existencia de un sitio de modulacién alostérica positiva. Sin limitarse al mecanismo de accién, se observaron
estos efectos sinérgicos.

Conclusién

Estos datos confirman la activacién directa del CBC en el canal i6nico TRPA1 (potencial receptor transitorio
Ankyrin 1), como un importante sensor de nocicepcién en humanos.

También se confirmé la actividad agonista parcial del CBC con la mezcla de CBD+THC en los receptores
TRPA1.
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La actividad agonista del CBC con el CBD y el THC probablemente estuvo mediada por el mismo sitio de unién.

En el umbral cercano a la activacién de los receptores TRPA1 con la mezcla de CBD+THC (1 pM cada uno), el
CBC activé los receptores TRPA1 con mayor eficacia y potencia. Cannabicromeno Ewax (eficacia) aumenté de
10+£2 % hasta 16+1 % y su potencia de EC50=44 uM a CE5p=26 puM (Figuras 20Ay 20B).

Este estudio también confirma el efecto sinérgico entre el CBC y el CBD+THC.

La sinergia observada de estos dos agonistas parciales podria explicarse tedricamente por la existencia de dos
sitios de unién idénticos en el receptor TRPA1 y la cooperatividad positiva en la unién de dos restos de ligando
a los receptores (modulacién ortostérica). Por ejemplo, la unién de un resto de ligando al primer sitio de unién
cebaria el receptor o aumentaria la afinidad del segundo sitio de unién. Una explicacién alternativa es la
existencia de un sitio de modulacion alostérica positiva especifica. Se deben disefiar experimentos adicionales
para abordar un mecanismo exacto de estos efectos sinérgicos.

En conjunto, el efecto directo del cannabicromeno sobre la activacién de los canales i6nicos TRPA1 y el
aumento de la potencia del cannabicromeno con CBD+THC confirman alin mas que el CBC tiene propiedades
para controlar el dolor. Por lo tanto, la adicion de CBC al CBD y A9-THC puede reducir la ingesta de CBD y
THC en pacientes para el tratamiento del dolor.

En la descripcién anterior, con fines explicativos, se exponen numerosos detalles para proporcionar una
comprensién profunda de las realizaciones. Sin embargo, resultara evidente para un experto en la técnica que
estos detalles especificos no son necesarios.

Las realizaciones descritas anteriormente pretenden ser sélo ejemplos. Los expertos en la técnica pueden
realizar alteraciones, modificaciones y variaciones en las realizaciones particulares. El alcance de las
reivindicaciones no debe limitarse por las realizaciones particulares establecidas en el presente documento,
sino que debe interpretarse de manera consistente con la especificacién en su conjunto.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién para uso en un método de manejo del dolor por parte de un sujeto que lo necesita, dicha
formulacién consiste en tetrahidrocannabinol (THC), cannabicromeno (CBC) y cannabidiol (CBD), y uno o mas
excipientes; en el que los cannabinoides primarios comprenden o consisten en, en porcentaje en peso:

30 % - 45 % de THC;

9%-35%CBC;y

30%-45% CBD, y

la proporcién de THC:CBC:CBD es 1:1:1 con base en peso.

2. La formulacién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el manejo del dolor comprende el
tratamiento del dolor debido a céncer, lesién, accidente, cirugia, inflamacién, dafio tisular, artritis, dolor en las
articulaciones, dolor por infeccién, dolor gastrointestinal, diabetes, neuropatia diabética, neuralgia
postculebrilla, dolor neuropatico, neuropatia periférica o esclerosis multiple.

3. La formulacién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en la que la formulacidén se prepara en una
forma de dosificacién seleccionada del grupo que consiste en una pildora, tableta, capsula de gel, jarabe,
aerosol a base de aceite y forma de aceite liquido.

4. La formulacién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la formulacién
proporciona una cantidad total de 1 mg a 25 mg de THC, CBC y CBD por dosis.

5. La formulacién para uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que la formulacién proporciona una cantidad
total de 5 mg a 20 mg de THC, CBC y CBD por dosis.

6. La formulacién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la formulacién
proporciona al sujeto THC:CBC:CBD en cantidades de hasta 20:20:20 mg por dosis.

7. La formulacién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la formulacién
proporciona al sujeto THC:CBC:CBD en un rango de 5:5:5a 10:10:10 mg por dosis.
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