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DESCRIPCION

3-beta-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona para su uso en el tratamiento de trastornos relacionados con los
cannabinoides

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al campo de los trastornos por consumo de sustancias y, en particular, al campo de
los trastornos relacionados con los cannabinoides. Se relaciona con un derivado de pregnenolona particular, "3p-(4-
metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona", que no se puede metabolizar in vivo en metabolitos activos de pregnenolona y
su uso para el tratamiento de trastornos relacionados con los cannabinoides.

Estado de la técnica

Preparacién de cannabinoides que contiene agonistas de CB1 sintéticos o extracto derivado de la planta Cannabis
sativa, son las sustancias psicoactivas ilicitas mas consumidas en los Estados Unidos y en los paises europeos.

Las consecuencias del consumo de cannabinoides, especialmente pero no limitadas a la poblacién mas propensa
(entre 14 y 25 afios), son extremadamente graves y pueden incluir adiccién, desarrollo cerebral alterado con
coeficiente intelectual reducido, precipitacién de enfermedades psiquiatricas que incluyen, aunque no de forma
limitativa, esquizofrenia y depresién, ingreso de los sujetos en Urgencias por diferentes sindromes de intoxicacién,
peores resultados educativos, deterioro cognitivo, bajos ingresos, mayor dependencia de prestaciones sociales,
desempleo y menor relacién y satisfaccion con la vida ("Substance Abuse and Mental Health Services Administration
(2013). Results from the 2013 National Survey on Drug Use and Health: Summary of National Findings"; Cerdé et al.,
2012; Volkow et al., 2014; Hall et al., 2009).

En los Estados Unidos, la prevalencia a 12 meses de la adiccidn a los cannabinoides, como se define en uno de los
manuales de diagnéstico mas utilizados de trastorno por consumo de cannabis, es aproximadamente del 3,4 % entre
los jévenes de 12 a 17 afios y del 1,5 % entre los adultos de 18 afilos 0 mas. Las tasas de trastorno por consumo de
cannabinoides son mayores entre los hombres adultos (2,2 %) que entre las mujeres adultas (0,8 %) y entre los
hombres de 12 a 17 afios (3,8 %) que entre las mujeres de 12 a 17 afios (3,0 %). Las tasas de prevalencia de doce
meses de trastornos por consumo de cannabinoides entre adultos disminuyen con la edad, con tasas mas altas entre
las personas de 18 a 29 afios (4,4 %) y mas bajas entre las personas de 65 afios 0 mas (0,01 %). Las diferencias
étnicas y raciales en la prevalencia son moderadas. El consumo de cannabinoides también es responsable en los EE.
UU. de 450.000 visitas a urgencias al afio (informe DAWN, 2013). En estos pacientes se observan varios tipos de
sintomas. Los mas comunes son: a. estado de ansiedad profunda que se aproxima a un ataque de panico: b. psicosis,
delirio y un comportamiento profundamente desorganizado; c. un sindrome de hiperemesis; d. comportamiento
cataténico (Adams et al 2017, Khan et al., 2016).

Finalmente, el consumo de cannabinoides esta aumentando y seguird aumentando con la legalizacién del consumo
de cannabis medicinal y recreativo en los paises occidentales, con una prevalencia superior al 30 % en EE. UU. y la
mayoria de los paises europeos para individuos entre 16 y 24 afios. Aproximadamente el 9 % de quienes consumen
cannabis se volveran adictos. La cifra aumenta a aproximadamente 1 de cada 6 entre quienes comienzan a consumir
marihuana en la adolescencia y entre el 25 y el 50 % entre quienes fuman marihuana a diario.

Los trastornos relacionados con los cannabinoides se deben principalmente a la activacién del receptor CB1 por A°-
tetrahidrocannabinol (THC), el principal ingrediente psicoactivo del cannabis o por cualquier otro compuesto sintético,
como los cannabinoides sintéticos.

Métodos destinados a bloquear la actividad del CB1 mediante la inhibicién del sitio de unién ortostérico, el sitio en el
que se unen los ligandos enddgenos para activar el receptor, han sido desarrollados y presentados para ensayos
clinicos para la reduccién del peso corporal. Uno de estos compuestos, rimonabant, incluso se ha comercializado con
la marca Acomplia®. Desafortunadamente, los antagonistas ortostéricos disponibles, tales como el rimonabant, inhiben
toda la actividad del receptor y también actian como agonistas inversos del receptor CB1, es decir, no sélo inhiben la
activacion del CB1, sino también la actividad basal del receptor en ausencia del ligando endégeno. Debido a esta
accidén agonista inversa y a la inhibicién total de la actividad del receptor, los métodos disponibles basados en la
administraciéon de antagonistas ortostéricos de CB1 también tienen una serie de efectos adversos graves. Debido a
estos efectos adversos, se ha suspendido la comercializacién de Acomplia® y se ha detenido el desarrollo de otros
métodos para inhibir el sitio ortostérico del CB1.

Los antagonistas ortostéricos de CB1 y, en particular, Acomplia® tienen los siguientes efectos adversos conocidos que
los convierten en herramientas poco préacticas para tratar los trastornos relacionados con los cannabinoides:

1. Reducen la ingesta de alimentos, lo que indica una alteracién general del sistema de recompensa;
2. Inducen comportamientos relacionados con la ansiedad en los animales y la ansiedad en los seres humanos;
3. Inducen comportamientos relacionados con la depresiéon en animales y la depresién en seres humanos;
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4. Aumentan la secrecidn de glucocorticoides induciendo un deterioro del estado hormonal del sujeto. En particular,
un aumento de glucocorticoides puede aumentar la actividad del sistema dopaminérgico que media los efectos
gratificantes de las drogas de abuso, incluidos los cannabinoides. Un aumento de la secrecién de glucocorticoides
puede dar como resultado una mayor sensibilidad a los efectos gratificantes de los cannabinoides, lo que puede
contrarrestar los efectos terapéuticos del inhibidor de CB1 en los trastornos relacionados con los cannabinoides;
5. Precipitan la abstinencia en animales dependientes del THC;

6. Inducen convulsiones y un deterioro clinico y conductual general en los estudios de toxicologia y farmacologia
de seguridad de BPL;

7. Tienen efectos hepatotdxicos.

Recientemente se ha descubierto que cuando el receptor CB1 esta sobreactivado por cannabinoides sintéticos o por
dosis muy altas de THC, bastante superior a la dosis de THC utilizada por los adictos a cannabis, la concentracién de
la hormona esteroide pregnenolona aumenta (3.000 %) en el cerebro. A continuacién, la pregnenolona se une a un
sitio especifico del receptor CB1, distinto del unido por agonistas de CB1 tal como el THC, y actia como un inhibidor
endbgeno especifico de sefializacién del receptor CB1 (eCB1-SSi). Por tanto, la pregnenolona inhibe selectivamente
la activacidn inducida por CB1 de la via MAPK (proteina quinasa activada por mitégenos), pero no la inhibicién de la
adenilato ciclasa inducida por CB1. A pesar de esta accién molecular restringida, cuando se administra pregnenolona
antes de la exposicién al THC, inhibe la mayoria de los efectos conductuales mediados por el THC en roedores (Vallée
et al., 2014).

Busquets-Garcia et al. también demuestran que la pregnenolona puede bloquear toda la gama de efectos
incondicionados del THC que estan relacionados con sintomas psicéticos que se observan después del consumo de
cannabinoides en seres humanos. Lo que sugiere que los farmacos que imitan la actividad de la pregnenolona podrian
usarse para tratar estados psicéticos agudos inducidos por cannabinoides (CIAPS) (Busquets-Garcia et al., 2017).

Por estas razones, la pregnenolona parece ser un tratamiento prometedor para los trastornos relacionados con los
cannabinoides.

No obstante, la pregnenolona no se puede utilizar como tratamiento farmacolégico porque esta poco disponible, tiene
una semivida muy corta y se convierte posteriormente en esteroides activos.

En el documento WO2012/160006, tres derivados de la pregnenolona, a saber, 3-fluoropregnenolona, 17-
metilpregnenolona, 3-fluoro-17-metilpregnenolona, se han probado en ratas o ratones después de estimulacién con
THC y/o después de privacién de alimentos. Estos compuestos fueron capaces de inhibir los efectos de la activacién
de CB1 sobre la ingesta de alimentos.

Se probd la capacidad de inhibir de otros compuestos, y principalmente de la 3B-benciloxipregnenolona: i. efectos de
la tétrada de cannabinoides inducida por THC (disminucién de la temperatura corporal y de la actividad locomotora);
ii. Aumento de la ingesta de alimentos inducido por THC, un efecto tipico de la activaciéon de CB1; jii. el aumento de
TNFalfa inducido por LPS, otro efecto tipico de los antagonistas de CB1.

El documento W0O2014/083068 divulga "3B-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona" y su uso para inhibir el receptor
CB1, sin embargo, de una manera muy general. No se menciona la inhibiciéon de la activaciéon de CB1 causada por el
THC en particular.

No obstante, no existen tratamientos farmacolégicos aprobados para los trastornos relacionados con los
cannabinoides, lo que, en consecuencia, constituye una importante necesidad médica insatisfecha.

En consecuencia, sigue siendo necesario el tratamiento de los trastornos relacionados con los cannabinoides.

El desarrollo de un tratamiento de los trastornos relacionados con los cannabinoides basado en una inhibicidn
especifica de sefializacion del receptor CB1 que pueda usarse en seres humanos presenta varios desafios. Por tanto,
dicho compuesto debe presentar concomitantemente todas las siguientes caracteristicas:

1. Debe inhibir la actividad del receptor CB1 de forma selectiva y especifica a sefializacién.

2. Deberia inhibir un amplio espectro de efectos conductuales condicionados e incondicionados de los agonistas
de CB1 para que sea Util en el tratamiento de los diferentes trastornos relacionados con los cannabinoides. Este
es un desafio particular para un inhibidor especifico de sefializacién. Dado que este compuesto modifica sélo
ciertos efectos celulares de la activacion del CB1 por un agonista. Por consiguiente, es imposible predecir cual,
entre los diferentes efectos conductuales de los cannabinoides, sera modificado por un inhibidor especifico de
sefializacion.

3. Debe estar desprovisto de los efectos adversos conocidos de los inhibidores de CB1. En particular no debe
inducir: a. una disminucién de la ingesta de alimentos; b. un aumento de los comportamientos relacionadas con la
ansiedad y la depresién; c¢. un aumento de la secrecién de glucocorticoides; d. abstinencia en animales
dependientes de THC; e. convulsiones y deterioro de los signos clinicos relacionados con el sistema nervioso
central; f. hepatotoxicidad.
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4. No debe tener efectos conductuales inespecificos incluidos, aunque no de forma limitativa, sedacion,
excitabilidad, comportamiento esponténeo alterado que puede interferir con sus efectos terapéuticos.

5. Debe absorberse bien, ser estable y no debe transformarse in vivo, en cantidades significativas de metabolitos
posteriores que pueden tener efectos adversos, incluidos, aunque no de forma limitativa, esteroides activos.

6. Debe acceder al cerebro que es el 6rgano objetivo de una herramienta terapéutica destinada a tratar los
trastornos relacionados con los cannabinoides.

7. No debe modificar las principales enzimas metabdlicas del cuerpo ni los transportadores que pueden inducir
modificaciones en el nivel o la actividad de moléculas end6genas o farmacos terapéuticos exdgenos.

8. Debe tener un buen indice terapéutico (la relacién entre la dosis activa y la dosis que presenta efectos adversos).
Generalmente se considera que un indice terapéutico aceptable es al menos 10.

Para ninguno de los inhibidores especificos de sefializaciéon y otros antagonistas de los receptores CB1 descritos
anteriormente o en el conocimiento previo disponible se han descrito todas las caracteristicas mencionadas
anteriormente. En términos méas generales, practicamente ningin compuesto utilizado para tratar los trastornos del
comportamiento presenta todas estas caracteristicas. Por tanto, las tres clases principales de drogas psicoactivas,
ansioliticos, antidepresivos y neurolépticos inducen efectos adversos conductuales en el intervalo de las dosis
terapéuticas. Por ejemplo: a. Los ansioliticos inducen somnolencia, disminuyen el estado de alerta y afectan a la
memoria; b. El antidepresivo induce excitabilidad, insomnio y disminucién de la libido; ¢. El neuroléptico induce
alteracién hormonal, sedacién, discinesia y movimientos involuntarios.

Por consiguiente, un compuesto que tenga todas las caracteristicas descritas en los puntos 1 a 8 no sélo seria una
innovacién importante para un farmaco disefiado para tratar los trastornos relacionados con los cannabinoides, sino
también una innovacién importante para todo el campo de los farmacos psicoactivos destinados a tratar los trastornos
del comportamiento.

Objeto de la invencién

La presente invencién se refiere generalmente a un derivado de pregnenolona especifico para su uso en el tratamiento
de un trastorno relacionado con los cannabinoides.

Més particularmente, la invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1)

Férmula (1)

para su uso en el tratamiento de un trastorno relacionado con los cannabinoides.

Efectivamente, el compuesto de la invencién tiene la caracteristica Unica de tener todas las propiedades descritas a
continuacién que lo convierte en una herramienta terapéutica muy innovadora para tratar los trastornos relacionados
con los cannabinoides.

1. Inhibe selectivamente la actividad del receptor CB1 de manera especifica a sefializacién;

2. Es muy potente para inhibir un amplio espectro de efectos conductuales condicionados e incondicionados de
los agonistas de CB1 y, en consecuencia, puede ser (til para el tratamiento de trastornos relacionados con los
cannabinoides;

3. Esté desprovisto de los efectos adversos conocidos de los inhibidores y antagonistas de CB1. En particular, no:
a. disminuye la ingesta de alimentos; b. aumenta los comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién;
¢. aumenta la secrecion de glucocorticoides; d. precipita la abstinencia en animales dependientes de THC,; e.
induce convulsiones y deterioro y signos clinicos relacionados con el sistema nervioso central; f. induce toxicidad
hepatica en estudios de BPL.

4. No tiene efectos conductuales inespecificos tales como sedacién, excitabilidad, alteracién del comportamiento
espontaneo que podria interferir con su accion terapéutica.

5. Se absorbe bien, es estable y no se transforma en cantidades significativas en metabolitos posteriores.

6. Accede al cerebro.

7. No modifica las principales enzimas metabdlicas y transportadores del cuerpo.

8. Tiene un excelente indice terapéutico >7.200.
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Descripcion de las figuras
FIGURA 1: Diagrama de flujo de la sintesis del compuesto de férmula (1) (3pMBP)

FIGURAS 2: Efectos de 3pMBP in vitro sobre las modificaciones inducidas por THC de la sefializacién mediada
por CB1 y las actividades celulares.

FIGURA 2A: Efecto de 3pMBP (0, 1, 10 y 100 nM) sobre la fosforilacién de MAPK inducida por THC. Relacién
P-MAPK/CoxIV de células HEK293 transfectadas de manera estable con hCB1.

FIGURA 2B: Efecto de 3pMBP (0, 1, 10 y 100 nM) sobre la fosforilacién de MAPK inducida por THC. Relacién
P-MAPK/MAPK de células HEK293 transfectadas de manera transitoria con hCB1.

FIGURA 2C: Efecto de 3pMBP (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 pM) sobre la disminucién de los niveles de AMPc
inducida por THC en células CHO transfectadas de manera estable con hCB1. NT= No tratado, es decir, células
que recibieron tanto el vehiculo de 3pMBP como de THC.

FIGURA 2D: Efecto de 3pMBP (0, 1, 10 y 100 nM) sobre la inhibicién de la respiracidén celular inducida por
THC en células HEK293 transfectadas de manera transitoria con hCB1.

***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, grupos tratados con THC frente al grupo tratado con el vehiculo de THC;
#HHEp<0,001; ##p<0,01; #p<0,05, grupos tratados con 3pMBP+THC frente al grupo tratado con el vehiculo de
3pMBP (0 nM)+THC. (A, B prueba de Tukey, D. Prueba de Dunnett).

FIGURAS 3: Efectos de 3pMBP sobre la hiperfagia inducida por THC, estimulacién psicomotora y deterioro de la
inhibicién prepulso:

FIGURA 3A: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el aumento de la ingesta
de alimentos inducido por THC (1 mg/kg; ip).

***p<0,001, THC frente al vehiculo de THC; ###p<0,001, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 pg/kg)
+THC (prueba de Dunnett).

FIGURA 3B: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el aumento de la
locomocién inducido por THC (0,3 mg/kg; ip).

Las lineas negras continuas corresponden a las medias; las lineas negras punteadas corresponden a los
valores SEM de grupos tratados con el vehiculo de THC (VEH) o con THC en ausencia de 3pMBP. Circulos
negros, valores media + SEM de los grupos tratados con 3pMBP y THC.

p>0,05, 3pMBP (0,00015 mg/kg)+THC frente al Vehiculo de 3pMBP+THC,

p<0,01, 3pMBP (0,0005 mg/kg)+THC frente al Vehiculo de 3pMBP+THC,

p<0,001, 3pMBP (0,0015 mg/kg)+THC, 3pMBP (0,015 mg/kg)+THC y 3pMBP (0,15 mg/kg)+THC frente al
Vehiculo de 3pMBP+THC.

(Prueba de Dunnett después de ANOVA unidireccional, p<0,001).

FIGURA 3C: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el deterioro de la inhibicién
prepulso (82 dB) (IPP) inducida por THC (10 mg/kg; ip).

Las lineas negras continuas corresponden a las medias; las lineas negras punteadas corresponden a los
valores SEM de grupos tratados con el vehiculo de THC (VEH) o con THC en ausencia de 3pMBP. Circulos
negros, valores media + SEM de los grupos tratados con 3pMBP y THC.

p>0,05, 3pMBP (0,0015 mg/kg)+THC y 3pMBP (0,005 mg/kg)+THC frente al Vehiculo de 3pMBP+THC,
p<0,05, 3pMBP (0,015 mg/kg)+THC y 3pMBP (0,05 mg/kg)+THC frente al Vehiculo de 3pMBP+THC,
p<0,01, 3pMBP (0,03 mg/kg)+THC frente al Vehiculo de 3pMBP+THC

(Prueba de Dunnett después de ANOVA unidireccional, p<0,001).

FIGURAS 4: Efectos de 3pMBP sobre los deterioros inducidos por THC de la memoria de trabajo, reconocimiento
de objetos, interaccion social y prueba de realidad.

FIGURA 4A: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el deterioro de la memoria
de trabajo inducido por THC (5 mg/kg) en el laberinto acuético. **p<0,01, THC frente al Vehiculo de THC
(VEHTHc; prueba de Dunnett). #p<0,05, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg)+THC (prueba de
Dunnett).
FIGURA 4B: 3pMBP (per os) previene en ratones el deterioro del reconocimiento de objetos inducido por THC
(6 mg/kg).

***p<0,001, Objeto familiares frente a novedoso (prueba de Sidak).

###Htp<0,001, tiempo de exploracién del objeto novedoso: Vehiculo 3pMBP (0 mg/kg) + THC frente al

Vehiculo 3pMBP (0 mg/kg) y sin THC o frente a 3pMBP+THC (prueba de Sidak).

FIGURA 4C: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el deterioro de la interaccién
social inducido por el THC (3 mg/kg).

**p<0,01, THC frente al Vehiculo de THC (VEHTHc; prueba de Dunnett).
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###H£p<0,001; #p<0,05, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg) + THC (prueba de Dunnett).

FIGURA 4D: 3pMBP (per os) previene de forma dependiente de la dosis en ratones el deterioro de la prueba
de realidad inducido por THC (1 mg/kg).

*p<0,05, THC frente al Vehiculo de THC (VEHTHc; prueba de la t para muestras independientes.

FIGURAS 5: Efectos de 3pMBP sobre la catalepsia inducida por THC, apertura de boca ("gaping") condicionada y
liberacién de dopamina en el nlcleo accumbens.

FIGURA 5A: 3pMBP (per os) reduce de forma dependiente de la dosis en ratones la catalepsia inducida por
THC (10 mg/kg).

**p<0,001, THC frente al Vehiculo de THC (prueba de Mann-Whitney).
#p<0,05, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg)+THC (prueba de Mann-Whitney).

FIGURA 5B: 3pMBP (per os) previene en ratones la abertura de boca condicionada inducida por THC (10
mg/kg). Namero medio + SEM de aperturas provocadas por la solucién de sacarina emparejada con THC
cuando se pretrata con 3pMBP (0,005 y 0,015 mg/kg) o Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg) durante el
condicionamiento y el ensayo de prueba.

*p<0,05, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg)+ THC (ANOVA unidireccional, efecto principal de
la administracién de 3pMBP).

FIGURA 5C: 3pMBP inhibe el aumento de la salida de dopamina con el tiempo en el nucleo accumbens de
ratas tratadas con THC (1 mg/kg). Flecha negra, tiempo de inyeccién de THC.

FIGURA 5D: 3pMBP disminuye las areas bajo la curva medias (ABC, calculadas a partir de tiempos "0" a 60
min para cada grupo) de la salida de dopamina en el nicleo accumbens de ratas tratadas con THC (1 mg/kg).
***p<0,001; **p<0,01, 3pMBP+THC frente al Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg)+THC (prueba de Dunnett).

FIGURA 6: Efectos de 3pMBP sobre la autoadministracidn intravenosa de WIN 55,212-2 en ratones. 3pMBP (per
os) disminuye la autoadministracién de WIN 55,512-2 (0,0125 mg/kg/infusién; iv) en ratones. Numero de infusiones
durante la adquisicién de la autoadministraciéon (primeras 10 sesiones, circulos rellenos negros) y durante las
sesiones de autoadministracién con 3pMBP (0,005 mg/kg, sesiones 11-14 y 0,015 mg/kg, sesiones 15-18;
cuadrados grises) o con Vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg, circulos rellenos blancos).

*p<0,05, grupo tratado con 3pMBP (0,015 mg/kg) frente al Vehiculo (0 mg/kg) (ANOVA bidireccional, efecto
principal de la administraciéon de 3pMBP).

FIGURAS 7 Efectos de 3pMBP sobre la autoadministracién y el restablecimiento de THC en monos

FIGURA 7A: 3pMBP disminuye de forma dependiente de la dosis el nimero de inyecciones de THC en monos
ardilla durante la autoadministracién intravenosa (sesiones de 1 hora) de THC (4 pg/kg/inyeccién) en una
relacién fija de diez (FR10)

*p < 0,05, frente al vehiculo de 3pMBP + THC (prueba de Bonferroni).

FIGURA 7B: 3pMBP disminuye de forma dependiente de la dosis las tasas de respuesta de THC en monos
ardilla durante la autoadministracién intravenosa (sesiones de 1 hora) de THC (4 pg/kg/inyeccién) en una
relacion fija de diez (FR10).

*p < 0,05, frente al vehiculo de 3pMBP + THC (prueba de Bonferroni).

FIGURA 7C: 3pMBP (per os) reduce el restablecimiento de la busqueda de droga inducida por THC (0,04
mg/kg) en monos. La barra representa la media + SEM (n = 4) del numero de inyecciones del vehiculo. "0
mg/kg" representa vehiculo de 3pMBP.

*p < 0,05, frente a "cebado del vehiculo” (prueba de Tukey).
#p < 0,05, frente a "cebado de THC", (Prueba de Tukey).

FIGURA 7D: 3pMBP (per os) reduce la tasa de respuestas durante la prueba de restablecimiento de la
blUsqueda de droga inducida por THC (0,04 mg/kg) en monos. La barra representa la media + SEM (n = 4) de
las tasas de respuesta. "0 mg/kg" representa vehiculo de 3pMBP.

*p < 0,05, frente a "cebado del vehiculo” (prueba de Tukey).
#p < 0,05, frente a "cebado de THC", (Prueba de Tukey).

FIGURAS 8 Efectos de 3pMBP y rimonabant sobre la ingesta de alimentos y el peso corporal y sobre la abstinencia
inducida por THC.

FIGURA 8A: Efectos de 3pMBP y rimonabant sobre el peso corporal en ratones obesos.

En comparacién con los animales tratados con vehiculo (VEH), Rimonabant (Rimo 10 mg/kg; i.p.), pero no
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3pMBP (0,005, 0,015, 0,05, 5y 15 mg/kg; per 0s), disminuye el peso corporal en ratones obesos. Dias 1 a
4: ningln efecto significativo de rimonabant.

Dias 5 al 7: p<0,05, Rimo frente a VEH (prueba de Dunnett).

Dias 7 al 15: p<0,01, Rimo frente a VEH (prueba de Dunnett).

FIGURA 8B: Efectos de 3pMBP y rimonabant sobre la ingesta de alimentos en ratones obesos.

En comparacién con los animales tratados con vehiculo (VEH), Rimonabant (Rimo 10 mg/kg; i.p.), pero no
3pMBP (0,005, 0,015, 0,05, 5 y 15 mg/kg; per os), disminuye la ingesta de alimentos en ratones obesos. Dia 1
a 5: p<0,001, Rimo frente a VEH (prueba de Tukey).

FIGURA 8C: Efectos de 3pMBP y rimonabant sobre la duracién del movimiento de cabeza.

Rimonabant (Rimo, 10 mg/kg; i.p.), pero no 3pMBP (0,15 mg/kg; per os) aumenta la duracién del movimiento
de cabeza en ratones que recibieron un tratamiento repetido con administraciones de THC (20 mg/kg; ip)
en comparacidén con animales tratados repetidamente con THC que recibieron una inyeccién de vehiculo
(VEH).

***p<0,001; Grupo VEH-THC frente al grupo Rimo-THC (prueba t de Student).

FIGURA 8D: Efectos de 3pMBP y rimonabant sobre la duracién de los temblores de las patas.

Rimonabant (Rimo, 10 mg/kg; i.p.), pero no 3pMBP (0,15 mg/kg; per os) aumenta la duracién de los
temblores de las patas en ratones que recibieron un tratamiento repetido con THC (20 mg/kg; ip) en
comparacién con animales tratados repetidamente con THC que recibieron una inyeccién de vehiculo
(VEH).

*p <0,05; Grupo VEH-THC frente al grupo Rimo-THC (prueba t de Student).

FIGURAS 9: Efectos de las administraciones repetidas de 3pMBP o rimonabant sobre comportamientos
relacionados con la ansiedad y la depresidn en ratones.

FIGURA 9A: Efectos en ratones de administraciones repetidas (28 dias, una vez al dia) de 3pMBP (0, 0,05, 5,
15 mg/kg, per os) o de rimonabant (Rimo 0 y 10 mg/kg; ip) sobre comportamientos relacionados con la
ansiedad, medidos por el porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz.
3pMBP no tiene ningln efecto sobre el tiempo pasado en los brazos abiertos, mientras que rimonabant
disminuye el tiempo pasado en los brazos abiertos.

FIGURA 9B: Efectos en ratones de las administraciones repetidas (28 dias, una vez al dia) de 3pMBP (0, 0,05;
5; 15 mg/kg, per os) o de rimonabant (Rimo 0 y 10 mg/kg; ip) sobre comportamientos relacionados con la
ansiedad, medidos por el porcentaje de visitas en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz. 3pMBP no
tiene ningun efecto sobre las visitas en los brazos abiertos mientras que rimonabant disminuye el porcentaje
de visitas en los brazos abiertos.

**p<0,01; *p <0,05; Rimo frente a vehiculo (0 mg/kg) (prueba t de Student).

FIGURA 9C: Efectos en ratones de las administraciones repetidas (28 dias, una vez al dia) de 3pMBP (0, 0,05;
5; 15 mg/kg, per 0s) sobre comportamientos relacionados con la depresién medidos en la prueba de preferencia
de sacarosa. 3pMBP no tiene ningln efecto sobre la ingesta de sacarosa.

FIGURA 9D: Efectos en ratones de administraciones repetidas (28 dias, una vez al dia) de rimonabant (Rimo
0 y 10 mg/kg; ip) sobre comportamientos relacionados con la depresién medidos en la prueba de preferencia
de sacarosa. Rimonabant disminuye la ingesta de sacarosa (retraso de 8:30 a 10 pm). *p<0,05, Rimo frente a
vehiculo (0 mg/kg) (prueba t de Student).

FIGURAS 10: Efecto de 3pMBP sobre las concentraciones plasméticas de corticosterona en ratones.

FIGURA 10A: En ratones macho, la administracién de 3pMBP (0,3 o 10 mg/kg; per os) o vehiculo (VEH) no
tiene ningun efecto significativo sobre las concentraciones plasméticas de corticosterona medidas 2, 5, 8 y 24
horas después de la administracion.
FIGURA 10B: En ratones hembra, la administracién de 3pMBP (0,3 o 10 mg/kg; per os) o vehiculo (VEH) no
tiene ningun efecto significativo sobre las concentraciones plasméticas de corticosterona medidas 2, 5, 8 y 24
horas después de la administracion.

Los datos se representan en escala log(10).
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere generalmente a un compuesto de Férmula (I):
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Férmula (1)

para su uso en el tratamiento de un trastorno relacionado con los cannabinoides.

El compuesto de la presente invencién, 3p-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona, no bloquea toda la actividad del
receptor objetivo, sino sbélo una parte de su actividad. El receptor diana especifico del compuesto de la presente
invencién es el receptor CB1.

El compuesto de Férmula (1) es capaz de reproducir los efectos de un mecanismo cerebral recientemente descubierto
que proporciona una retroalimentaciéon negativa endégena, regulando una sobreactivacién del CB1. Es importante
sefialar que este mecanismo regulador se activa s6lo cuando CB1 est4 fuertemente sobreactivado, pero no cuando la
activacion del receptor estéd dentro de un intervalo mas fisiol6gico. Esta es la razén por la que el compuesto de la
presente invencién es extremadamente potente para bloquear los efectos del THC, agonista de CB1, y, por tanto, es
eficaz para el tratamiento de trastornos relacionados con los cannabinoides. Asimismo, debido a su mecanismo de
accidn especifica de sefializacidn, el compuesto de la presente invencidn no tiene efectos sobre el comportamiento
en si mismo en sujetos sanos en los que el CB1 no es activado por los cannabinoides.

El mecanismo de accién del compuesto de la presente invencién es a este respecto muy diferente del de los
antagonistas ortostéricos de CB1, que al bloquear la unién de agonistas endégenos y exdgenos del receptor CB1,
inducen una inhibicién completa de toda la actividad de CB1 y alteran el comportamiento en si mismo. Ademas, el
mecanismo de accién de los antagonistas no existe fisiolégicamente, es decir, por lo que saben los presentes
inventores, no hay compuestos endégenos, que como antagonistas, bloqueen la unién de un agonista de CB1 al
receptor. Debido a la naturaleza artificial de este mecanismo de accién, estos antagonistas, ademas de corregir una
sobreactivacién de un receptor objetivo, generalmente reduce su actividad por debajo de los niveles basales, alterando
la fisiologia y generando efectos secundarios.

El diferente mecanismo de accidén entre el compuesto de la presente invencién y los antagonistas ortostéricos, tales
como rimonabant, explica por qué ambos farmacos pueden inhibir los efectos del THC, pero no comparten otros
efectos conductuales.

Por lo tanto, el compuesto de la presente invencidn no es un antagonista de CB1 y como tal no bloquea todos los
efectos celulares del THC, como lo hace el antagonista ortostérico de CB1 rimonabant. En realidad, el compuesto de
la presente invencién transforma el THC en un agonista del CB1 sesgado por AMPc.

Un agonista sesgado es un compuesto que es capaz de activar sélo algunos de los efectos celulares mediados por su
receptor objetivo. En el caso de CB1, los dos efectos principales de un agonista, tal como THC, son simultaneamente
inhibir la produccién de AMPc y estimular la actividad de MAPK. Un agonista sesgado del CB1 podria entonces inhibir
selectivamente el AMPc (agonista de CB1 sesgado por AMPc) o activar la MAPK (agonista de CB1 sesgado por
MAPK). Cuando el compuesto de la presente invencién esté presente, el THC todavia puede inhibir la produccién de
AMPc, pero no activar MAPK.

Dicho de otro modo, el compuesto de la presente invencidén ha transformado el THC en un agonista sesgado por el
AMPc.

Los datos preclinicos obtenidos con el compuesto de la presente invencién indican que, como agonista sesgado por
el AMPc, el THC pierde la mayoria de sus efectos conductuales condicionados e incondicionados, que se vuelve
menos reforzador y capaz de restablecer la busqueda de droga después de un periodo de interrupcién de la droga.

No obstante, el THC todavia tiene algunos de sus efectos celulares. Probablemente esta sea la razdn por la que el
compuesto de la presente invencién no precipita la abstinencia en ratones dependientes de THC, mientras que
rimonabant si.

De manera ventajosa, el compuesto de la presente invencion no muestra los efectos conductuales de los antagonistas
de CB1. Efectivamente, los antagonistas ortostéricos de CB1 bloquean toda la actividad celular de un receptor,
mientras que el compuesto de la presente invencion bloquea sélo algunos de ellos.

De manera aln ventajosa y mas general, no se han observado efectos adversos con el compuesto de la presente
invencién.
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La falta de efectos adversos, y en muchos casos, ningln efecto del compuesto de la presente invencidén en roedores
y perros se debe probablemente a la estructura especifica, el mecanismo de accién y las caracteristicas de
adsorcidn/distribucién/metabolismo/excrecién del compuesto de la presente invencion.

Los inventores demuestran que el compuesto de la invencién tiene caracteristicas concomitantes que lo convierten en
una herramienta ideal Unica para tratar los trastornos relacionados con los cannabinoides. Estas caracteristicas
incluyen, pero sin limitacion:

1. El compuesto de la presente invencién tiene un mecanismo de accién Unico disefiado como un mecanismo
cerebral endégeno para superar una sobreactivacién del receptor CB1, pero parece no tener ningun efecto sobre
la actividad basal del receptor. La alteracién de la actividad basal del sistema objetivo suele ser responsable de
algunos de los efectos adversos de los antagonistas. Ademas, el compuesto de la presente invencién es muy
selectivo y no interactia con ninguno de los 85 receptores probados. Los efectos inespecificos suelen ser
responsables de algunos de los efectos adversos de las nuevas entidades quimicas. A continuacidn, se inhibe la
actividad celular del receptor CB1 de forma selectiva y especifica de sefalizacién.

2. El compuesto de la presente invencion muestra in vivo una potencia muy alta para inhibir un amplio espectro de
efectos condicionados e incondicionados de los agonistas de CB1 que incluyen, pero sin limitaciéon, THC.

3. El compuesto de la presente invencion no tiene ninguno de los efectos adversos de los antagonistas ortostéricos
de CB1, que incluyen, pero sin limitaciéon: a. disminucién de la ingesta de alimentos; b. aumento de
comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién: c. aumento de la secrecion de glucocorticoides; d.
abstinencia precipitada en animales dependientes de THC; e. induccién de convulsiones cldnicas y signos clinicos
relacionados con un deterioro del sistema nervioso central; f. hepatotoxicidad.

4. El compuesto de la presente invencién no provoca cambios relevantes en el comportamiento en si mismo,
incluso en dosis miles de veces superiores a la Dlso para la inhibicién del THC.

5. El compuesto de la presente invencion tiene buenas caracteristicas de absorcién, distribuciéon, metabolismo y
excrecion sin conversion significativa en los metabolitos principales incluyendo, aunque no de forma limitativa, los
esteroides activos posteriores.

6. El compuesto de la presente invencidn presenta un buen acceso al cerebro.

7. El compuesto de la presente invencién no modifica la actividad de las principales enzimas metabdlicas
endégenas ni de los sistemas de transporte.

8. El compuesto de la presente invencién no tiene efectos adversos ni téxicos, in vitro e in vivo, en dosis miles de
veces superiores a la Dlso para la inhibicién de los efectos del THC. Por consiguiente, el compuesto de la presente
invencién tiene un muy buen indice terapéutico >7.200.

De acuerdo con la presente invencién, los "trastornos relacionados con los cannabinoides" o "trastorno relacionado
con los cannabinoides" o "CRD" incluyen el trastorno por consumo de cannabinoides (CUD); intoxicacién por
cannabinoides; abstinencia de cannabinoides; otros trastornos inducidos por cannabinoides; trastorno relacionado con
los cannabinoides no especificado; sindrome de hiperemesis por cannabinoides, catatonia inducida por cannabinoides
y todos los trastornos que se pueden atribuir al consumo de cannabinoides.

Para ilustrar los principales trastornos relacionados con los cannabinoides (CRD) utilizamos en el presente documento
los criterios de la quinta edicién del "Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders" (DSM-5™) que se refiere
al cannabis y los cannabinoides sintéticos.

No obstante, esta no es una descripcién exclusiva de los trastornos relacionados con los cannabinoides, sino que
abarca trastornos similares descritos en otros manuales de diagnéstico que incluyen, aunque no de forma limitativa,
la Clasificacién Internacional de Enfermedades (Organizacién Mundial de la Salud) y, de manera mas general, todos
los trastornos inducidos por preparados derivados del cannabis o que contienen sustancias sintéticas cannabinoides.

Ejemplos de dichos trastornos se describen bien en la publicacién de 2016 de la Organizacién Mundial de la Salud
titulada "The health and social effects of nhonmedical cannabis use". Los efectos a corto plazo del consumo de
cannabinoides incluyen trastornos tales como deterioro de la cognicién y la coordinacién, ansiedad y sintomas
psicéticos, toxicidad aguda, efectos cardiovasculares agudos y efectos agudos en los pulmones y las vias respiratorias.
El consumo de cannabinoides a largo plazo implica no sélo resultados psicosociales y de salud mental adversos, sino
también trastornos cardiovasculares relacionados con los cannabinoides y accidentes cerebrovasculares isquémicos
relacionados con los cannabinoides.

El "trastorno por consumo de cannabinoides" o0 "CUD" debe entenderse como un patrén problematico de consumo de
cannabinoides que conduce a un deterioro o malestar clinicamente significativo, como lo manifiestan al menos dos de
los siguientes, ocurridos dentro de un periodo de 12 meses:

1. Los cannabinoides suelen consumirse en cantidades mayores o durante un periodo més largo de lo previsto.

2. Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos por reducir o controlar el consumo de cannabinoides.

3. Se dedica una gran cantidad de tiempo a actividades necesarias para obtener cannabinoides, consumir
cannabinoides o recuperarse de sus efectos.
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4. Ansia, o un fuerte deseo o necesidad de consumir cannabinoides.

5. El consumo recurrente de cannabinoides da como resultado el incumplimiento de obligaciones importantes en
el trabajo, escuela o casa.

6. Consumo continuo de cannabinoides a pesar de tener problemas sociales o interpersonales persistentes o
recurrentes causados o exacerbados por los efectos de los cannabinoides.

7. Se abandonan o reducen importantes actividades sociales, ocupacionales o recreativas debido al consumo de
cannabinoides.

8. Consumo recurrente de cannabinoides en situaciones en las que son fisicamente peligrosas.

9. Se continlla el consumo de cannabinoides a pesar de saber que tiene un problema fisico o psicolégico
persistente o recurrente que probablemente haya sido causado o exacerbado por los cannabinoides.

10. Tolerancia, como se define por cualquiera de los siguientes:

a. Una necesidad de cantidades notablemente mayores de cannabinoides para lograr la intoxicacién o el efecto
deseado.
b. Efecto notablemente disminuido con el consumo continuado de la misma cantidad de cannabinoides.

11. Abstinencia, como se manifiesta por cualquiera de los siguientes:

a. El sindrome de abstinencia caracteristico de los cannabinoides.
b. Los cannabinoides (0 una sustancia estrechamente relacionada) se toman para aliviar o evitar los sintomas
de abstinencia.

De acuerdo con el DSM-5™, El trastorno por consumo de cannabinoides, se considerara "leve" si se presentan de 2 a
3 sintomas, "moderado" si se presentan de 4 a 5 sintomas y "grave" si se presentan 6 o més sintomas.

Como se usa en el presente documento, La "intoxicacidén por cannabinoides" se debe diagnosticar con los siguientes
criterios:

A. Consumo reciente de cannabis o de un cannabinoide sintético.

B. Cambios conductuales o psicolégicos problematicos clinicamente significativos (por ejemplo, coordinacién
motora deteriorada, euforia, ansiedad, sensacién de tiempo ralentizado, deterioro del juicio, retraimiento social)
que se desarrollé durante, o poco después, del consumo de cannabinoides.

C. Dos (0 mas) de los siguientes signos o sintomas se desarrollan dentro de las 2 horas posteriores al consumo
de cannabinoides:

1. Inyeccidn conjuntival.
2. Aumento del apetito.
3. Boca seca.

4. Taquicardia.

D. Los signos o sintomas no son atribuibles a otra afeccién médica y no se explican mejor por otro trastorno mental,
incluida la intoxicacién por otra sustancia.

El término "trastorno de abstinencia de cannabinoides" debe diagnosticarse con los siguientes criterios:

A. Cese del consumo de cannabinoides que ha sido intenso y prolongado (es decir, consumo habitualmente diario
o casi diario durante un periodo de al menos unos pocos meses).

B. Tres (o mas) de los siguientes signos y sintomas se desarrollan aproximadamente 1 semana después del
Criterio A:

. Irritabilidad, ira o agresién.

. Nerviosismo o ansiedad.

. Dificultad para dormir (por ejemplo, insomnio, suefios perturbadores).

. Disminucién del apetito o pérdida de peso.

. Agitacién.

. Estado de 4nimo deprimido.

. Al menos uno de los siguientes sintomas fisicos que causan un malestar significativo: dolor abdominal,
convulsiones/temblores, sudoracion, fiebre, escalofrios o dolor de cabeza.

~NOoO O hWN-=-

C. Los signos o sintomas del Criterio B causan malestar o deterioro clinicamente significativo en las areas sociales,
laborales u otras areas importantes del funcionamiento.
D. Los signos o sintomas no son atribuibles a otra afeccién médica y no se explican mejor por otro trastorno mental,
incluyendo intoxicacidén o abstinencia de otra sustancia.

De acuerdo con el DSM-5™ los "Oftros trastornos inducidos por cannabinoides" son el trastorno de ansiedad inducido
por cannabinoides; trastorno psicético inducido por cannabinoides; trastorno del suefio inducido por cannabinoides;

10
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delirio por intoxicacidén por cannabinoides. Estos trastornos inducidos por cannabinoides se diagnostican en lugar de
la intoxicacién por cannabinoides o la abstinencia de cannabinoides cuando los sintomas son lo suficientemente
graves como para justificar una atencién clinica independiente.

El "trastorno psicético inducido por cannabinoides" debe diagnosticarse con los siguientes criterios:
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A. Presencia de uno o ambos de los siguientes sintomas:
1. Delirios.
2. Alucinaciones.
B. Hay evidencia a partir del historial, examen fisico o hallazgos de laboratorio de (1) y (2):

1. Los sintomas del Criterio A se desarrollaron durante o poco después de la intoxicacién o abstinencia de
cannabinoides o después de la exposiciéon a un medicamento.
2. Los cannabinoides involucrados son capaces de producir los sintomas del Criterio A.

C. La alteracion no se explica mejor por un trastorno psicético que no sea inducido por sustancias. Dicha evidencia
de un trastorno psicético independiente podria incluir lo siguiente:

Los sintomas precedieron al inicio del consumo de cannabinoides; los sintomas persisten durante un periodo de
tiempo sustancial (por ejemplo, aproximadamente 1 mes) después del cese de la abstinencia aguda o de la
intoxicacién grave: o hay otra evidencia de un trastorno psicético independiente no inducido por sustancias o
medicamentos (por ejemplo, antecedentes de episodios recurrentes no relacionados con sustancias o
medicamentos).

D. La alteracidn no ocurre exclusivamente durante el curso de un delirio.

E. La alteracién causa malestar clinicamente significativo o deterioro en las areas sociales, laborales u otras areas
importantes del funcionamiento.

Este diagnéstico debe realizarse en lugar de un diagnéstico de intoxicacién o abstinencia de sustancias sélo cuando

los sintomas del Criterio A predominen en el cuadro clinico y cuando sean lo suficientemente graves como para
justificar atencién clinica.

El "trastorno de ansiedad inducido por cannabinoides" se debe diagnosticar con los siguientes criterios:

35

40

45

50

R. En el cuadro clinico predominan los ataques de péanico o ansiedad.
B. Hay evidencia a partir del historial, examen fisico o hallazgos de laboratorio de (1) y (2):

1. Los sintomas del Criterio A se desarrollaron durante o poco después de la intoxicacién o abstinencia de
cannabinoides o después de la exposicién a los cannabinoides.
2. Los cannabinoides involucrados son capaces de producir los sintomas del Criterio A.

C. La alteracién no se explica mejor por un trastorno de ansiedad que no sea inducido por cannabinoides. Dicha
evidencia de un trastorno de ansiedad independiente podria incluir lo siguiente:

Los sintomas preceden al inicio del consumo de la sustancia/medicamento; los sintomas persisten durante un
periodo de tiempo sustancial (por ejemplo, aproximadamente 1 mes) después del cese de la abstinencia aguda o
de la intoxicacién grave: o hay otra evidencia que sugiere la existencia de un trastorno de ansiedad independiente
no inducido por sustancias o medicamentos (por ejemplo, antecedentes de episodios recurrentes no relacionados
con sustancias o medicamentos).

D. La alteracidn no ocurre exclusivamente durante el curso de un delirio.

E. La alteracién causa malestar clinicamente significativo o deterioro en las areas sociales, laborales u otras areas
importantes del funcionamiento.

Nota: Este diagnéstico debe realizarse en lugar de un diagnéstico de intoxicacién por cannabinoides o abstinencia de
cannabinoides solo cuando los sintomas del Criterio A predominen en el cuadro clinico y sean lo suficientemente
graves como para justificar atencién clinica.

El "trastorno del suefio inducido por cannabinoides" se debe diagnosticar con los siguientes criterios:

A. Una alteracién importante y grave del suefio.
B. Hay evidencia a partir del historial, examen fisico o hallazgos de laboratorio de (1) y (2):

1. Los sintomas del Criterio A se desarrollaron durante o poco después de la intoxicacidn por cannabinoides o

después de la abstinencia o exposicién a los cannabinoides.
2. Los cannabinoides involucrados son capaces de producir los sintomas del Criterio A.
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C. La alteracién no se explica mejor por un trastorno del suefio que no sea inducido por cannabinoides. Dicha
evidencia de un trastorno del suefio independiente podria incluir lo siguiente:

Los sintomas preceden al inicio del consumo de cannabinoides; los sintomas persisten durante un periodo de
tiempo sustancial (por ejemplo, aproximadamente 1 mes) después del cese de la abstinencia aguda o de la
intoxicacién grave; o hay otra evidencia que sugiere la existencia de un trastorno del suefio independiente no
inducido por cannabinoides (por ejemplo, antecedentes de episodios recurrentes no relacionados con sustancias
o medicamentos).

D. La alteracidn no ocurre exclusivamente durante el curso de un delirio.

E. La alteracién causa malestar clinicamente significativo o deterioro en las areas sociales, laborales u otras areas
importantes del funcionamiento.

Nota: Este diagnéstico debe realizarse en lugar de un diagnéstico de intoxicacién por cannabinoides o abstinencia de
cannabinoides solo cuando los sintomas del Criterio A predominen en el cuadro clinico y cuando sean lo
suficientemente graves como para justificar atencién clinica.

El "delirio por intoxicacién" debe diagnosticarse con los siguientes criterios:

A. Una alteracién en la atencién (es decir, capacidad reducida para dirigir, centrar, mantener y cambiar la atencién)
y la conciencia (orientacién reducida hacia el entorno).

B. La alteracidn se desarrolla durante un corto periodo de tiempo (generalmente de unas horas a unos pocos dias),
representa un cambio con respecto a la atencidn y la conciencia inicial y tiende a fluctuar en gravedad durante el
transcurso del dia.

C. Una alteracién adicional en la cognicién (por ejemplo, déficit de memoria, desorientacién, idioma, capacidad
visuoespacial o percepcién).

D. Las alteraciones de los Criterios A y C no se explican mejor por otro trastorno neurocognitivo preexistente,
establecido o en evolucidén y no ocurren en el contexto de un nivel de despertar severamente reducido, tal como
coma.

E. Hay evidencia a partir del historial, examen fisico o hallazgos de laboratorio de que la alteraciéon es una
consecuencia fisioldégica directa de la intoxicacién o abstinencia de cannabinoides.

Se debe realizar un diagnéstico de delirio por intoxicacién por cannabinoides en lugar de intoxicacién por
cannabinoides cuando los sintomas de los criterios A y C predominen en el cuadro clinico y cuando sean lo
suficientemente graves como para justificar atencién clinica.

Se debe realizar un diagnéstico de delirio por abstinencia de cannabinoides en lugar de abstinencia de sustancias
cuando los sintomas de los Criterios A y C predominen en el cuadro clinico y cuando sean lo suficientemente graves
como para justificar atencién clinica.

Como se utiliza en el presente documento, y de acuerdo con el DSM-5™ la categoria de "trastorno relacionado con los
cannabinoides no especificado” se aplica a presentaciones en las que se presentan sintomas caracteristicos de un
trastorno relacionado con los cannabinoides que causan malestar o deterioro clinicamente significativo en las areas
sociales, ocupacionales u otras areas importantes de funcionamiento, pero no cumplen con todos los criterios para
ningln trastorno relacionado con los cannabinoides especifico o ninguno de los trastornos en la clase de diagnéstico
de trastornos relacionados con sustancias y adictivos.

Como se utiliza en el presente documento, "sindrome de hiperemesis por cannabinoides" se aplica a presentaciones
caracterizadas por el consumo de cannabinoides, episodios ciclicos de nduseas y vémitos a menudo asociados con
bafios calientes frecuentes. El curso clinico del sindrome de hiperemesis por cannabinoides se puede dividir en tres
fases: fase prodrémica, hiperemética y de recuperacién. La fase hiperemética suele cesar en 48 horas. Los pacientes
a menudo demuestran la conducta aprendida de bafios calientes frecuentes, que produce el cese temporal de
nauseas, vémitos y dolor abdominal (Galli et a/., 2011).

Como se utiliza en el presente documento, "catatonia inducida por cannabinoides" se aplica a presentaciones
caracterizadas por el consumo de cannabinoides seguido de un estado similar a cataténico, con movilidad reducida,
estado de alerta y capacidad de respuesta a la estimulacién externa como sintomatologia clinica predominante (Adams
et al 2017, Khan et al., 20186).

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un compuesto de Férmula (I):
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Férmula (1)

para su uso en el tratamiento de un trastorno relacionado con los cannabinoides seleccionado entre trastorno por
consumo de cannabinoides (CUD); intoxicacién por cannabinoides; abstinencia de cannabinoides; otros trastornos
inducidos por cannabinoides, trastorno relacionado con los cannabinoides no especificado; sindrome de hiperemesis
por cannabinoides y catatonia inducida por cannabinoides.

Como se usa en el presente documento, los "cannabinoides" se refieren a sustancias que son agonistas totales o
parciales que actlan sobre los receptores cannabinoides. Los cannabinoides incluyen extractos naturales y
compuestos sintéticos, también conocidos como sustancias similares al cannabis.

Se han descrito dos tipos principales de receptores cannabinoides (CB): receptores CB1 y CB2.
Normalmente, los cannabinoides naturales podrian extraerse de la planta Cannabis L., en particular, Cannabis sativa.

Con el paso del tiempo, el material vegetal obtenido de la planta Cannabis L. ha acumulado muchos nombres (por
ejemplo, marihuana, mota, hierba, pasto, canuto, Maria Juana, porro, maria, cafiamo, grefia, boom, gangster, kif y
grifa). Los consumidores de cannabinoides pueden ingerir partes de la planta, por ejemplo, la flor o las hojas, o distintos
tipos de extracciones concentradas de la planta de los cuales uno de los més utilizados es el hachis. Los componentes
de las plantas o los extractos vegetales suelen fumarse o ingerirse con varias preparaciones alimenticias.

El cannabis es una planta psicoactiva que contiene mas de 500 componentes, de los cuales actualmente se han
identificado 104 cannabinoides.

El A9-tetrahidrocannabinol (THC) es el principal componente psicoactivo de la planta de cannabis. La potencia del
cannabis se evalla principalmente de acuerdo con la concentracién de THC. Por esta razdn, se puede comprar un
extracto que contiene THC puro (pure gold) y lo utilizan los consumidores de cannabinoides. Los efectos adversos
después del consumo agudo o regular de cannabis estén en relacién directa con las concentraciones de THC en el
producto (Lafaye et al., 2017).

El Cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN), cannabavarina (THCV), cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC), delta-
8-THC, cannabiciclol (CBL), cannabitriol (CBT) y la cannabielsoina se encuentran entre los muchos cannabinoides
naturales diferentes que contiene la planta de cannabis. Se sabe que la mayoria tiene propiedades psicoactivas.

Los cannabinoides sintéticos se unen a los receptores cannabinoides y provocan efectos similares al A9-
tetrahidrocannabinol (THC). Algunos ejemplos de cannabinoides sintéticos se describen, sin limitacién, en la Tabla 1.

Las sustancias que contienen cannabinoides sintéticos (SCB) también se conocen con la marca "Spice", "K2", "herbal
incense", "Cloud 9", "Mojo".
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Por lo tanto, y como se utiliza en el presente documento, los trastornos relacionados con los cannabinoides incluyen
trastornos asociados al consumo de cannabinoides.

Las expresiones "3B-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona" o "C2oH4003" 0 "3B-(para-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-
ona" 0 "3pMBP" 0 "1-((3S,88,98,10R,138,148,178)-3-(4-metoxibencil)oxi)-10, 13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)etan-1-ona" designan el derivado
de pregnenolona de acuerdo con la presente invencién que tiene la siguiente formula (1):

Férmula (1)

El término "tratamiento” o la expresiéon "método de tratamiento" o su equivalente no pretende ser un término absoluto
y, cuando se aplica a, por ejemplo, trastornos relacionados con los cannabinoides se refiere a un procedimiento o
curso de accién disefiado para reducir, eliminar o aliviar uno 0 mas sintomas de los trastornos relacionados con los
cannabinoides.

A menudo, se realizara un "tratamiento" o un "método de tratamiento" de los trastornos relacionados con los
cannabinoides incluso con una baja probabilidad de éxito, pero, no obstante, se considerard que induce un efecto
beneficioso general. El tratamiento de los trastornos relacionados con los cannabinoides se refiere, por ejemplo, al
retraso del inicio, la reduccién de la frecuencia de uno o mas sintomas, o la reduccién de la gravedad de uno o més
sintomas asociados con el trastorno. En algunas circunstancias, la frecuencia y gravedad de uno o mas sintomas se
reduce a niveles no patolégicos.

Més particularmente, el término "tratamiento” o la expresién "método de tratamiento” de los trastornos relacionados
con los cannabinoides se refiere a una mejora de los criterios clinicos conductuales o bioldgicos en el sujeto. Por
ejemplo, "tratamiento” o un "método de tratamiento" de los trastornos por consumo de cannabinoides puede referirse
en particular a una disminucién en el nimero y/o la intensidad de los criterios 1 a 11 como se define anteriormente
para los trastornos por consumo de cannabinoides. También puede referirse a la prevencién o retraso de la aparicién
o reduccidn de la intensidad de criterios clinicos conductuales o biolégicos asociados a otros trastornos relacionados
con los cannabinoides.

De acuerdo con este aspecto que no forma parte de la invencién, se divulga en el presente documento un proceso
para la fabricacion del compuesto de Férmula (1), que comprende tres fases quimicas a partir de pregnenolona como
material de partida facilmente disponible.

Dicho proceso para la fabricacién del compuesto de Férmula (I) comprende:

- Una primera etapa de proteccién de la pregnenolona:

HO
Pregnenolona

dentro de un compuesto de Férmula (IV):

Férmula (1V)

- Una segunda etapa en donde dicho compuesto de Férmula (V) reacciona con un compuesto de Férmula (lI):
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Férmula (I11)

para obtener un compuesto de Férmula (I1):

3
A e

Formula (1B

- Una tercera etapa en donde se desprotege el compuesto de Férmula (1) para obtener el compuesto de Férmula

(1):

Férmula (1)

El proceso para la fabricaciéon del compuesto de Férmula (1) se describe en la Figura 1.

La presente invencidén también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula

(Iny:

Férmula (1)

y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La forma de la composicién farmacéutica, la via de administracion, la dosis y el régimen naturalmente dependeran de
la afeccién a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del paciente, etc.

Si bien es posible que el compuesto de la presente invencién se administre solo, es preferible formularlo en una
composicién farmacéutica de acuerdo con la practica farmacéutica convencional. Por tanto, la invencién también
proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de férmula () en mezcla con al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién proporciona ademés un proceso para preparar una composicién farmacéutica, comprendiendo
dicho proceso mezclar un compuesto de Férmula (1), junto con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicién farmacéutica normalmente comprendera al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los

excipientes aceptables para uso terapéutico se conocen bien en la técnica farmacéutica y se describen, por ejemplo,
en Remington's Pharmaceutical Sciences, 21" Edicion 2011. La eleccién del excipiente farmacéutico puede
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seleccionarse con respecto a la via de administracién prevista y a la practica farmacéutica convencional. El excipiente
debe ser aceptable en el sentido de que no sea perjudicial para el destinatario del mismo. El al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, un aglutinante, un diluyente, un vehiculo, un lubricante, un
disgregante, un agente humectante, un agente dispersante, un agente de suspensién y similares.

Las vias de administraciéon (suministro) del compuesto definido anteriormente incluyen, pero sin limitacién: oral (por
ejemplo, en forma de comprimido, capsula o como una solucién ingerible), tépica, mucosa (por ejemplo, como aerosol
nasal o aerosol para inhalacién), nasal, gastrointestinal, intraespinal, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa,
intrauterina, intraocular, intradérmica, intracraneal, intratraqueal, intravaginal, intracerebroventricular, intracerebral,
subcutanea, oftédlmica (incluyendo intravitrea o intracameral), transdérmica, rectal, bucal, epidural, sublingual.

Las vias de administracion preferidas incluyen oral, mucosa, parenteral y sublingual.

Por ejemplo, el compuesto se puede administrar por via oral en forma de comprimidos, comprimidos recubiertos,
pildoras, capsulas, cépsulas de gelatina blanda, polvos orales, granulos, évulos, elixires, soluciones o suspensiones,
que pueden contener agentes saborizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata, retardada,
modificada, sostenida, pulsada o controlada.

Los comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, carbonato
de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina, un disgregante tal como almidén (preferentemente almidén de maiz,
patata o tapioca), almiddn glicolato de sodio, croscarmelosa sédica y determinados silicatos complejos, un aglutinante
tal como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatinay goma
arabiga, un lubricante tal como estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo. También pueden
emplearse composiciones sdélidas de un tipo similar como materiales de relleno en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén de patata, almidén de
maiz, amilopectina, derivados de celulosa o gelatina. Las capsulas de gelatina dura pueden contener granulados del
compuesto de la invencién.

Las cépsulas de gelatina blanda se pueden preparar con capsulas que contienen el compuesto de la invencién, aceite
vegetal, ceras, grasa u otro vehiculo adecuado para cépsulas de gelatina blanda. Como ejemplo, el vehiculo aceptable
puede ser un vehiculo oleaginoso, tal como un aceite vegetal con triglicéridos de cadena larga (por ejemplo, aceite de
maiz).

Los polvos y granulados dispersables adecuados para la preparacién de una suspensién acuosa mediante la adicién
de agua pueden contener el principio activo junto con agentes dispersantes, agentes humectantes y agentes de
suspensién y uno 0 mas conservantes. Los excipientes adicionales, por ejemplo, edulcorantes, agentes aromatizantes
y colorantes, también pueden estar presentes. Estas composiciones pueden conservarse mediante la adicién de un
antioxidante, tal como éacido ascérbico. Las formas farmacéuticas liquidas para la administracién oral pueden incluir
soluciones, emulsiones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables que contienen diluyentes
inertes usados habitualmente en la técnica, tales como agua o un vehiculo oleaginoso. La forma farmacéutica liquida
se puede presentar en forma de un producto seco para su constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de
su uso. Dichas composiciones también pueden comprender adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes y de suspension, agentes complejantes tales como 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, sulfobutiléter-
beta-ciclodextrina y agentes edulcorantes, saborizantes, perfumantes, colorantes o tintes con diluyentes tales como
agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos. Estas composiciones pueden preservarse
mediante la adicién de un antioxidante, tal como hidroxianisol butilado o alfa-tocoferol.

El polvo finamente dividido del compuesto de la invencién se puede preparar, por ejemplo, mediante micronizacién o
mediante procesos conocidos en la técnica. El compuesto de la invencion se puede moler usando procedimientos de
molienda conocidos tales como molienda en himedo para obtener un tamafio de particula apropiado para la formacion
de comprimidos y para otros tipos de formulacién.

Si el compuesto de la presente invencién se administra por via parenteral, entonces los ejemplos de dicha
administracién incluyen uno o mas de: administracién del agente por via intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,
intratecal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal, intramuscular o subcuténea; y/o mediante el uso de
técnicas de infusion.

El compuesto de la invencién se puede administrar por via parenteral con una formulacién inmediatamente disponible
o de depbsito.

Las composiciones farmacéuticas para la administraciéon parenteral de una formulacién inmediatamente disponible
pueden estar en forma de una solucién o suspensién acuosa U oleaginosa inyectable estéril en un diluyente o
disolvente no téxico parenteralmente aceptable y pueden contener agentes de formulacidn tales como agentes de
suspensién, de dispersidn estabilizadores, humectantes y/o complejantes tales como ciclodextrina, por ejemplo, 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina, sulfobutiléter-beta-ciclodextrina.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971 103 T3

La formulacién de depdésito para la administracién parenteral se puede preparar mediante técnicas convencionales
con excipientes farmacéuticamente aceptables que incluyen, sin limitacién, polimeros biocompatibles y
biodegradables (por ejemplo, poli(p-caprolactona), poli(6xido de etileno), poli(acido glicblico), poli(acido lactico)-co-
(&cido glicélico)...)], poli(acido lactico)...), polimeros no biodegradables (por ejemplo, copolimero de etileno y acetato
de vinilo, poliuretano, poliéster(amida), cloruro de polivinilo...) vehiculos acuosos y no acuosos (por ejemplo, agua,
aceite de sésamo, aceite de semilla de algodén, aceite de soja, aceite de ricino, aceite de almendra, ésteres oleosos,
alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados, propilenglicol, DMSO, THF, 2-pirrolidona, N-metilpirrolidinona, N-
vinilpirrolidinona... ).

Alternativamente, el principio activo puede estar en forma seca, tal como un sélido en polvo, cristalino o liofilizado para
su constitucién con un vehiculo adecuado. La preparacién de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones
estériles se realiza facilmente mediante técnicas farmacéuticas convencionales bien conocidas por los expertos en la
técnica.

Como se ha indicado, el compuesto de la presente invencién se puede administrar por via intranasal o por inhalacién
y se administra convenientemente en forma de un inhalador de polvo seco o una presentacién en aerosol desde un
recipiente presurizado, bomba, pulverizador o nebulizador con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, (por ejemplo, de Ineos Fluor), diéxido de carbono
u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse
proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. El recipiente presurizado, la bomba, el pulverizador
o el nebulizador puede contener una solucién o suspensién del compuesto activo. Las capsulas y los cartuchos
(hechos, por ejemplo, de gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador pueden formularse para contener una
mezcla de polvo del compuesto y una base de polvo adecuada, tal como lactosa o almidén. Para composiciones
adecuadas y/o adaptadas para la administracidén inhalada, se prefiere que el compuesto o sal de férmula (1) esté en
una forma de reducido tamafio de particula y, mas preferentemente, la forma de reducido tamafio se obtiene o se
puede obtener mediante micronizacién. El tamafio de particula preferible del compuesto o sal o solvato de tamafio
reducido (por ejemplo, micronizado) se define por un valor de Dso de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50
micras (por ejemplo, medido usando difraccién laser). Alternativamente, el compuesto de la presente invencién se
puede administrar en forma de supositorio o pesario, o se puede aplicar tépicamente en forma de gel, hidrogel, locién,
solucién, crema, unglento o polvo para espolvorear. El compuesto de la presente invencién también puede
administrarse por via dérmica o transdérmica, por ejemplo, mediante el uso de un parche cutdneo. También puede
administrarse por via pulmonar o rectal. También puede administrarse por via ocular. Para uso oftdlmico, el compuesto
puede formularse como suspensiones micronizadas en solucién salina isoténica, pH ajustado, o, preferentemente,
como soluciones en solucién salina estéril isoténica, pH ajustado, opcionalmente junto con un conservante tal como
cloruro de benzalconio. Alternativamente, puede formularse en un unguento tal como vaselina.

Para la aplicacién tdpica a la piel, el agente de la presente invencién puede formularse como una pomada adecuada
que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en, por ejemplo, una mezcla con uno o mas de los siguientes:
aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol, polioxietileno, compuesto de polioxipropileno, cera
emulsionante y agua. Alternativamente, puede formularse como una locién o crema adecuada, suspenderse o
disolverse en, por ejemplo, una mezcla de uno o més de los siguientes: aceite mineral, monoestearato de sorbitano,
un polietilenglicol, parafina liquida, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol,
alcohol bencilico y agua.

Normalmente, un médico determinaré la dosis real que serd més adecuada para un sujeto individual. El nivel especifico
de dosis y la frecuencia de dosificacién para un individuo particular puede variar y dependera de una diversidad de
factores que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado y la longitud de accién de ese compuesto, la
edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta, el modo y el tiempo de administracién, la tasa de
excrecién, la combinacién de farmacos, y la gravedad de la afeccion particular y el individuo que se somete a terapia.
El compuesto definido anteriormente se puede administrar a un sujeto para su uso en el tratamiento de trastornos
relacionados con los cannabinoides en cualquier dosis adecuada para obtener un efecto terapéutico.

Para la administracion oral y parenteral a seres humanos, el nivel de dosis diaria del agente puede ser en dosis Unicas
o divididas.

Un intervalo de dosis propuesto del compuesto de acuerdo con la presente invencién para la administracién a un ser
humano (de aproximadamente 70 kg de peso corporal) es, incluyendo, aunque no de forma limitativa, de 1 ug a 1.000
mg, mas normalmente de 1 pg a 500 mg, més normalmente de 1 pg a 100 mg, mas normalmente de 1 ug a 50 mg,
méas normalmente de 1 pg a 10 mg, mas normalmente de 1 ug a 5 mg, mas normalmente de 1 yg a 1 mg, mas
normalmente de 1 ug a 600 pg, mas normalmente de 1 pyg a 200 pg, mas normalmente de 1 pg a 100 pg, méas
normalmente de 1 pg a 60 pg, mas normalmente de 10 pg a 1.000 mg, més normalmente 10 pg a 500 mg, més
normalmente de 10 ug a 100 mg, méas normalmente de 10 pg a 50 mg, mas normalmente de 10 pg a 10 mg, més
normalmente de 10 pg a 5 mg, mas normalmente de 10 ug a 1 mg, mas normalmente de 10 pg a 600 pg, méas
normalmente 10 ug a 200 pg, mas normalmente 10 pg a 100 pg, mas normalmente 20 pug a 1.000 mg, mas
normalmente 20 pg a 600 mg, mas normalmente de 20 pg a 200 mg, més normalmente de 20 ug a 60 mg, mas
normalmente de 20 pg a 20 mg, mas normalmente de 20 pg a 6 mg, mas normalmente de 20 ug a 2 mg, mas
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normalmente de 20 ug a 600 pug, mas normalmente 20 ug a 200 ug del principio activo por dosis unitaria, expresado
como el peso de é&cido libre. La dosis unitaria puede administrarse, por ejemplo, de 1 a 4 veces al dia. La dosis
dependeréa de la via de administracién. Se apreciara que puede ser necesario realizar variaciones rutinarias en la dosis
dependiendo de la edad y el peso del paciente, asi como de la gravedad de la afeccién a tratar. La dosis también
dependeréa de la via de administraciéon. La dosis precisa y la via de administracién quedaran, en Ultima instancia, a
criterio del médico o veterinario tratante.

Una "dosis adecuada", una "cantidad eficaz" del compuesto de la invencidn se refiere a la cantidad eficaz suficiente
para impedir, reducir, eliminar, controlar, tratar o inhibir un trastorno relacionado con los cannabinoides. El término
"controlar’ pretende referirse a todos los procesos en donde puede haber una desaceleracién, interrupcién, detencién
o parada de la progresion de las enfermedades y afecciones descritas en el presente documento, pero no
necesariamente indica una eliminacién total de todos los sintomas de enfermedad y afeccién. La dosis utilizada para
la administracion se puede adaptar en funcién de diversos pardmetros, en particular, en funcién del modo de
administracién utilizado, de la patologia pertinente o, como alternativa, de la duracién deseada del tratamiento.
Naturalmente, la forma de la composicién farmacéutica, la via de administracién, la dosis y el régimen naturalmente
dependen de la afeccidn a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del sujeto, etc. No se
pretende que los intervalos de dosis eficaces proporcionados a continuacién limiten la invencién y representan
intervalos de dosis preferidos. No obstante, la dosis preferida se puede adaptar al sujeto individual, como se entiende
y se puede determinar por un experto en la técnica, sin excesiva experimentacion.

De acuerdo con un aspecto que no forma parte de la presente invencion, en el presente documento se divulga el uso
del compuesto de Férmula (l):

Férmula (1)

para la fabricacion de una preparacion farmacéutica para el tratamiento de un trastorno relacionado con los
cannabinoides.

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis, preparacién y formulaciéon de 3pMBP

3B-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona (3pMBP) es una entidad quimica que contiene 7 centros quirales 3S, 8S, 9S,
10R, 138, 148, 17S como se describe en la Férmula (l):

Férmula (1)
La configuracién estereoquimica en estos centros es idéntica a la del material de partida pregnenolona.
Preparacién de 3B-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona (3pMBP)
La preparacién de 3pMBP se describe en la figura 1 y a continuacién

» Fase 1: Preparacién del compuesto de Férmula (1V): (3S, 88, 9S8, 10R, 138, 148, 17S)-10,13-dimetil-17-(2-metil-1,3-
dioxolan-2-il)-2,3,4,7, 89.10.11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopentalalfenantren-3-ol

La Fase 1 se llevé a cabo en un solo lote. Se cargaron en un reactor etilenglicol (11,676 kg), pregnenolona (6,992 kg,)
y acido para-toluenosulfénico (0,840 kg, 4,42 moles, 0,2 equiv.). La mezcla de reaccién se agité a una temperatura
entre 15 °C y 25 °C durante 25 min. Se afiadié ortoformiato de trietilo (20,939 kg) en tres porciones y la mezcla se

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971 103 T3

agitd durante al menos 1 hora a una temperatura entre 15 °C y 25 °C. Una vez completado, la mezcla de reaccién se
recogié y se verti6é lentamente sobre una solucién de bicarbonato de sodio (2,943 kg en 35,51 de agua) entre 0 °C y
10 °C. Al final de la adicién, la mezcla de reaccidén se agité a 0 °C y 10 °C durante 1 h, a continuacién, la mezcla de
reaccién se filtré y se lavé con agua (12 1). El filtrado también se lavé con 2-propanol (12 I) y se sec6 al vacio en un
flujo de nitrégeno. El sélido seco se recogid y se cargd en un reactor con 2-propanol (35 I). La suspensién se calentd
a reflujo durante 2 h. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se agité a temperatura ambiente
durante 12 h. La mezcla de reaccién se enfrié entre 0 °C y 10 °C y luego se agitd durante 2 h. El sélido se filtré y se
lavé con 2-propanol (12 1) y, a continuacién, se sec6 al vacio bajo un flujo de nitrégeno. Se obtuvo el compuesto de
Férmula (1V) (8,031 kg) con un rendimiento del 100,8 % (rendimiento no corregido).

» Fase 2. Preparacién del compuesto de Férmula (I1): 2-(3S, 8S, 9S, 10R, 138, 148, 17S)-3-((4-metoxibencil)oxi)-
10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9.10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)}-2-metil-1,3-
dioxolano

Se cargaron en un reactor el compuesto de Férmula (V) (3,460 kg) y tetrahidrofurano (THF) (69 I). La mezcla de
reaccidén se agité a una temperatura entre 20 °C y 25 °C durante 80 minutos. La mezcla de reaccion se filtré y la
solucién del compuesto de Férmula (IV) en THF se cargd en un reactor. Se afiadid en porciones t-BuOK (2,835 kg) a
una solucién del compuesto de Férmula (IV) en THF a una temperatura entre 20 °C y 25 °C. Al final de la adicién, se
afladieron para-metoxibencilcloruro de Férmula (111) (2,832 kg) y THF (4 1) a la mezcla de reaccién mediante un embudo
de adicién. La mezcla de reaccién se calentd entre 38 °C y 42 °C. Se cargd TBAI (1,555 kg) en porciones a la mezcla
de reaccién a una temperatura entre 38 °C y 42 °C. La mezcla de reaccidén se calentd entre 55 °C y 60 °C durante
16h30.

Una vez completado, la mezcla de reaccién se concentré al vacio para destilar entre 34 |y 36 | de THF. A continuacién,
la mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente.

Se cargd agua (52 I) en el reactor y, a continuacién, se enfrié entre 0 °C y 10 °C. La mezcla de reaccién se vertié sobre
agua con cuidado mientras se mantenia la temperatura entre 0 °C y 10 °C. Al final de la adicién, la mezcla de reaccién
se agité durante 1h50 entre 0 °C y 10 °C. La mezcla de reaccién se filtré y se lavé con agua (13 |). El filtrado se lavé
con acetonitrilo (13,5 1) y el sélido se secd al vacio en un flujo de nitrégeno durante 4 dias.

El sélido se recogié y se cargd en un reactor con acetonitrilo (13 1). La mezcla se calenté a reflujo durante 4 h. Se
cargd ademas acetonitrilo (11 I) en el reactor y se calenté a reflujo hasta que se obtuvo una solucién transparente. La
mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente y se agitdé a temperatura ambiente durante 14 h. La mezcla de
reaccién se enfrié entre 0 °C y 10 °C, se agité durante 45 minutos entre 0 °C y 10 °C y, a continuacién, se filtrd. Se
cargé acetonitrilo (10,5 1) en el reactor, se enfrié entre 0 °C y 10 °C, a continuacién, se afiadié al filtro para lavar el
filtrado y el sélido se sec6 al vacio en un flujo de nitrégeno durante 21 h. Se obtuvo el compuesto de Férmula (11) (2,449
kg) con un rendimiento del 59,2 %.

» Fase 3: Preparacion del compuesto de Férmula (1): 3pMBP

Se cargaron en un reactor el compuesto de Férmula (11) (2,448 kg) y diclorometano (10 ). La solucién se agit6é durante
20 minutos. Se afiadié &cido clorhidrico 1 M (4,9 1) a la solucién entre 15 °C y 25 °C. La mezcla de reaccién se agité
hasta su finalizacién entre 15 °C y 25 °C. Se afiadi6é diclorometano (8 |) (para disolver completamente cualquier
precipitado) y se dej6 que las fases se separaran. La capa orgéanica se lavé con agua (5 |) dos veces. La capa orgénica
se recogid y se cargé con 2-propanol (24,5 1) en el reactor entre 15 °C y 25 °C. La mezcla de reaccién se concentr6 al
vacio con una temperatura inferior a 40 °C. Una vez completado, la mezcla de reaccidn se calentd a reflujo. Se afiadid
2-propanol (40 |) hasta que se observé una solucién transparente. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y se agité a temperatura ambiente durante 12 h. La mezcla de reaccién se enfrié entre 0 °C y 10 °C, se agit6
durante 1 h entre 0 °C y 10 °C. El sélido se filtré y se lavé con 2-propanol (5 I), a continuacién, se secé al vacio
equipado con un caudal de nitrégeno mientras se calentaba el filtro entre 35 °C y 45 °C durante 20 h. El compuesto
de Férmula (1) (1,907 kg) se obtuvo con un rendimiento del 85,8 %.

Composicién farmacéutica
La 3p-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona se puede formular como una forma farmacéutica en capsula que contiene
una solucién de 3B-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona en aceite de maiz. La composicién de esta forma

farmacéutica se describe en la tabla 2.

La presente invencién proporciona un ejemplo para la preparacién de capsulas de gelatina blanda que contienen
respectivamente soluciéon de 20 ug, 0,2 mg y 2 mg de 3p-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona en aceite de maiz.

Las etapas que componen el proceso de fabricacién se pueden describir brevemente de la siguiente manera:
1. Se agitd 3p-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona en aceite de maiz hasta su completa disolucion.

2. A continuacién, se rellend una capsula de gelatina blanda con solucién de 3p-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-
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ona de la etapa 1 en una capsula de gelatina blanda.

Todos los excipientes cumplen con monografias de la Farmacopea Europea vigente (Ph. Eur.) y monografias del
Formulario Nacional de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP-NF).

Tabla 2. Composicién de capsulas de gelatina blanda de 3,8-(4-metoxibenciloxi)pregn-5-en-20-ona

capsula de 0,02 mg | cipsulade 0,20 mg | capsula de 2,00 mg |
3pMBP 0,020 mg 0,200 mg 2,000 mg
Aceite de maiz 96,980 mg 969,800 mg 969,000 mg
Diéxido de titanio 1,04 mg 529 mg 529 mg
Glicerol 85 % 21,61 mg 134,77 mg 134,77 mg
Gelatina, 47,79 mg 232,02 mg 232,02 mg
Peso total 167,44 mg 1342,08 mg 1342,08 mg

Ejemplo 2: Inhibicién especifica de |la actividad del receptor CB1 por 3pMBP

La comprension de los efectos del compuesto de la presente invencidén, 3pMBP, sobre la actividad del receptor CB1
se ha investigado estudiando los efectos de 3pMBP sobre los siguientes efectos celulares inducidos por la activacién
del receptor CB1 por el THC. La especificidad de los efectos de 3pMBP sobre el receptor CB1 se estudié analizando
los efectos de este compuesto sobre la unién de otros 85 receptores.

Materiales y métodos
Efecto de 3pMBP sobre el aumento de /a fosforilacién de MAPK inducido por THC:

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de 3pMBP sobre el aumento de la fosforilacién de Erk1/2MAPK,
comunmente llamada MAPK (Proteina quinasas activadas por mitdgenos), inducido por la administracion de THC en
células de rifidn embrionario humano 293 (HEK-293) transfectadas de manera estable o transitoria con el receptor
CB1 humano (hCB1).

Se eligieron las células HEK-293 porque no expresan receptores CB1 enddgenos, se pueden transfectar facilmente y
se han utilizado previamente en experimentos que estudian la actividad in vitro del receptor CB1 (Shore et al., 2014)
y en experimentos que muestran que la pregnenolona es capaz de inhibir la fosforilacién de MAPK inducida por THC
(Vallée et al. 2014). El efecto de 3pMBP en tres dosis (1 nM, 10 nM y 100 nM, disuelta en acetonitrilo al 0,01 %) se
probd sobre el efecto del THC a 1 uM (disuelto en EtOH al 6,2x10* %, Experimento 1) y 10 uM (disuelto en EtOH al
6,2x103 %, Experimento 2) sobre la fosforilacion de MAPK. La diferencia en las concentraciones de THC utilizadas en
los dos experimentos esta relacionada con la diferente eficiencia de transfeccidn del plasmido de ADNc de hCB1, que
es estable en el Experimento 1 y transitorio en el Experimento 2. El tratamiento con THC y 3pMBP fue concomitante
y durdé 5 min.

La fosforilacién de MAPK (proteinas P-Erk1/2MAPK) se midié6 mediante transferencia Western. En el experimento 1
se utilizaron como controles de carga el marcador mitocondrial CoxIV y en el experimento 2 las proteinas MAPK no
fosforiladas. Se calcularon las proporciones P-MAPK/CoxIV y P-MAPK/MAPK y los datos se expresaron como % de
células tratadas con vehiculo.

Efecto de 3pMBP sobre la disminucién del AMPc inducida por THC

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de 3pMBP sobre la disminucién del AMPc inducida por la
administraciéon de THC en células de ovario de hamster chino (CHO) que expresan de forma estable el receptor CB1
humano CHO-hCB1.

En estos experimentos se eligieron células CHO-hCB1 porque no expresan endégenamente el receptor CB1 y se han
utilizado previamente en experimentos que estudian los efectos de los agonistas de CB1 (Rinaldi-Carmona, 1996),
incluido el THC, sobre cAMP y P-MAPK.

Los efectos de 3pMBP en cuatro dosis (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 pM, disuelta en N,N-dimetilformamida al 0,01 %) se
probaron frente a una funcién de reaccién a la dosis de THC (0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM y 300 nM,
disuelto en etanol 0,0063%). Se trataron células CHO-CB1-C2 afiadiendo concomitantemente THC y el compuesto de
prueba durante 45 minutos. También se afiadié simultdneamente forskolina (2,5 uM) en todas las condiciones
probadas para mantener el nivel basal de AMPc. Al final del tratamiento, las células se sometieron a lisis para proceder
con la cuantificacién de AMPc. Todas las medidas se realizaron por triplicado en un experimento.

La determinacién cuantitativa de AMPc se realizé mediante un inmunoensayo de fluorescencia competitivo. Los datos

se expresaron como % de delta fluorescencia (Delta F) que se calculd de la siguiente manera: Delta F % =
(Fluorescencia de la muestra - Fluorescencia del control negativo) / Fluorescencia del control negativo.
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Efecto de 3pMBP sobre la disminucién de la respiracién celular inducida por THC

El objetivo de este estudio era probar el efecto de 3pMBP sobre la inhibicién de la respiracién celular inducida por THC
(1 MM) en células HEK-293 transfectadas de manera transitoria con los receptores CB1 humanos (hCB1).

Las células HEK-293 transfectadas de manera transitoria con el plasmido que expresa hCB1 se trataron primero con
3pMBP (0, 1, 10 y 100 nM disuelta en acetonitrilo al 0,01%). Después de 15 min de incubacién, se afiadié THC (0, 1
MM, disuelto en EtOH al 0,0034 %) en las placas de cultivo durante 30 minutos.

La respiracion celular se midié en un oximetro calibrado equipado con un electrodo de Clark. La tasa de consumo de
oxigeno (CO) se utilizd para medir la respiracién celular. Los efectos del THC, en ausencia y presencia de 3pMBP,
sobre la tasa de CO se expresaron como porcentajes de la CO inicial de la célula tratada con el vehiculo de 3pMBP y
el vehiculo de THC del mismo experimento. Se realizaron 10 experimentos independientes para obtener un n=10 por
condicidén experimental. Cada experimento tenia un n=5 que contenia n=1 por grupo experimental.

Selectividad de unién de 3pMBP in vitro:

Esta serie de ensayos tenian como objetivo evaluar la especificidad de unién de 3pMBP comparandolo con el perfil
de pregnenolona.

Se probé la capacidad potencial de 3pMBP y pregnenolona, a una concentracién de 10 yM, para desplazar la unién
de ligandos de 85 receptores (Perfil de alto rendimiento de CEREP + 4 receptores de esteroides + receptor de
cannabinoides tipo 2). El perfil de alto rendimiento de CEREP consiste en una amplia colecciéon de 80 receptores
transmembrana y solubles, canales i6nicos y receptores acoplados a proteina G. Ha sido disefiado especificamente
para proporcionar informacion para priorizar los compuestos mas prometedores en el proceso de seleccién de cabeza
de serie. Se afiadieron a este ensayo los receptores de andrégeno, estrégeno, progesterona y PXR y, a continuacién,
el receptor cannabinoide tipo 2 para adaptar mejor el ensayo a 3pMBP completando el espectro de receptores de
esteroides ya contenidos en el perfil de alto rendimiento de CEREP.

Resultados

3pMBP tiene un perfil similar a la pregnenolona eCB1-SSi. 3pMBP inhibe el aumento inducido por THC en la
fosforilacién de MAPK (FIGURA 2A y 2B) y la disminucién inducida por THC en la respiracién celular (Clso = 1,2-11
nM) en células HEK-293 transfectadas de manera estable o transitoria con hCB1 (FIGURA 2D).

Por lo contrario, 3pMBP no inhibié la disminucién de AMPc inducida por THC en células CHO que expresaban de
manera estable el receptor CB1 humano CHO-hCB1 (FIGURA 2C).

Ademas, 3pMBP (10 pM) no modificé la unién de ninguno de los 85 receptores que se probaron in vitro utilizando el
perfil de alto rendimiento de CEREP, incluyendo los principales receptores de esteroides, los receptores PXR y los
receptores CB1 y CB2. En este sentido 3pMBP fue mas selectiva que la pregnenolona (10 pM) que desplazé (>80 %)
la unién de los receptores de glucocorticoide, andrégenos y progesterona y en menor medida (>40 %) la unién de los
receptores de benzodiazepinas centrales y periféricos.

Los efectos de 3pMBP se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Evaluacién in vitro del mecanismo de accién de 3pMBP

H o,
Efectos de 3pMBP sobre: Sistemade | 55 | p4go | % de
prueba inhibicién
Aymento de la fosforilacion de MAPK inducido por THC en HEK-293 12nM | 10 M 60
células que expresan de manera estable el hCB1
Aymento de la fosforilacién de MAPK |_ndgmd0 por THC en HEK-293 110M | 100 nMm 100
células que expresan de manera transitoria hCB1
Disminucién del AMPc¢ inducida por THC CHO >1 UM - NA
Disminucién de la respiracién celular inducida por THC HEK-293 8 nM 100 nM 57
Perfil de union de alto rendimiento de CEREP (85 Unién al >10 _ NA
receptores) receptor UM
NA = No analizado porque no se encontré ningln efecto

Conclusidn
Por lo tanto, 3pMBP in vitro actia como inhibidor especifico de la sefializacién del CB1 (CBI-SSi). Por tanto, 3pMBP,

en lineas celulares que expresan el receptor CB1 humano (hCB1) inhibié el aumento de la fosforilacion de MAPK
(proteina quinasa activada por mitégenos) inducido por THC y las disminuciones de la respiracién celular inducidas
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por THC. Por el contrario, 3pMBP no inhibid las disminuciones de AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) inducidas
por THC.

Asimismo, 3pMBP in vitro es mas selectivo que el inhibidor enddégeno especifico de sefializacién pregnenolona.
Efectivamente, la pregnenolona (10 M) desplaza la unién (>80 %) de los receptores de progesterona, glucocorticoides
y andrégenos, asi como la unién de los receptores de benzodiazepinas (>40%). 3pMBP (10 uM) no modificd la unién
de estos receptores ni de ninguno de los otros receptores (85 en total) que se estudiaron utilizando el perfil de alto
rendimiento de CEREP.

Ejemplo 3: Evaluacién preclinica de 3pMBP_como_tratamiento de los trastornos relacionados con los
cannabinoides

En los siguientes estudios preclinicos, 3pMBP se ha solubilizado en aceite de maiz, un aceite vegetal con triglicéridos
de cadena larga que puede usarse de forma segura en seres humanos. Esta formulacién lipidica se ha administrado
per os mediante gavaje como un liquido.

La activacion del receptor CB1 puede producir trastornos relacionados con los cannabinoides y sus consecuencias
adversas asociadas mediante dos efectos complementarios:

1. Los efectos farmacodindmicos incondicionados de los cannabinoides que incluyen profundos deterioros
cognitivos, motivacionales y conductuales. Estos tres efectos pueden producir sinérgicamente consecuencias
graves para diferentes tipos de trastornos relacionados con los cannabinoides. Son especialmente responsables
de: a. Relaciones sociales deterioradas y menor satisfaccion con la vida; b. Peores resultados educativos, bajos
ingresos, mayor dependencia de prestaciones sociales y desempleo, en particular, para la poblacién mas
vulnerable (14-25 afios); c. Trastornos psiquiatricos que incluyen, aunque no de forma limitativa, depresién,
ansiedad y psicosis; y d. Resistencia a participar en tratamientos psicolégicos;

2. Los efectos condicionados de los cannabinoides que conducen al desarrollo de busqueda de cannabinoides,
consumo regulary, en Ultima instancia, a la dependencia de los cannabinoides. La capacidad de los cannabinoides
para condicionar el comportamiento, lo que conduce a la adiccién a los cannabinoides, dificulta la interrupcién del
consumo de cannabinoides y facilita la recaida después de un periodo de abstinencia, dando como resultado una
exposicidn continua a los efectos adversos de los cannabinoides.

Basandose en las observaciones anteriores, un tratamiento farmacolégico ideal para los trastornos relacionados con
los cannabinoides deberia poder:

1. Antagonizar un amplio espectro de efectos incondicionados de los cannabinoides, para reducir el impacto
negativo del consumo de cannabinoides en el funcionamiento del cerebro y el comportamiento.

2. Facilitar la reduccién del consumo de cannabinoides y disminuir la recaida en el consumo de cannabinoides
después de la interrupcién, con el fin de disminuir la exposicién del cerebro a los cannabinoides y sus
consecuencias negativas.

Estos dos efectos combinados, que crean un circuito de retroalimentacién positivo (disminucién de los efectos de los
cannabinoides y disminuciéon de la cantidad de cannabinoides tomados), deberia proporcionar una herramienta
poderosa para tratar los diferentes trastornos relacionados con los cannabinoides.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la evaluacién preclinica del potencial de 3pMBP como tratamiento de los
trastornos relacionados con los cannabinoides se realizé mediante el estudio de:

1. Varios modelos de comportamiento que reproducen los efectos incondicionados de los agonistas de CB1 en
consumidores de cannabinoides. Para estos estudios se utilizd el principio activo del cannabis, THC, debido a que
es el cannabinoide més utilizado en seres humanos.

2. Varios modelos de comportamiento (en ratones y primates no humanos) que evallan la capacidad del THC y
los cannabinoides sintéticos para condicionar el comportamiento e inducir dependencia.

1. Inhibicién por 3pMBP de los efectos incondicionados del THC

Se estudié la inhibicién por la administracién oral de 3pMBP de los efectos conductuales y neuroquimicos
incondicionados del THC que se describen a continuacién relacionados con los trastornos relacionados con los
cannabinoides:

a. Aumento de la ingesta de alimentos inducido por THC;

b. Aumento de la estimulacién psicomotora inducido por THC;
¢. Deterioro de la inhibicién prepulso inducido por THC;

d. Deterioros de la memoria inducidos por THC;

e. Deterioro de la interaccién social inducido por THC;

f. Deterioro de las pruebas de realidad inducido por THC;
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g. Catalepsia inducida por THC,;
h. Comportamiento de abertura de boca inducido por THC;
i. Liberacién de dopamina en el nlcleo accumbens inducida por THC.

a. Aumento de la ingesta de alimentos inducido por THC

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir el aumento de la ingesta de
alimentos inducido por la administracién de THC en ratones. Se eligi6 este comportamiento porque en los
consumidores de cannabis hay una alteracién de la conducta alimentaria con propensién a la hiperfagia y preferencia
por alimentos sabrosos justo después del consumo de drogas (Kirkham, 2005).

Materiales y métodos

Los efectos del THC sobre la ingesta de alimentos se estudiaron mediante el modelo de ayuno-realimentacion
(Bellochio et al., 2010) en ratones macho CB1%. Se probé el efecto de 3pMBP en tres dosis (5, 15 y 50 ug/kg) sobre
el aumento de la ingesta de alimentos inducido por THC (1 mg/kg; ip) en ratones privados de alimento durante 24
horas y que fueron realimentados 30 minutos después del THC. Se midié la ingesta de alimentos durante una hora.
Se utilizaron grupos independientes de animales (al menos n=8 por grupo) para cada condicién de tratamiento. Se
administré 3pMBP tres horas antes de la administracién de THC.

Resultados

Como se describe en la Figura 3A, 3pMBP inhibe (Dlso =15 y Dlioo =50 pg/kg) el aumento de la ingesta de alimentos
inducido por THC (1 mg/kg) en ratones.

b. Aumento de la estimulacién psicomotora inducido por THC

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir el aumento de la estimulacion
psicomotora inducido por la administracién de THC en ratones. Se eligié este comportamiento porque se considera un
sustituto de sintomas tipo psicéticos que pueden desencadenarse por el consumo de cannabis (Wiley et al., 2008;
DSM 5™ ed., 2013).

Materiales y métodos

La estimulacién psicomotora inducida por THC se estudié en ratones macho C57BL/6N midiendo la actividad
locomotora en un campo abierto con un suelo con un patrén de cuadrados. La locomocién se evalué 45 minutos
después del THC durante 5 minutos contando el nimero de cuadrados cruzados y expresado como porcentaje de los
controles tratados con el vehiculo.

Se probé el efecto de 3pMBP en cinco dosis (0,00015, 0,0005, 0,0015, 0,015 y 0,15 mg/kg) sobre el aumento de la
actividad locomotora inducido por THC (0,3 mg/kg). Se utilizaron grupos independientes de animales (al menos n =9
por grupo) para cada dosis de 3pMBP. Se administré 3pMBP tres horas antes de la administraciéon de THC.

Resultados

3pMBP inhibe (Dlso =0,0004 y Dlioo =0,0015 mg/kg) la estimulacién psicomotora inducida por THC (0,3 mg/kg) en
ratones (Figura 3B).

c. Deterioro de la inhibicién prepulso inducido por THC

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir el deterioro de la estimulacion
sensorial inducido por la administracién de THC en ratones segun lo estudiado mediante la prueba de inhibicién
prepulso (IPP). Se eligi6é este comportamiento porque es un modelo del deterioro de la estimulaciéon sensorial-motora
observado en la psicosis (DSM 5™ ed., 2013; Kedzior et al. 2006) que se ha demostrado que es inducido por el THC
(Nagai, 20086).

Materiales y métodos

Se probd el efecto de 3pMBP en cinco dosis (0,0005, 0,0015, 0,015, 0,03 y 0,05 mg/kg) sobre el deterioro de IPP
inducido por THC (10 mg/kg) en ratones macho C57BL/EN. Se administré 3pMBP tres horas antes de la administracion
de THC.

La IPP se midié utilizando jaulas de IPP automatizadas que permitieron el suministro automético del protocolo de IPP

y el registro de las reacciones de sobresalto del animal. Cada ratén (al menos n = 8 por grupo) se sometid a la prueba
de IPP 60 minutos después del THC durante 45 minutos.
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El ensayo de IPP incluyd diferentes tipos de ensayos consistentes en la presentacién ya sea del ruido de fondo, el
estimulo de sobresalto (S; 120 dB) solo, uno de los estimulos prepulso (73 dB, 76 dB u 82 dB) solo 0 una combinacién
de uno de cada estimulo prepulso seguido del estimulo de sobresalto (IPP-S). Se registré la respuesta de sobresalto
después de la presentacién del pulso y se calculd un indice de IPP (% IPP =100 x (S - IPP-S)/S).

Resultados

3pMBP inhibe (Dlso =0,005 e Dl1oo =0,015 mg/kg) el deterioro de la inhibicidén prepulso inducido por THC (10 mg/kg)
en ratones. La Figura 3C muestra el efecto de 3pMBP con un prepulso de 82dB.

d. Efectos de 3pMBP sobre los deterioros de memoria inducidos por THC

En estos experimentos, se estudiaron los efectos de 3pMBP sobre el deterioro inducido por THC en dos pruebas de
memoria: a. memoria de trabajo y b. memoria a largo plazo. La memoria de trabajo es la capacidad de almacenar y
procesar informacién temporalmente. Se requiere para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana tales como
mantener una conversacion, un razonamiento, comprensién lectora. El déficit de memoria de trabajo es uno de los
sintomas cognitivos centrales en la psicosis que no mejora con los antipsicéticos actuales (Pratt et al., 2012). El
deterioro de la memoria de trabajo también es una consecuencia tipica de la administracién aguda de THC tanto en
seres humanos como en animales (D'Souza, 2007). La memoria a largo plazo es la capacidad de almacenar
informacién aprendida en un compartimento de la memoria estable que permita recordarla mucho tiempo después de
que se haya producido el aprendizaje. El deterioro de la memoria a largo plazo también es un efecto tipico de la
administracién de THC.

Material y métodos
Deterioro de la memoria de trabajo inducido por THC

En ratones, la memoria de trabajo se puede evaluar en la versién emparejamiento demorado del laberinto acuatico de
Morris, una tarea de memoria espacial en la que los animales necesitan procesar informaciéon nueva y previamente
adquirida para encontrar la ubicacién de una plataforma de escape oculta.

En ratones, la administraciéon aguda de THC (5 mg/kg) deteriora la memoria de trabajo en esta tarea (Busquets-Garcia
et al., 2017).

El aparato consistia en una piscina circular blanca (150 cm de diametro y 60 cm de alto) colocada en el medio de la
sala experimental con una intensidad de luz de 90 a 100 lux. La piscina se llené con agua (19-21 °C) que se volvid
opaca usando una pintura cosmética blanca, inodora y no téxica. Una plataforma blanca de 14 cm de diametro estaba
escondida 1 cm por debajo de la superficie del agua. Esta prueba de conducta consistié en tres fases: adaptacién,
entrenamiento y prueba. Durante la fase de adaptacién, los animales se colocaron una vez en la piscina durante 90
segundos y, a continuacion, se dejaron en la plataforma durante 30 segundos para acostumbrarse a las condiciones
experimentales y disminuir su estrés durante el entrenamiento y la prueba. Una vez adaptado, los ratones se
sometieron al entrenamiento. Imégenes de diferentes formas colocadas en las paredes de la habitacién sirvieron como
sefiales espaciales. Cada sesion de entrenamiento (una por dia) consistié en cuatro ensayos. En cada ensayo se
colocé al ratén en el agua, de cara a la pared de la piscina y, a continuacién, se dejé que nadara hasta llegar a la
plataforma oculta. Si el ratén no llegaba a la plataforma en 90 segundos, era guiado hacia la misma. A continuacion,
el ratén permanecié en la plataforma durante 30 segundos (intervalo entre ensayos). Los lugares de inicio fueron los
mismos para el primer y cuarto ensayo, pero diferentes para los demas. La posicién de la plataforma se cambiaba
todos los dias para que en el primer ensayo de cada sesidn el ratén siempre lo encontrara por casualidad. Las sesiones
de entrenamiento se repitieron hasta que los ratones realizaban una disminucién significativa en la latencia para
alcanzar la plataforma entre el primer ensayo y cada uno de los 3 ensayos siguientes durante tres dias consecutivos.
El entrenamiento duré de 8 a 12 dias. Después del entrenamiento, los ratones recibieron los tratamientos
farmacolégicos y, a continuacién, realizaron una Unica sesién de ensayo utilizando el mismo protocolo que las sesiones
de entrenamiento (es decir, 4 ensayos, intervalos entre ensayos de 30 segundos, limite a los 90 segundos). El
rendimiento de la memoria de trabajo en la sesién de ensayo se midié calculando el indice de ahorro de tiempo
utilizando la siguiente férmula: indice de ahorro = (ensayo de latencia de escape 1 - ensayo de latencia de escape 4)
/ (ensayo de latencia de escape 1 + ensayo de latencia de escape 4).

A los ratones se les administré THC (5 mg/kg, ip) o su vehiculo 30 minutos antes de la sesién de prueba. Se administré
3pMBP (0,015; 0,15 o 0,45 mg/kg, per os por gavaje oral) o su vehiculo 3 horas antes de la administracién de THC o
su vehiculo.

Deterioro de la memoria a largo plazo inducido por THC.

En ratones, la memoria a largo plazo se puede evaluar mediante la prueba de reconocimiento de objetos en la que se

evalla el recuerdo de un objeto especifico 24 horas después. Para este experimento especifico, los ratones macho
CD1-SWISS recibieron una administracién aguda per os de 3pMBP (0,005 mg/kg) o vehiculo de aceite de maiz (5
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ml/kg), seguido 3 horas después de una inyeccién intraperitoneal (ip) de THC (6 mg/kg; 10 ml/kg). Diez minutos antes
de la inyeccién de THC, a los ratones se les permitié explorar 2 objetos idénticos en un laberinto en forma de "L". El
dia después, un objeto fue reemplazado por uno novedoso. De acuerdo con la preferencia espontanea por la novedad,
los ratones exploran durante més tiempo los objetos novedosos (Ennaceur, 2010). La comparacién del tiempo
dedicado a explorar los objetos familiares y nuevos se utiliza como indice de discriminacién entre familiaridad y
novedad. Por lo tanto, este parametro se utiliza para evaluar el rendimiento del reconocimiento de objetos.

Resultados

3pMBP inhibe completamente el deterioro del reconocimiento de objetos inducido por THC (Figura 4B) a 0,005 mg/kg
con una Dlso que era <0,005 mg/kg. De forma similar, 3pMBP administrada a 0,015; 0,15 o 0,45 mg/kg bloquea de
forma dependiente de la dosis el deterioro del rendimiento de la memoria de trabajo inducido por THC (5 mg/kg) con
una Dlioo de 0,15 mg/kg (Figura 4A).

e. Efectos de 3pMBP sobre el deterioro de la interaccién social inducido por THC

El retraimiento social en la psicosis se define como la indiferencia o falta de deseo de tener interaccién social (Wilson
y Koenig, 2014). La interaccién social se puede evaluar en ratones midiendo su preferencia espontanea por el
encuentro con un congénere en comparacién con el no encuentro social. En este paradigma, la administraciéon aguda
de THC (3 mg/kg) reduce la preferencia social (Busquets-Garcia et al., 2017; Figura 4C), proporcionando un modelo
confiable del endofenotipo de retraimiento social en la psicosis.

Material y métodos

Los ratones se probaron en un campo abierto (35 x 35 cm) con dos recipientes de pléstico (cilindros de plastico de 8
cm de didmetro con orificios para la interaccién de olores) colocados en dos esquinas opuestas, uno de ellos albergaba
un ratén (macho adulto C57BL/6-N de 8 a 10 semanas de edad), mientras que el otro recipiente permanecia vacio.
En cada esquina se definieron las zonas "social" y "no social" como un area de 8 cm que rodea los recipientes. Para
cada grupo experimental, se contrarresté la posicion del recipiente con el ratdn. El ratén experimental se colocé en el
centro del campo abierto para explorar durante 5 minutos, filmado por una cdmara. El tiempo transcurrido en ambas
zonas se contabilizé considerando que el animal estd en una zona cuando sus cuatro patas estan dentro de las lineas
dibujadas. El indice social se calcul6 de la siguiente manera:

indice social = Tiempo de permanencia en la "zona social'/ Tiempo total de permanencia en ambas zonas.

A los ratones se les administré THC (3 mg/kg, ip) o su vehiculo 2 horas antes de entrar al campo abierto. Se administrd
3pMBP (0,005; 0,015; 0,05 mg/kg, per os en aceite de maiz) o su vehiculo 3 horas antes que THC o su vehiculo.

Resultados

3pMBP administrada a 0,005; 0,015 o 0,05 mg/kg, bloquea de forma dependiente de la dosis la reduccién de la
interaccion social inducida por THC con una DI100 a 0,015 mg/kg (Figura 4C).

f. Deterioro de la prueba de realidad inducido por THC

Las alteraciones en la representacién mental de los estimulos que conducen a desajustes entre las percepciones y la
realidad son caracteristicas clave de los sintomas positivos de los estados psicéticos (Busquets-Garcia et al., 2017).
En roedores, la tarea de "prueba de la realidad" evalla el posible desajuste entre la representacién interna de un
estimulo (olor o sabor) y la realidad que predicen.

Esta prueba se basa en el paradigma de aversion condicionada. Dos estimulos de igual valencia, normalmente un
sabor y un olor, se presentan primero simultaneamente de manera repetida (6 veces). A continuacién, uno de los
estimulos, por ejemplo, el olor, se asocia con un acontecimiento nocivo (es decir, malestar gastrico inducido por LiCl).
Tras el condicionamiento, los ratones muestran una aversién especifica por el estimulo asociado al acontecimiento
nocivo (es decir, el olor), pero no por el estimulo neutro (es decir, el sabor), aunque el olor y el sabor se presentaron
previamente juntos. Estas respuestas sugieren que los ratones construyeron representaciones especificas de cada
uno de los estimulos. No obstante, farmacos psicotégenos que incluyen MK-801, anfetamina y THC provocan aversion
a ambos estimulos, incluido el que no estaba condicionado por el acontecimiento nocivo (aversién mediada). Este
efecto sugiere que los psicétropos inducen una representacién inexacta del estimulo "neutro". Estas alteraciones se
revierten con el antipsicdtico atipico risperdona (Busquets-Garcia et al., 2017). Por lo tanto, el deterioro de la "prueba
de la realidad" inducido por THC y otros psicotropos en ratones muestra validez aparente y predictiva para la
investigacién de sintomas psicéticos positivos.

Material y métodos.

La prueba de la realidad consiste en cuatro fases con diferentes emparejamientos (un emparejamiento se refiere a la
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asociacién de dos estimulos a la vez). adaptacién (3 dias), precondicionamiento (6 pares olor/sabor, 12 dias),
condicionamiento (es decir, 3 pares olor/inyeccidén de un agente que induce malestar, LiCl, 6 dias), dia de recuperacién
(1 dia con agua) y finalmente las pruebas (pruebas de aversién mediada y de aversién directa).

Los ratones se sometieron a restriccién hidrica durante 24 horas antes de iniciar la adaptacién que consistié en acceso
a agua 1 hora por dia durante 3 dias para acostumbrarse a recibir liquido todos los dias durante 1 hora, y asi alcanzar
un consumo constante a lo largo del protocolo. A esto le siguié la fase de precondicionamiento en la que los ratones
tenian acceso durante 1 hora por dia a una solucién mixta (O1T1) con un olor (almendra o platano, O1) y un sabor
(maltodextrina o sacarosa, T1) en agua. El dia 2, los ratones recibieron acceso durante 1 hora a la solucidén con el olor
y sabor que no se les habia dado el dia anterior (O2T2). Después de 6 emparejamientos de O1T1 y O2T2 (12 dias),
se inicié la fase de condicionamiento.

En el primer dia de condicionamiento, a los ratones se les dio acceso durante 1 hora a agua olorizada (O1) seguido
directamente de una inyeccién intraperitoneal de solucién salina. Al dia siguiente, a los ratones se les dio acceso a la
segunda agua olorizada (O2) seguido directamente de una inyeccidn intraperitoneal de LiCl (0,3 M) a un volumen de
10 ml/kg para crear malestar gastrico. Después de 3 emparejamientos de O1/solucién salina y O2/LiCl (6 dias), a los
ratones se les dio un dia de recuperacién con 1 hora de acceso al agua.

El siguiente dia, la aversién mediada se evalué realizando una prueba de dos opciones con dos botellas de agua que
contenian uno de los dos sabores: el sabor combinado con el olor asociado con la inyeccién de LiCl (T2) denominado
C+; o el sabor combinado con el otro olor asociado con la inyeccién de solucién salina (T1) denominado C-. En esta
prueba, la aparicién de aversién mediada se sefiala por una disminucidén en el consumo de agua que contiene el sabor
asociado con el olor que se habia emparejado previamente con LiCl (T2, C+) en comparacién con el agua que contiene
el otro sabor asociado con el olor que nunca se habia combinado con LiCl (T1, C-). Los resultados de las pruebas se
expresaron por el indice aversivo de la siguiente manera:

indice aversivo = (Consumo de C- - Consumo de C+) / Consumo total

A los ratones se les administr6 THC (1 mg/kg, ip) o su vehiculo 2 horas antes de la prueba de dos opciones que
evaluaba la aversién mediada. Se administré 3pMBP (0,015; 0,05 mg/kg, per 0s) o su vehiculo 3 horas antes que THC
0 su vehiculo.

Resultados

Después de una inyeccidén de solucién salina, los animales no muestran aversién a un sabor que previamente estaba
asociado al olor que durante el condicionamiento adquieren la propiedad de predecir el malestar inducido por LiCl
(Figura 4D). Esta es una interpretacién correcta ya que el sabor nunca ha sido asociado directamente al estimulo
aversivo (la inyeccién de LiCl). Por el contrario, el THC induce aversidén al mismo sabor, una respuesta conductual que
indica que el animal esté realizando una mala interpretacién de los estimulos externos (Figura 4D). La 3pMBP
administrada a 0,015 o 0,05 mg/kg previene completamente esta mala interpretacién inducida por THC (1 mg/kg) con
una DI100 de 0,015 mg/kg (Figura 4D).

g. Catalepsia inducida por THC

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir la catalepsia inducida por THC
en ratones. La catalepsia se estudid porque puede considerarse como un modelo del estado catatdnico observado en
ciertos sujetos después del consumo de drogas cannabinoides (Khan et a/., 20186).

Material y métodos

Se estudiaron los efectos de 3pMBP en cuatro dosis (0,0015, 0,005, 0,015 o 0,05 mg/kg) en 5 ml/kg de aceite de maiz)
sobre la catalepsia inducida por THC (10 mg/kg en 10 ml/kg de NaCl al 0,9 % que contiene etanol al 2 % y Tween80
al 3%) en ratones macho C57BL6/J (24,8 + 0,1 g, media + SEM, al comienzo de los experimentos), una cepa que se
utiliza habitualmente para este tipo de prueba (Vallée et al., 2014). Se inyecté THC 3h00 después de 3pMBP. La
medicién de la catalepsia inducida por THC se inicié 30 minutos después de la inyeccién de THC.

La catalepsia se midi6 mediante la prueba de barra de catalepsia. Las patas delanteras de los ratones se colocaron
sobre una barra fijada horizontalmente a 3,5 cm de la superficie de la plataforma. La latencia para moverse desde la
barra se registré con un tiempo de corte fijado en 420 s (7 min). Cada ratdn se sometié a un maximo de cuatro ensayos
consecutivos. Se selecciond como medida de catalepsia la latencia méxima mostrada en un ensayo.

Resultados

3pMBP inhibid (en un 50 %) la catalepsia inducida por THC (10 mg/kg) con una Dlso=0,005 y una Dl100=0,05 mg/kg
(Figura 5A).
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h. Comportamiento de abertura de boca condicionado inducido por THC

La apertura de boca inducida por THC se utilizé en el presente documento como modelo del sindrome de hiperémesis
de cannabinoides. Por tanto, aunque las ratas son incapaces de vomitar, demuestran profundas reacciones
condicionadas de apertura de boca durante la reexposicién a un sabor previamente asociado a un farmaco emético.
Este aprendizaje sélido se produce en un solo ensayo y con largas demoras (horas) entre el consumo de un sabor
novedoso y el tratamiento emético. Las reacciones de apertura de boca condicionadas se producen constantemente
con farmacos eméticos y se previenen con farmacos antieméticos, lo que indica que son una medida sélida del
malestar y las nauseas inducidas por un farmaco.

Material y métodos

Tres dias después de la cirugia de canulacion, las ratas se adaptaron a la cAmara de reactividad gustativa. Las ratas
se colocaron individualmente en una cdmara de reaccion gustativa (TR) con sus canulas conectadas a una bomba de
infusién para infundir agua en su cavidad intraoral durante un periodo de 2 minutos a una velocidad de 1 ml/min y, a
continuacién, se regresaron a su jaula. Las ratas recibieron el primero de tres ensayos de condicionamiento diarios
tres dias después de la prueba de adaptacion. Las ratas se asignaron aleatoriamente a condiciones farmacolégicas
previas al tratamiento; 3pMBP 0,015 mg/kg (n=8), 3pMBP 0,005 mg/kg (n=8), Vehiculo 0 mg/kg (n=8). Las ratas
recibieron el farmaco de pretratamiento 3 horas antes del condicionamiento mediante sonda de alimentacién. A
continuacién, se colocaron en la cdmara TR y se les infundié una solucién de sacarina al 0,1 % durante 2 minutos a
una velocidad de 1 ml/min mientras se registraban las reacciones orofaciales. Inmediatamente después de la infusion
de sacarina, las ratas se inyectaron (per os) con 10 mg/kg de THC o VEH y se regresaron a su jaula de origen.
Veinticuatro horas después, las ratas se sometieron a un ensayo de prueba sin farmacos donde se colocaron en la
camara TR y se les infundid una solucién de sacarina al 0,1 % durante 2 minutos a una velocidad de 1 ml/min y se
registraron las reacciones orofaciales.

Resultados

Cuando se condicionaron con 10 mg/kg de THC, las ratas abrieron la boca més durante el ensayo de prueba que
durante la prueba de condicionamiento. Como puede observarse en la Figura 5B, el pretratamiento con ambas dosis
de 3pMBP (0,005 y 0,015 mg/kg) interfirié6 con el establecimiento de la apertura de boca condicionada al reducir el
ndimero medio de reacciones de apertura de boca (diferencia entre el vehiculo y 3pMBP 0,005 mg/kg, p = 0,023, entre
el vehiculo y 3pMBP 0,015 mg/kg, p = 0,029).

i. Liberacién de dopamina en el nticleo accumbens inducida por THC

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir el aumento de la liberacién de
dopamina (DA) inducida por THC en el nicleo accumbens (Nac) de ratas que se mueven libremente, medido mediante
la técnica de microdiédlisis. Se estudio la liberacién de DA en Nac porque se considera el principal sustrato biolégico
de las propiedades adictivas de las drogas de abuso, incluido el THC.

Materiales y métodos

Se prob6 el efecto de 3pMBP en tres dosis (0,005, 0,015 o 0,05 mg/kg, per os) sobre el aumento de la liberacién de
DA en Nac inducida por THC (1 mg/kg) en ratas macho Sprague-Dawley. El THC se solubilizé en NaCl al 0,9 % que
contenia etanol (2 %) y Tween80 (2 %) que también se utilizé6 como vehiculo de control (VEHTHc) y se administré por
via intraperitoneal en un volumen de 1 ml/kg.

A las ratas (n = 5-7 por grupo) se les implanté bajo anestesia una canula guia justo encima de las subregiones de la
corteza del Nac derecho. El dia del experimento farmacolégico (5-7 dias después de la cirugia), las ratas que se
movian libremente recibieron una de las dosis de 3pMBP o VEHsemep, ¥ se implanté la sonda de microdialisis en la
canula guia que, a continuacién, se perfundié con liquido cefalorraquideo artificial. Se recogieron dializados cada 15
minutos. 180 minutos después del inicio de la perfusién, todos los animales recibieron una inyeccién de THC. A
continuacién, se controlé la salida de DA durante 120 minutos. Las concentraciones de DA en muestras de dializado
se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de fase inversa junto con deteccién
electroquimica, como se ha descrito anteriormente (Leggio et al.,, 2009). El contenido de DA en cada muestra se
expresé como el porcentaje del nivel inicial promedio calculado a partir de las tres fracciones anteriores a la
administraciéon de THC. El area bajo la curva (ABC) se calculd para cada grupo desde el momento de muestreo de 0
min a 60 min después de la inyeccién de THC.

Resultados

3pMBP inhibe (Dlso=0,005 y Dl10o=0,015 mg/kg) el aumento en la liberacién de dopamina en el nlcleo accumbens
inducido por 1 mg/kg de THC en ratas (Figuras 5C y 5D).

2. Inhibicién por 3pMBP de la capacidad de THC y los agonistas de CB1 para condicionar el comportamiento e
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inducir dependencia

Se estudié la inhibicién por la administracién oral de 3pMBP de los efectos farmacodinamicos condicionados de los
agonistas de CB1 y el THC descritos a continuacién:

a. Autoadministracion intravenosa del agonista de CB1 WIN 55,212-2;
b. Autoadministracién intravenosa de THC y restablecimiento de la busqueda de THC.

a. Autoadministracién intravenosa del agonista de CB1 WIN 55,212-2

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar en ratones la capacidad de 3pMBP para inhibir los efectos
reforzadores del agonista de CB1 WIN 55,212-2 (WIN) segln lo estudiado mediante la prueba de autoadministracion
intravenosa, que se considera la prueba de referencia para medir los efectos reforzantes de los farmacos.

Materiales y métodos
Los efectos de 3pMBP sobre la autoadministracién intravenosa (iv) se midié en ratones macho CD1-Swiss.

Antes del inicio de las sesiones de autoadministracién, a los ratones se les implantaron catéteres bajo anestesia en la
vena yugular derecha. Los experimentos de autoadministracién se realizaron 3 dias después de la cirugia en cdmaras
operantes de ratén equipadas con un orificio "activo" y otro "inactivo". Cuando el animal insertaba su nariz (metié la
nariz) en el agujero activo, recibia una infusién intravenosa de WIN (12,5 pg/kg). Los ratones se entrenaron bajo un
programa de refuerzo de relacion fija 1 (FR1).

Se realizaron sesiones de autoadministraciéon de dos horas diarias, 6 dias a la semana durante 19 dias. Los ratones
recibieron vehiculo de aceite de maiz (2 ml/kg) per os los dias 9 y 10 para adaptarse al procedimiento de gavaje oral.
El dia 11, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos (n=13 por grupo), uno recibié 3pMBP, el otro
vehiculo de aceite de maiz 3 horas antes del inicio de la sesién de autoadministracién durante 9 dias consecutivos.
Se administré 3pMBP a 0,005 mg/kg los primeros cuatro dias y a 0,015 mg/kg los cinco dias restantes.

Resultados

3pMBP inhibe (DIlso=0,005 y Dl100=0,015 mg/kg) la autoadministracién intravenosa de WIN 55,212-2 en ratones (Figura
6).

b. Autoadministracién intravenosa de THC y restablecimiento de la blisqueda de THC en primates no humanos
Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para inhibir los efectos reforzadores del
THC, en primates no humanos (monos ardilla), que es el modelo estandar de referencia para estudiar la adiccién al
cannabis y la recaida en animales. Se utilizaron dos modelos experimentales:

* Autoadministracion intravenosa mediada por THC

* Restablecimiento de la busqueda de THC mediado por el cebado de THC

Se utilizaron estos dos modelos porque se consideran los mejores modelos para medir respectivamente la propensién
de un individuo a consumir cannabis y la probabilidad de recaer en el consumo de cannabis después de un periodo
de abstinencia.

Materiales y métodos

Para todos los experimentos, se administré 3pMBP per os en una uva en un volumen de 0,1 ml de aceite de maiz 4 h
antes de la prueba.

Se utilizaron cuatro monos ardilla machos (Saimiri Sciureus) porque son las especies en las que la autoadministracién
de THC puede estudiarse de forma mas fiable.

Se entrenaron los monos para que presionaran una palanca para recibir una inyeccién intravenosa (iv) de THC (4
Ha/kg/inyeccién) segln un programa de inyeccién de farmaco de relacion fija de diez respuestas (FR10, cada décima
respuesta en la palanca producia una inyeccién de THC).

Se registré el nUmero de pulsaciones de palanca y el niUmero de inyecciones por sesién. Las tasas de respuesta se
calculan en funcidn del tiempo de sesién disponible para responder (es decir, se resta el tiempo de espera). Se realizan
estadisticas para el niUmero de inyecciones y las tasas de respuesta por sesién utilizando ANOVA de medidas
repetidas unidireccional o bidireccional con la dosis de THC o el tiempo como factores.
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Los monos utilizados en los experimentos anteriores se sometieron a sesiones de extincidén diarias durante las cuales
al presionar la palanca se les infundia vehiculo més las sefiales visuales previamente asociadas a infusiones de THC,
pero no THC. Después de al menos dos sesiones de extincidn, cuando la respuesta habia alcanzado un nivel bajo, se
determiné el efecto del pretratamiento con 3pMBP (0,0015, 0,005 y 0,015 mg/kg) o vehiculo de control de 3pMBP
sobre el restablecimiento de la busqueda de THC inducido por cebado con THC (0,04 mg/kg iv). Las inyecciones de
cebado de THC se administraron inmediatamente antes del inicio de las sesiones de prueba. Durante las pruebas, las
pulsaciones de palanca (FR10) continuaron produciendo solo inyecciones de vehiculo y sefiales discretas. También
se probaron el efecto de 0,015 mg/kg de 3pMBP en el cebado del vehiculo para determinar si 3pMBP por si mismo
afectaria la respuesta después de la extincién.

Resultados

3pMBP inhibe (Dlso=0,005 y Dl100=0,015 mg/kg) la autoadministracion intravenosa de THC en primates no humanos
(monos ardilla) (Figura 7A y 7B). 3pMBP también inhibia (Dl1co< 0,0015 mg/kg) el restablecimiento de la busqueda de
THC en primates no humanos (monos ardilla) inducido por el cebado de THC, pero no tuvo efecto sobre el cebado del
vehiculo (Figuras 7C y 7D).

Conclusién

Los resultados de los experimentos para evaluar los efectos de 3pMBP sobre los efectos condicionados e
incondicionados del THC se informan en la siguiente tabla (Tabla 4). Esta tabla muestra claramente que 3pMBP es
muy potente para inhibir un amplio espectro de efectos del THC relacionados con varios trastornos que aparecen
después del consumo de cannabinoides. Por consiguiente, 3pMBP aparece como un tratamiento general de los
trastornos relacionados con los cannabinoides.

Tabla 4. Sumario de la evaluacién preclinica de 3pMBP como tratamiento de los trastornos relacionados con los

cahnabinoides
Sistema de DI50 DI100 % de
prueba (mg/kg) (mg/kg) inhibicién

Efectos incondicionados del THC
Aumento de la ingesta de alimentos inducido ratones 0,015 0,05 100
por THC
Aume_nto de la estimulacién psicomotora ratones 0,00036 0,0015 100
inducido por THC
Deterioro de la inhibicién prepulso inducido ratones 0,0045 0,015 100
por THC
Deterioro de la memoria de trabajo inducido ratones ND 0,15 100
por THC
Deterioro de la memoria a largo plazo
inducido por THC ratones <0,005 ND 100
Deterioro de la interaccidn social inducido ratones 0,005 0,015 100
por THC
Deterioro de las pruebas de realidad
inducido por THC ratones <0,015 ND 100
Catalepsia inducida por THC ratones 0,005 0,05 50
Comportamiento de apertura de boca
inducido por THC ratas <0,005 ND 50
Deterioro de la liberacién de dopamina
inducido por THC ratas 0,005 0,015 50
Efectos condicionados del THC y WIN 55,212-2
égtgig_rglmstramon intravenosa del agonista de CB1 WIN ratones 0,005 0,015 80
Autoadministracion intravenosa de THC monos 0,005 0,015 80
Restablecimiento de la busqueda de THC monos <0,0015 ND 80
ND= No determinado

Eiemplo 4. 3pMBP_no tiene ninquno de los efectos secundarios conductuales y endocrinolégicos de los
antagonistas ortostéricos de CB1

Se compararon el perfil farmacolégico y los efectos sobre los fenotipos relacionados con los efectos adversos de
3pMBP y el antagonista ortostérico de CB1 rimonabant. Antagonistas ortostéricos de CB1 tales como Acomplia® fueron
retirados del mercado debido a efectos adversos. Por consiguiente, para que una herramienta terapéutica que inhibe
el CB1 sea de uso préactico en seres humanos no debe tener los efectos adversos conocidos de los antagonistas
ortostéricos de CB1.
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Los efectos adversos conocidos de los antagonistas ortostéricos de los receptores CB1 y, en particular, del rimonabant
son: 1. Una reduccién de la ingesta de alimentos y del peso corporal que es un signo de un efecto no especifico sobre
las vias de recompensa; 2. Una induccién de comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién; 3. Un
aumento en la secrecién de glucocorticoides que induce un deterioro del estado hormonal del sujeto; 4. Una induccién
de la abstinencia precipitada en sujetos dependientes de cannabinoides.

A continuacién, los inventores analizaron los efectos de 3pMBP en todos estos parametros.

1. Efectos de un tratamiento repetido con 3pMBP sobre la ingesta de alimentos y el peso corporal

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de un tratamiento repetido con 3pMBP para disminuir
la ingesta de alimentos y el peso corporal en un modelo de ratén con obesidad inducida por dieta (DIO) y comparar
estos efectos con los del antagonista ortostérico de CB1 rimonabant. Se estudiaron el peso corporal y la ingesta de
alimentos porque se reducen con el tratamiento repetido con antagonistas ortostéricos de CB1 tanto en ratones como
en seres humanos (Wiley et al., 2005; Mazier et al., 2015; Bermudez-Silva FJ, et al., 2012). Se utilizaron ratones DIO
porque los efectos del antagonista de CB1 son de mayor amplitud en ratones obesos que en ratones delgados.

Métodos y materiales

Se alimentaron ad libitum ratones macho C57BL/6J con una dieta rica en grasas (HFD) durante 8 semanas antes del
inicio de los tratamientos farmacolégicos. Durante los tratamientos farmacolégicos, se mantuvo la HFD y se midieron
diariamente la ingesta de alimentos y el peso corporal. La comida consumida se calculé restando la comida que quedé
en las tolvas de la cantidad pesada previamente inicial. En un primer experimento (n=10-7 por grupo), se analizé el
efecto de 3pMBP (0, 0,005, 0,015 y 0,05 mg/kg; en 2 ml/kg de aceite de maiz) durante cuatro semanas. En un segundo
experimento (n=8 por grupo), se compararon los efectos de 3pMBP (0, 5y 15 mg/kg en 5 ml/kg de aceite de maiz)
con los de rimonabant (10 mg/kg en 5 mi/kg de aceite de maiz) durante dos semanas de tratamiento. Se administraron
3pMBP y rimonabant mediante gavaje oral una vez al dia, dos horas antes del inicio de la fase de oscuridad del ciclo
de luz/oscuridad.

Resultados

3pMBP en ninguna de las dosis probadas modificé la ingesta de alimentos o el peso corporal durante todo el
experimento (cuatro semanas para 0,005, 0,015 y 0,05 mg/kg y dos semanas para 5 y 15 mg/kg). Por el contrario, el
antagonista de CB1 rimonabant disminuyé tanto la ingesta de alimentos como el peso corporal (Figuras 8A'y 8B).

2. Efectos de 3pMBP sobre la retirada precipitada

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de 3pMBP para precipitar la abstinencia en ratones
tratados créonicamente con THC. Se estudi6 la abstinencia precipitada porque podria constituir un posible efecto
secundario de un inhibidor de THC en sujetos dependientes de cannabinoides. Por ejemplo, se sabe que el antagonista
ortostérico de CB1, rimonabant, precipita la abstinencia en ratones tratados crénicamente con THC.

Materiales y métodos

El régimen crénico de THC (20 mg/kg, dos veces al dia) utilizado en estos experimentos ha sido elegido porque imita
el consumo intenso de marihuana (Cook et al., 1998) y se considera un modelo de dependencia de cannabinoides en
ratones (Cutando et al., 2013; Hutcheson et a/., 1998). Se estudiaron los efectos de rimonabant (10 mg/kg) y de 3pMBP
(0,15 mg/kg) en experimentos independientes en ratones CD1-Swiss. A partir de los dias 1 a 4-5, a los ratones se les
inyecté ip vehiculo o THC (20 mg/kg en NaCl al 0,9 % que contenia 2 % de etanol y 2 % de Tween80, 10 ml/kg) dos
veces al dia. En el Gltimo dia del tratamiento, los ratones en el grupo de THC recibieron la administracién de rimonabant
o0 3pMBP. Todos los otros animales recibieron la administracién del respectivo vehiculo. Las grabaciones se analizaron
durante 45 min inmediatamente (rimonabant) o 3 h (3pMBP) después de la administracién. La dosis y el calendario de
administracién de rimonabant elegidos para este estudio se han utilizado habitualmente para precipitar la abstinencia
de THC en ratones (Cook et a/.1998, Hutcheson et al., 1998, Huang et al., 2009).

Para la medida de la abstinencia precipitada, los ratones se colocaron en una jaula nueva y una camara de video
colocada frente a cada jaula registrd los comportamientos de los animales. La puntuacién se realizé durante 1 minuto
cada periodo de 5 minutos. Se analizaron dos signos de abstinencia: temblores de patas y movimiento de cabeza, ya
que son los signos mas comunes de abstinencia de THC observados en ratones (Cook et a/.1998, Hutcheson et a/,,
1998, Lichtman et al., 2001).

Resultados
3pMBP no precipitd la abstinencia en ratones. Por el contrario, en las mismas condiciones experimentales, los signos

de abstinencia aparecieron después de la administracién del antagonista ortostérico de CB1 rimonabant (Figuras 8C
y 8D).
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3. Efectos de una administracién repetida de 3pMBP_sobre comportamientos relacionados con la ansiedad y
la depresidn en ratones

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar la capacidad de un tratamiento repetido con 3pMBP para aumentar
los comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién en ratones y comparar estos efectos potenciales
con los del antagonista ortostérico de CB1 rimonabant. Se estudiaron los comportamientos relacionados con la
ansiedad y la depresién porque un aumento de la ansiedad y la depresidn son consecuencias del tratamiento repetido
con antagonistas ortostéricos de CB1 tanto en roedores como en seres humanos (Bellocchio et al., 2013, Patel et a/,,
2006, Moreira et al., 2009, Tzavara et al., 2003). Los comportamientos similares a la ansiedad se estudiaron en el
laberinto en cruz elevado (EPM) porque este modelo se utiliza ampliamente en roedores para evaluar los supuestos
efectos ansiogénicos o ansioliticos de compuestos farmacolégicos (Walf et al., 2007). Los comportamientos
relacionados con la depresion se estudiaron utilizando la prueba de preferencia de sacarosa que se utiliza ampliamente
como modelo de anhedonia, uno de los sintomas fundamental de la depresién.

Material y métodos

El aparato de EPM estaba formado por cuatro brazos elevados dispuestos en forma de cruz, con dos brazos opuestos
cerrados por paredes y los otros dos brazos abiertos. Para todos los experimentos, después de recibir el tratamiento
adecuado, los ratones se colocaron en el centro del EPM y se les dej6é explorar el laberinto durante 5 minutos. El
tiempo transcurrido y el nimero de entradas en los brazos abiertos y cerrados se midieron mediante un sistema de
seguimiento automatico por video. Una disminucién en los porcentajes de visitas y/o del tiempo pasado en brazos
abiertos se considera un indice de aumento de los niveles de ansiedad.

La prueba de preferencia de sacarosa se realizé en la jaula de los ratones. Dos botellas idénticas, una que contenia
agua y la otra que contenia una solucidén de sacarosa al 2 % se colocaron en la tolva de cada jaula. Los ratones tenian
acceso ilimitado a agua y soluciones de sacarosa durante la fase de actividad, la fase oscura del ciclo luz/oscuridad
que comenzé a las 7 pm. Los volimenes de agua y de soluciones de sacarosa bebidos por los ratones se midieron
durante dos intervalos de 1,30 h, el primero entre las 7:00 pm, y las 8:30 pm y el segundo entre las 8:30 pmy las 10:00
pm. En cada punto temporal, se pesaron las botellas y se calcul6 el volumen de ingesta restando el peso inicial de la
botella al peso final de la botella.

Los ratones macho C57BL/6J (n=6-8 por grupo) recibieron una administracién diaria de 3pMBP (0,05; 5 o 15 mg/kg),
rimonabant (10 mg/kg) o de los respectivos vehiculos durante 28 dias. El dia 26, los ratones se sometieron al EPM y
el dia 28 a la prueba de preferencia de sacarosa. Todos los procedimientos conductuales comenzaron 3 horas después
del tratamiento con 3pMBP o vehiculo de 3pMBP (0 mg/kg) y 30 minutos después del tratamiento con rimonabant o
vehiculo de rimonabant (0 mg/kg).

Resultados

3pMBP no tuvo efectos sobre los comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién, como se midié en el
EPM (Figuras 9A y 9B) y la prueba de preferencia de sacarosa (Figura 9C), respectivamente. Por el contrario,
rimonabant aumenté el comportamiento relacionado con la ansiedad y la depresion, como lo demuestra la disminucién
del tiempo de permanencia en los brazos abiertos del EPM (Figura 9A) y del porcentaje de visitas en los brazos
abiertos (Figura 9B) y la disminucién de la preferencia por sacarosa (Figura 9D).

4. Efectos de 3pMBP sobre la secrecién de glucocorticoides en ratones

Estos experimentos tenian como objetivo evaluar en ratones los efectos de 3pMBP sobre las concentraciones
plasméticas de corticosterona, el principal glucocorticoide producido por la glandula suprarrenal en roedores
correspondiente al cortisol en seres humanos. Se estudiaron los efectos de 3pMBP sobre los niveles de corticosterona
porque el antagonista ortostérico de CB1 rimonabant aumenta las concentraciones plasmaticas de corticosterona
(Steiner et al., 2008).

Materiales y métodos

Se estudiaron los efectos de 3pMBP (0,3 y 10 mg/kg) o vehiculo (VEH) sobre los niveles plasméticos de corticosterona
en ratones suizos CD-1 machos y hembras. La muestra de sangre se realizd 2, 5, 8 y 24 h después de la dosis (n = 3
por sexo, por dosis y por tiempo de muestreo). Para tomar muestras de sangre, los ratones se anestesiaron con
isoflurano y se extrajo sangre mediante puncidn cardiaca. La sangre se centrifugd, se tomé plasma y se congel6 a -
80 °C hasta las cuantificaciones de corticosterona mediante GC-MS/MS (cromatografia de gases-espectrometria de
masas en tdndem) utilizando un método GC-MS validado descrito en otro lugar (Vallée et al., 2014, Valle et al., 2000;
George et al., 2010).
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Resultados

3pMBP a 0,3 y 10 mg/kg no aumenté la secreciéon de glucocorticoides en ratones macho (Figura 10A) y hembra (Figura
10B).

Conclusién

Los efectos adversos de rimonabant se comparan con los efectos de 3pMBP en la tabla 5.

Tabla 5. 3pMBP no tiene ninguno de los efectos adversos del rimonabant

3pMBP Rimonabant
SISTEMA Dosis mas N
IN VIVO DE Efecto alta veces | Efecto Cl100 N veces
PRUEBA probada . (mg/kg) | CI100**
CI50
(mg/kg)

Inhibicién de la ingesta de
alimentos y dgl peso ratones No 15 3000 Si 10 1
corporal (administracion macho
repetida)
Abstinencia precipitada en ratones
ratones dependientes de No 0,15 30 Si 10 1

macho
THC
Aumento de
comportamientos ratones
relacionados con la No 15 3000 Si 10 1

. . macho
ansiedad y la depresién
(administracién repetida)
Aumento de la secrecién ratones
2 hembra + No 10 2000 Si 2 0,2%

de glucocorticoides

macho
*= 0,005 mg/kg la Dlso mas observada de 3pMBP para inhibir los efectos conductuales del THC;
**= Referencia Dlio para efectos de rimonabant = 10 mg/kg.
#= de Steiner et al., 2008

Los efectos de 3pMBP son muy diferentes a los del antagonista ortostérico de CB1, rimonabant.

3pMBP no tiene ninguno de los efectos adversos tipicos del rimonabant y otros antagonistas ortostéricos de CB1, tal
como la disminucién de la ingesta de alimentos, aumento de los comportamientos relacionados con la ansiedad y la
depresién, abstinencia precipitada en animales dependientes de THC y aumento de la secrecién de glucocorticoides.

Se observo esta falta de efectos de 3pMBP para todas las dosis mas altas utilizadas en cada prueba. Estas dosis
fueron varias veces superiores (en mg/kg) que la Dlso (0,005 mg/kg) de 3pMBP para inhibir la autoadministracion de
agonistas de CB1 y THC, respectivamente: 30 veces mayor para la abstinencia precipitada; 2.000 veces mayor para
la secrecién de glucocorticoides; y 3.000 veces mayor para la ingesta de alimentos, el peso corporal, los
comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién.

Ejemplo 5: 3pMBP no tiene ningun efecto sobre el comportamiento espontaneo en ratones.

Ademas de no tener los mismos efectos conductuales adversos que los antagonistas ortostéricos de CB1, 3pMBP no
tenia efectos detectables sobre el comportamiento en si mismo en roedores como lo muestra el anélisis en video del
comportamiento espontdneo en la jaula de la casa durante 24 horas después de la administracién de 3pMBP en
ratones a 15 mg/kg.

Eijemplo 6: 3pMBP no tiene ningun efecto sobre el estado de animo y el rendimiento cognitivo en seres
humanos.

Estos experimentos fueron disefiados para evaluar los efectos de dosis ascendentes Unicas y repetidas de 3pMBP
sobre el estado de animo, la cognicién y las tendencias suicidas en seres humanos utilizando una bateria de pruebas
validadas.

Material y métodos

Se realizaron dos estudios. En el primer estudio, cohortes independientes de voluntarios sanos recibieron una Unica
administraciéon de 3pMBP en una de las 3 dosis crecientes (0,2, 0,6; 2 mg/sujeto) o placebo. En cada cohorte de dosis,
utilizando un procedimiento con doble enmascaramiento, 6 sujetos recibieron la dosis asignada de 3pMBP y 2 sujetos
recibieron placebo. En el segundo estudio, cohortes independientes de voluntarios sanos recibieron administraciones
repetidas de 0,6 mg/sujeto de 3pMBP (una vez al dia durante 7 dias). En cada cohorte de dosis, utilizando un
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procedimiento con doble enmascaramiento, 6 sujetos recibieron la dosis asignada de 3pMBP y 2 sujetos recibieron
placebo. La dosis de 0,2 mg/sujeto induce un aumento de las concentraciones plasmaticas de 3pMBP que estan en
el intervalo de lo observado en la DE1oo més observada (0,015 mg/kg) para la inhibicion de los efectos conductuales
del THC en roedores.

En ambos estudios, después de la dosis de 3p MBP los sujetos también se sometieron a una observacién general de
su comportamiento por parte de un médico certificado y se realizaron las siguientes pruebas.

Bond & Lader VAS

La escala analédgica visual de Bond y Lader (Bond y Lader, 1974) consiste en 16 lineas bipolares de autocalificacién
de 100 mm de largo entre dos adjetivos opuestos. La prueba esté asistida por ordenador. El sujeto tiene que indicar
en cada linea como se siente en el momento de la prueba, usando el ratén. La respuesta se puntia midiendo la
distancia en mm entre el extremo izquierdo de la linea y la marca del sujeto. La puntuacién consiste en tres
subpuntuaciones de factores derivados: alerta, satisfaccién (bienestar) y tranquilidad. Una puntuacién mas alta indica
un mayor estado de alerta, satisfaccién y tranquilidad.

ARCI 49

Este cuestionario autoadministrado y asistido por ordenador consiste en 49 puntos. Cada pregunta aparece una a una
en la pantalla. Usando el ratén, el sujeto debe hacer clic en "falso" o "verdadero" en cada punto, con respecto a lo que
esta sintiendo en el momento en que lo lee. Luego, se derivan 5 puntuaciones: PCAG (Escala de grupo de alcohol
pentobarbital clorpromazina), BG (grupo Benzedrina), AG (Escala de grupo de anfetaminas), LSD (escala de grupo de
LSD) y MBG (escala de grupo de morfina-benzedrina) (Martin et a/., 1971).

POMS 65

La escala del perfil de estado de animo consiste en 65 adjetivos que describen diversos sentimientos del estado de
animo (Mc Nair et al., 1992; Cayrou et al., 2000; Cayrou et al., 2003).

Esta versiéon es una versiéon computarizada. Cada adjetivo aparece uno por uno en la pantalla y se le pide al sujeto
que describa cdmo estos adjetivos reflejan su estado de animo en el momento en que estd cumplimentando el
cuestionario, calificando cada descripciéon en una escala de 5 puntos de conformidad creciente: desde "nada" hasta
"extremadamente".

Del cuestionario se derivan clasicamente seis puntuaciones: tensién-ansiedad (TA); depresion - abatimiento (DD); ira
- hostilidad (AH); vigor - actividad (VA); fatiga - inercia (Fl); confusidn - desconcierto (CB).

Escala de calificacién de la gravedad del suicidio de Columbia (C-SSRS)

La relacién entre los medicamentos que ingresan al SNC y el potencial de tendencias suicidas (ideacién y conducta
suicidas) ha recibido recientemente una mayor atencién por parte de las agencias reguladoras, tal como la FDA, y ha
surgido la necesidad de implementar de manera proactiva mecanismos mas consistentes y estrictos de recopilacién
de datos en los ensayos clinicos.

La evaluacién prospectiva del suicidio se recopila mediante la escala de calificacién de la gravedad del suicidio de
Columbia (C-SSRS). La C-SSRS esta disefiada para evaluar tanto la conducta suicida como la ideacién suicida y
consiste en dos cuestionarios: uno disefiado para la evaluacién inicial (cubre la vida del sujeto hasta la visita inicial) y
otro utilizado durante el estudio (cuestionario "desde la dltima visita").

Resultados
Para todas las dosis de 3pMBP probadas no hubo modificaciéon en el comportamiento general del sujeto ni en ninguna
de las pruebas psicométricas realizadas. En particular, ninguna modificacién en la prueba ARCI-49 indica que los

sujetos no puedan decir que han recibido una sustancia psicoactiva.

En conclusién, los datos muestran que, en los seres humanos, como se observa en los animales, la administracién de
3pMBP no modifica significativamente el comportamiento basal, el estado de dnimo y el rendimiento cognitivo.

Ejemplo 7: Comparacién de la farmacologia de sequridad v la toxicologia de 3pMBP con rimonabant

1. Evaluacién de la farmacologia de seguridad de BPL de 3pMBP

Materiales y métodos

Evaluacién de los efectos de 3pMBP sobre la corriente hERG en células HEK-293 transfectadas de manera estable:
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El objetivo de este estudio fue evaluar cualquier posible efecto de 3pMBP sobre la corriente de cola de hERG en
células HEK-293 transfectadas de manera estable. El estudio se llevd a cabo siguiendo los requisitos generales de
BPL y el disefio del estudio sigue las directrices de ICH S7A (2001) para farmacologia de seguridad.

3pMBP se estudié en 3 células HEK-293 transfectadas de manera estable con hERG. En cada célula, se probaron los
siguientes tratamientos: Tyrode; Vehiculo de 3pMBP (DMSO al 0,3 % en Tyrode) y 3pMBP a 10,98x10® M, 10,98x10-
7 My 3pMBP a 10,98x10® M.

Se usé E-4031 como control positivo y se probé en una celda HEK-293 separada para respaldar la validez del método
utilizado.

Las células se sujetaron a -80 mV, se despolarizado a 0 mV durante 5 segundos, permitiendo la activacién de la
corriente de hERG y se repolarizado a -50 mV durante 5 segundos, permitiendo la desactivacidén de la corriente de
cola hERG. Este procedimiento experimental se repitié a una frecuencia de 0,06 Hz. Las corrientes se filtraron a 1 kHz
y se adquirieron a una frecuencia de 2 kHz. Se midié la amplitud de la corriente de cola de hERG durante el pulso de
repolarizacién de 0 a -50 mV. Las células se perfundieron con soluciéon de Tyrode y posteriormente con solucidén de
Tyrode que contenia 3pMBP durante al menos 5 minutos hasta que se alcanzé el estado estacionario para cada
periodo de perfusion. Las corrientes se midieron antes y después de la exposicion al elemento de prueba.

Efecto de 3pMBP sobre las pruebas de Irwin y la temperatura corporal en ratas:

El objetivo de este estudio fue evaluar los posibles efectos neuroconductuales y los efectos sobre la temperatura
corporal de 3pMBP tras una Unica administracién oral en las ratas.

El estudio se llevé a cabo siguiendo los requisitos generales de BPL y el disefio del estudio sigue la directriz ICH S7A
(2001) para farmacologia de seguridad.

En el estudio participaron 4 grupos de 6 ratas Wistar macho que pesaban entre 154,0 y 185,9 g. A los grupos se les
administré respectivamente vehiculo (aceite de maiz, es decir, grupo de control) o 3pMBP a 2, 9 o 36 mg/kg.

El dia de estudio, en primer lugar, los animales se calificaron mediante la bateria de observacién estandarizada de
Irwin y se midié la temperatura corporal. Posteriormente, se les administré por via oral una de las dosis de 3pMBP o
su vehiculo en un volumen de 4 ml/kg. A continuacién, se realizaron nuevamente las puntuaciones de Irwin, asi como
la medicién de la temperatura corporal a las 1, 3, 6, 8 y 24 horas después de la administracién.

Evaluacién del efecto de 3pMBP sobre la respiracién en ratas conscientes sin restricciones después de una sola
administracion oral

El objetivo de este estudio era evaluar cualquier posible efecto de una Unica administracién oral de 3pMBP sobre los
parametros respiratorios (frecuencia respiratoria, flujos inspiratorio maximo y espiratorio maximo, tiempos de
inspiracién y espiracién, indice de resistencia de las vias respiratorias, volumen corriente y volumen minuto) medidos
mediante el método de pletismografia de cuerpo entero en ratas conscientes.

El estudio se llevé a cabo siguiendo los requisitos generales de BPL y el disefio del estudio sigue la directriz ICH S7A
(2001) para farmacologia de seguridad.

En el estudio participaron 4 grupos de 6 ratas Wistar macho, a los grupos se les administré respectivamente vehiculo
(aceite de maiz, es decir, grupo de control) o 3pMBP a 2, 9 0 36 mg/kg.

El dia antes del estudio, a los animales sélo se les permitia beber agua. El dia del estudio, los animales se colocaron
en el pletismoégrafo y las mediciones comenzaron inmediatamente después. El método de pletismografia de cuerpo
entero mide en una camara cerrada las variaciones en el flujo de aire debido a los movimientos de la caja toracica
durante la respiraciéon y permite medir los parametros respiratorios en el animal consciente, totalmente libre para
moverse. Al menos 15 minutos después del inicio de las mediciones, a los animales se les administrd 3pMBP o su
vehiculo por via oral en un volumen de 4 ml/kg. La respiracidn se registrdé durante un periodo total de 6 horas después
de la dosificacidén. Los parametros respiratorios se determinaron a partir del andlisis de los ciclos respiratorios.

Evaluacién de los efectos de 3pMBP sobre la presién arterial, frecuencia cardiaca, electrocardiograma y temperatura
corporal después de una tnica administracion oral a perros conscientes

El objetivo de este estudio era evaluar los posibles efectos de 3pMBP sobre la presion arterial, frecuencia cardiaca,
temperatura corporal y electrocardiograma después de una Unica administracién oral a perros conscientes.

El estudio se llevé a cabo siguiendo los requisitos generales de BPL y el disefio del estudio sigue la directriz ICH S7A
(2001) para farmacologia de seguridad.
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En el estudio participaron 4 machos Beagle que previamente estaban equipados con transmisores de telemetria para
la presién arterial, mediciones de temperatura corporal y electrocardiograma.

El estudio se realiz6 en dos partes. En la parte |, cada animal recibi6 vehiculo (es decir, aceite de maiz), 3pMBP a 2,
9 y 36 mg/kg por via oral de acuerdo con un disefio de dosis ascendente con un periodo de lavado de una semana
entre dosis. Las mediciones de telemetria de la presién arterial, frecuencia cardiaca, temperatura corporal y el
electrocardiograma (derivacidn epicardica Il) comenzaron al menos 2 horas antes de cada dosis y continuaron durante
al menos 24 horas después de la dosis. En la parte |l, a los animales se administré nuevamente 3pMBP a 9 o 36 mg/kg
(n=2 por nivel de dosis) por via oral para investigaciones complementarias, es decir, muestreo de sangre y observacion
de animales.

Resultados
3pMBP no mostré ningln efecto adverso en las pruebas farmacolégicas de seguridad de BPL:

1. In vitro, 3pMBP (100 nM, 1 uM y 10 uM) no modificé las corrientes de cola de hERG (gen relacionado con éter-
a-go-go humano) en células HEK-293 transfectadas de manera estable con ADNc de hERG-1.

2. In vivo, 3pMBP (2, 9 y 36 mg/kg) no modificé: a. El comportamiento (prueba de Irwin) y la temperatura corporal
en ratas; b. la respiracién en ratas conscientes; y c. la presién arterial, frecuencia cardiaca, electrocardiograma y
temperatura corporal en perros conscientes.

El Unico efecto informado fue una disminucién en los ritmos de alta frecuencia y oscilaciones de la frecuencia cardiaca
asociada a una disminucién en la variabilidad de la frecuencia cardiaca con la dosis de 9 mg/kg solo en el perro. Este
hallazgo sugiere un efecto sobre el equilibrio auténomo y, de manera mas precisa, una disminucién de la actividad
vagal. No obstante, este efecto fue leve ya que no provocd ningln cambio en la frecuencia cardiaca y no puede
considerarse un efecto adverso por si solo.

2. Evaluacion toxicoldgica de BPL de 3pMBP

Materiales y métodos

Se ha probado los efectos citotéxicos, mutagénicos y genotdéxicos de 3pMBP hasta las concentraciones maximas
aceptables para los sistemas de prueba, es decir, entre 74 y 100 uM.

Estas dosis son aproximadamente 7.400 y 10.000 mas altas que la Clso mas alta de 3pMBP (10 nM) para inhibir los
efectos celulares del THC mediados por CB1.

Los estudios de toxicologia in vitro realizados para caracterizar 3pMBP fueron: 1. La prueba AMES +/- activacion
metabdlica (BPL); 2. La prueba de aberracién cromosémica humana +/- activacién metabdlica (BPL); 3. Citotoxicidad
en cultivo primario de neuronas y hepatocitos (no BPL). Se realizaron estudios de toxicidad a dosis repetidas en ratas
y perros. Se seleccionaron estas dos especies porque ambas expresan el receptor de CB1 y se han utilizado de
manera clasica y con éxito para identificar los efectos téxicos de los antagonistas ortostéricos de CB1, tales como
rimonabant. Ademas, el supuesto sitio de unién de pregnenolona tiene una homologia del 100 % en ratas, perros y
seres humanos. Finalmente, los estudios de unién a proteinas sugieren que la unién de 3pMBP no difirié entre ratas
(84-94 %), perros (84-105 %) y humanos (88-98 %), mientras que parecia mayor en los monos (97-99 %).

Los estudios de toxicologia repetidos realizados para caracterizar 3pMBP fueron estudios de toxicidad oral (BPL) de
28 dias en ratas y perros con tres dosis (2 mg/kg, 9 mg/kg y 36 mg/kg).

Resultados

Estudios in vitro

3pMBP no mostré ninguna citotoxicidad, genotoxicidad y mutagénesis incluso a la concentracion mas alta probada
(entre 74 y 100 uM). Las concentraciones de 74 y 100 uM de 3pMBP son 7.400-10.000 veces mayores que la Clso de
3pMBP para inhibir la fosforilacién de MAPK dependiente de CB1.

Estudios in vivo

Tabla 6: Sumario de los estudios de toxicidad in vivo con 3pMBP en ratas y perros

Toxicologia oral de dosis multiples
Dias de tratamiento 28 28 28 28 (+14)
Dosis de 3pMBP (mg/kg) 2 9 36 36
Vehiculo aceite de maiz (milkg) 4 4 4 4
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(continuacién)

Toxicologia oral de dosis multiples
Numero de ratas 10M, 10F 10M, 10F 10M, 10F 10M, 10F
Numero de perros 3M, 3F 3M, 3F 3M, 3F 2M, 2F
Mortalidad ENO ENO ENO ENO
Signos clinicos ENO ENO ENO ENO
Temperatura corporal ENO ENO ENO ENO
Peso corporal ENO ENO ENO ENO
Consumo de comida ENO ENO ENO ENO
Oftamologia ENO ENO ENO ENO
Parametros cardiovasculares NAR, ENOp NAR, ENOp NAR, ENOp NA
Hematologia y coagulacién ENO ENO ENO ENO
Anélisis bioquimico de la sangre EANOR, ENOp EANORg, ENOp EANOR, ENOp EANORg, ENOp
Andlisis de orina EANOR, ENOp EANOR, ENOp EANORg, ENOp EANOR, ENOp
Peso del érgano EANOR, ENOp EANOR, ENOp EANORg, ENOp EANOR, ENOp
Hallazgos macroscépicos ENO ENO ENO ENO
Histopatologia ENO ENO ENO ENO
M = machos; F = hembras; ENO= efectos no observados; EANO= efectos adversos no observados; NA=no
analizado; si no se especifica, los efectos se observaron tanto en ratas como en perros. EANOr y ENOr =
cambio observado sélo en la rata; EANOp y ENOp = cambio observado sélo en el perro.

In vivo, 3pMBP tiene en la rata un NEANO (nivel de efectos adversos no observados) >36 mg/kg/dia/28 dias y en el
perro un NENO (nivel de efectos no observados) >36 mg/kg/dia/28 dias.

Considerando que la Dlso méas observada de 3pMBP para inhibir los efectos del THC en ratones, ratas y primates no
humanos es de 0,005 mg/kg, 3pMBP tiene un indice terapéutico (IT) > 7.200.

Conclusién

En funcién de los resultados de los experimentos de toxicologia, 3pMBP muestra un perfil de toxicidad favorable con
un IT >7.200. Un IT tan grande podria ser el resultado de dos caracteristicas de 3pMBP: 1. Un mecanismo de accidn
(MdA) dnico y muy selectivo que no se encuentra en otros medicamentos aprobados y, segln nuestro conocimiento,
alin no probado en otros desarrollos preclinicos. Por tanto, 3pMBP parece inhibir Gnicamente la actividad de una de
las vias de sefializacién inducida por THC (MAPK) y no tiene ningun efecto sobre el THC independiente, fenotipos
mediados por CB1 in vivo.

2. Una baja conversion a metabolitos derivados de drogas que muy a menudo son responsables de la toxicidad in vivo
de las NCE.

Como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 7), el perfil de seguridad y toxicidad de 3pMBP fue muy diferente del
perfil del antagonista ortostérico de CB1 rimonabant. Por tanto, rimonabant indujo varios acontecimientos adversos a
dosis bastante cercanas a la dosis terapéutica y, en particular, convulsiones clénicas, hepatotoxicidad y varias
alteraciones profundas del comportamiento.

Tabla 7 Comparacién del efecto téxico de 3pMBP y rimonabant en estudios de BPL

antagonista de CB;
(Rimonabant) 3pMBP
Toxicidad en estudios 3 Dosis mas )
de BPL Efecto DE100 Indice de Efecto alta Indice de
(mg/kg) seguridad probada seguridad
(mg/kg)
Toxicidad aguda (ip) roedor (oral) rata
Toxicidad clinica:
decubito, prostaccién,
una_e_lctlwda_d dlsml_n,ulda, si 60 6 No 36 >7200
debilidad, piloereccion,
area urogenital sucia,
secrecion nasal
Toxicidad del SNC:
hiperactividad si 3 0,3 No 36 >7200
locomotora seguida de
sedacion
Convulsién clénica Si 60 6 No 36 >7200
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(continuacién)

antagonista de CB;
L . - (Rimonabant) 3pMBP
Toxicidad en estudios ndice de Dosis mas -
de BPL DE100 - Indice de
Efecto (mg/kg) segurida Efecto alta probada sequridad
g/kg d (mg/kg) g
Toxicidad aguda (ip) roedor (oral) rata
Dosis maxima no letal Si | 60 | 6 No | 36 [ >7200
Toxicidad por dosis repetida (oral) RATA
Toxicidad clinica: de!gadez, 6 0,6 (Hembras)
sangre seca en el hocico, (Hembras)

hinchazén alrededor de los
0jos y exudados
rojos/lagrimeo de los ojos, Si 40 No 36 >7200
area urogenital sucia, (Machos) 4 (Machos)
piloereccion, deshidratacion,

hipotonia, pérdida del
equilibrio

Toxicidad del SNC:
Hiperexcitabilidad:
hiperestesia, hiperestesia tactil
o hipersensibilidad al tacto,
rascado excesivo, Si 30 3 No 36 >7200
hiperexcitabilidad,
hiperactividad, hipermotilidad,
agresividad y comportamiento

combativo
6
0,6 (Hembras)
Convulsién clénica Si (Her:(k))ras) No 36 >7200
(Machos) 4 (Machos)

Toxicidad hepatica: Necrosis
hepatocelular focal, esteatosis,
Aumento del peso y tamafio
del higado, hipertrofia de los
hepatocitos centrolobulillares Si 40 4 No 36 >7200
con apariencia de vidrio
esmerilado del citoplasma e
hiperplasia del reticulo
endoplasmico liso.

60
6 (Hembras)

Mortalidad si [|{Hembras) No 36 >7200

120 12 (Machos)

(Machos)

Toxicidad por dosis repetida (oral) perro
Slgn_os c_:I|n|co_s_: ptialismo; temblores, conjuntiva roja, Si 10- ND No | 36 | ND
ataxia, hipomotilidad, 15
Signos del SNC: agresividad y movimientos Si 15 | ND No | 36 | ND
sorprendentes

ND = No determinado, el indice de seguridad se calcula a partir de 10 mg/kg para Rimonabant y 0,005 para
3pMBP

Ejemplo 8: Estudios de la farmacocinética, adsorcidn, distribucién, metabolismo y excrecién de 3pMBP

1. Farmacocinética y absorcién de 3pMBP en animales

Materiales y métodos

La farmacocinética (PK) de 3pMBP en plasma se estudié en ratones, ratas y perros, machos y hembras, después de
administracién per os (en aceite de maiz) por gavaje. La distribucién de 3pMBP en el cerebro se estudié en ratones y
ratas. En perros, también se administré6 3pMBP por via intravenosa después de la solubilizacién en ciclodextrina. Tanto
en plasma como en cerebro, las concentraciones de 3pMBP se midieron mediante cromatografia liquida acoplada a
una espectrometria de masas en tdndem (LC/MS-MS).
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Resultados

No hubo diferencias entre machos y hembras en los parametros farmacocinéticos de 3pMBP en plasma después de
la administracién a ratones (0,3, 4 y 10 mg/kg, per 0s), ratas (1,6 mg/kg, per os)y perros (0,7 mg/kg, per os e iv). Como
se describe en la Tabla 8 (se acumulan los resultados de animales machos y hembras), el aumento del ABC en plasma
después de la administracién Unica de 3pMBP fue lineal en las tres dosis estudiadas en ratones (0,3, 4 y 10 mg/kg).
En ratones, ratas y perros, el tmsx de 3pMBP fue similar (=3 h), lo que sugiere una tasa de absorcién comparable de
3pMBP. La semivida de 3pMBP fue la mas larga en perros (28,0 h per os; 35,9 iv), seguido de ratones (17,8-18,3 h) y
fue més corto en ratas (8-13,9 h). Las relaciones ABC/dosis después de la administracién per os fue mayor en perros
(2074), seguida de ratones (848-1132); la mas bajo fue en ratas (661).

En ratones y ratas, 3pMBP tuvo una tmax mas larga(7 h frente a =3 h) y mayores ABC y Cmax en el cerebro que en el
plasma. La relacién cerebro/plasma de ABC y Cmax parecia inversamente relacionada con la dosis, con las relaciones
mas altas (Cmax =2,8 y ABC= 7,38) observadas para 0,3 mg/kg de 3pMBP en ratones. La semivida de 3pMBP en el
cerebro y el plasma fue similar.

Después de la administracion oral o intravenosa de 3pMBP, ratones, ratas y perros mostraron un perfil de eliminacién
bifasico, una disminucién répida (fase de distribucién) seguida de una disminucién mucho mas gradual hasta el Gltimo
momento de muestreo (fase de eliminacién).

En perros, la biodisponibilidad de 3pMBP fue aproximadamente del 68 %.

Tabla 8: Parametros farmacocinéticos medios resumidos en plasma de ratones, ratas y perros después de la
administracién unica de 3pMBP

. . Dosis Cmax ABCatima Relacién Relacién
Especies | Dosis | ong | ™ | (ng/ml) | T (M) | (ngimi*h) | ABC/dosis | aBc mF | T2 (M)
0,3 6 35,5 2,5 254 848 1,1 17,8
Ratones Per os 4 6 490 2,25 3744 936 1,5 18,3
10 6 1787 2,25 11322 1132 0,9 18,2
Ratas 1,6 9 116,4 4.1 1058,7 661,7 0,7 13,9
Perros iv 0,7 6 505 0,125 2192 3131 1,28 35,9*
per os 0,7 6 137,7 2,67 1452,5 2074,5 0,93 28,0*
Los datos de machos y hembras estaban colapsados. Los valores de Cmax y ABC en negrita deben multiplicarse
por 4 para compensar la dosis mas baja realmente administrada.
*= ' determinado mediante una técnica de regresion lineal manual eligiendo los Ultimos tres puntos de cada
curva PK.

2. Farmacocinética de 3pMBP en seres humanos

Material y métodos

En este estudio, cohortes independientes de voluntarios sanos recibieron una Unica administracién de 3pMBP en una
de 3 dosis crecientes (0,2, 0,6; 2 mg/sujeto) o placebo. En cada cohorte de dosis utilizando un procedimiento con
doble enmascaramiento, 6 sujetos recibieron la dosis asignada de 3pMBP y 2 sujetos recibieron placebo.

Las concentraciones plasmaticas de 3pMBP se evaluaron realizando una farmacocinética completa durante las
primeras 24 horas después de la dosificaciéon y cada 24 horas posteriormente.

Resultados

La administracién oral de 3pMBP indujo concentraciones plasmaticas del farmaco que estaban en el intervalo predicho
por los estudios farmacocinéticos en animales utilizando la conversidn de la relacién de superficie corporal, lo que
confirma una buena absorciéon de 3pMBP en seres humanos. La dosis de 0,2 mg/sujeto indujo un aumento en las
concentraciones plasmaticas de 3pMBP que estan en el intervalo de las observadas en la DE1oo més observada (0,015
mg/kg) para la inhibicién de los efectos conductuales del THC en roedores.

3. Metabolismo de 3pMBP

Materiales y métodos
Estabilidad metabdlica de 3pMBP en microsomas de higado de seres humanos, rata, raton y perro:

La investigacién se realizé sobre microsomas hepaticos (MH) procedentes de ratén (MHR), rata (MHRa), perro (MHP)
y ser humano (MHH).

Se incubd 3pMBP con conjuntos de microsomas hepaticos suplementados con NADPH como cofactor. Se tomaron
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muestras en 5 momentos diferentes (0, 10, 20, 30 y 60 minutos) y se monitoreé la desaparicién del compuesto original
en modo MRM usando LC/MS-MS. Se han determinado el aclaramiento intrinseco y la semivida. Se utilizé verapamilo
como compuesto de referencia.

Perfil metabdlico de [3H]-3pMBP en plasma y excrementos en la rata

El perfil metabdlico se evalué en plasma, en orinas y heces y los metabolitos radiomarcados se identificaron mediante
su tiempo de retencién mediante analisis por Radio-HPLC. Los resultados se expresan como el % de la suma de todas
las areas de picos detectados.

Conversién de 3pMBP en esteroides posteriores en ratones, ratas, perros y seres humanos:

La conversiéon de 3pMBP en esteroides posteriores se estudié en ratones, midiendo esteroides posteriores de
pregnenolona progesterona y 17a,0H pregnenolona, que son las dos primeras etapas del metabolismo de la
pregnenolona. La conversién de 3pMBP en esteroides posteriores también se estudié en ratas y perros después de la
administracién de 2, 9 y 36 mg/kg del compuesto midiendo la testosterona, DHEA y alopregnanolona. Finalmente, la
conversion en esteroides posteriores (DHEA, alopregnanolona y testosterona) se estudié en seres humanos después
de la administracién aguda de una de tres dosis (0,2, 0,6 y 2 mg/sujeto) de 3pMBP. En todos estos estudios, las
concentraciones plasmaticas de esteroides se midieron mediante cromatografia de masas en tandem con
cromatografia de gases (GC/MS-MS).

Resultados
Estabilidad metabdlica en microsomas hepaticos (MH)

3pMBP tuvo un aclaramiento bajo en MH humanos y de rata (aclaramiento intrinseco = 3,38 y 12,3 pl/min/mg; semivida
=410y 113 min, respectivamente) y un aclaramiento moderado en MH de perros y ratones (aclaramiento intrinseco =
26,0 y 29,7 pl/min/mg y semivida = 53,4 y 46,6 min, respectivamente).

Perfil metabdlico en la rata

In vivo, [?H]-3pMBP no produce ningtin metabolito importante en plasma. El compuesto se excreta predominantemente
a través de las heces, donde parece ocurrir la mayor parte del metabolismo. En el plasma a las tres y seis horas
después de la administracion oral de [3H]3pMBP, s6lo se observo un pico importante, correspondiente a 3pMBP, que
representaba respectivamente el 100 % (3 h) y el 78 % (6 h) de todos los picos integrados. A las 24 horas, 3pMBP no
estaba presente en el plasma y solo habia trazas de un metabolito. En la orina, se detecté poca 3pMBP (menos de
una dosis del 0,5 %) en cada intervalo de tiempo. En el intervalo de 0-6 horas, se detectaron tres picos principales
(=30 % cada uno), incluido el correspondiente a 3pMBP. A las 6-24 h y a las 24-48 h no se detecté 3pMBP en la orina
y solo estaban presentes los otros dos picos. La mayor parte de la dosis excretada se encontré en las heces en las
que, ademas de 3pMBP, se encontraron otros siete picos que representaban cada uno entre el 30 y el 10 % de los
picos integrados.

Conversion de 3pMBP en esteroides posteriores

La administraciéon de 3pMBP a 0,3 y 10 mg/kg per os no aumenté las concentraciones plasmaticas de progesterona y
17-OH-pregnenolona, las dos primeras etapas del metabolismo de la pregnenolona, medido en ratones macho y
hembra 2, 5, 8 0 24 horas después de la administracién de 3pMBP. De forma similar, en ratas y perros machos y
hembras no hubo efecto de la administracién aguda o repetida (28 dias) de 3pMBP (2, 9 y 36 mg/kg) sobre las
concentraciones plasmaticas de testosterona, DHEA y, alopregnanolona, medidas en la predosis y luego 1 h, 2 h, 4 h,
8 h y 24 h después de la dosis. Finalmente, no se observaron cambios en los esteroides activos en seres humanos
para todas las dosis de 3pMBP probadas.

4. Interaccion de 3pMBP _con enzima metabdlica CYP, UGT y transportadores celulares

Material y métodos

Se probd in vitro la inhibicién potencial por 3pMBP de la actividad de varias isoenzimas CYP (1A, 2B6, 2C8, 2C9,
2C19, 2D86, 3A) utilizando microsomas hepaticos humanos.

Se preincubd 3pMBP a una concentracidn Unica (10 uM) con sustrato y microsomas hepéticos humanos combinados.
La reaccién se inici6 afiadiendo compuestos generadores de NADPH y después de detener la reaccién y el tratamiento
de las muestras, se utilizé6 la deteccién por HPLC-UV/VIS y HPLC-MS/MS para la deteccién de areas pico
correspondientes al metabolito de cada sustrato.

Se probé 3pMBP (10 u M) en el ensayo de inhibicion de UGT1A1 (sustrato de escopoletina recombinante). 3pMBP se
preincuba con UGT1A1 y el sustrato fluorescente escopoletina en tampén Tris (pH 7,5) durante 15 minutos a 37°C. La
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reaccién se inicia afladiendo el cofactor acido uridina-difosfoglucurénico (UDPGA), la incubacién continlia durante 60
minutos y se mide la intensidad relativa de fluorescencia (IRF) en un lector de placas fluorescentes.

Se probé el potencial del compuesto de prueba 3pMBP para inducir CYP1A2, CYP2B6 y CYP3A4 in vitro por triplicado
en concentraciones de prueba de 0,01, 0,1 y 1 uM utilizando el nivel de ARNm como criterio de valoracion.

Se probé in vitro la inhibicion por 3pMBP de la actividad de diferentes transportadores celulares (OCT2, BCRP, OAT1,
OAT3, OATP1B1, OATP1B3, P-gp).

Los efectos de 3pMBP (10 pM), y de los inhibidores de referencia de cada transportador, se estudiaron en lineas
celulares sobre la expresién de los transportadores celulares diana. Se utilizaron ovarios de hamster chino (CHO) para
todos los transportadores excepto para P-gp que se estudié en células de rifién canino Madin-Darby (MDR1-MDCKI|).
La inhibicién de la actividad de cada transportador se evalla midiendo cambios en el transporte de sus sustratos
especificos mediante fluorometria.

Resultados

3pMBP a 10 UM no indujo una inhibicién significativa de la actividad de las isoenzimas CYP (1A, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19,
2D6, 3A) ya 10 nM, 100 nM y 1 uM no aumenté la expresién de CYP1A2, CYP2B6 y CYP3A4.

Siguiendo las directrices de la FDA, 3pMBP podria etiquetarse como un farmaco que no interactla con las enzimas
CYP.

Ademas, 3pMBP (10 uM) no modificé la actividad de UGT1A1 y de varios transportadores celulares (OCT2, BCRP,
OAT1, OAT3, OATP1B1, OATP1B3, P-gp).

Conclusién

En general, 3pMBP muestra caracteristicas favorables de adsorcién/distribucion/metabolismo/excrecién que no
difieren entre machos y hembras y que son similares entre ratones, ratas, perros y seres humanos con la excepcioén
de una semivida mas larga y un ABC mas alto en perros y seres humanos que en las otras dos especies. 3pLa MBP
también tiene una buena biodisponibilidad (68 % en perros).

3pMBP muestra un ABC cuatro veces mayor en el cerebro que en el plasma.
3pMBP también es metabdlicamente estable. No se convierte en esteroides posteriores en ratones, ratas, perros y
seres humanos. Muestra la més alta estabilidad in vitro en microsomas hepaticos y hepatocitos en seres humanos en

comparacién con otras especies. En la rata, in vivo, 3pMBP no produce ninglin metabolito por encima de los niveles
traza en el plasma y la mayor parte del compuesto se excreta como tal a través de las heces.

Finalmente, 3pMBP no inhibe la actividad de las principales isoenzimas humanas CYP, UGT vy transportadores
celulares, niinduce la expresién de isoenzimas CYP.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuerdo con la Férmula (l):

Férmula (1)
para su uso en el tratamiento de un trastorno relacionado con los cannabinoides.

2. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides se selecciona entre el trastorno por consumo de cannabinoides; intoxicacién por cannabinoides;
abstinencia de cannabinoides; otros trastornos inducidos por los cannabinoides; trastorno relacionado con los
cannabinoides no especificado; sindrome de hiperemesis por cannabinoides; catatonia inducida por cannabinoides.

3. El compuesto para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es un trastorno por consumo de cannabinoides.

4. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es una intoxicacién por cannabinoides.

5. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es una abstinencia de cannabinoides.

6. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es otro trastorno inducido por los cannabinoides seleccionado entre el trastorno de ansiedad inducido
por cannabinoides, trastorno psicético inducido por cannabinoides, trastorno del suefio inducido por cannabinoides,
delirio por intoxicacién por cannabinoides.

7. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es un trastorno relacionado con los cannabinoides no especificado.

8. El compuesto para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es un sindrome de hiperemesis por cannabinoides.

9. El compuesto para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en donde el trastorno relacionado con los
cannabinoides es una catatonia inducida por cannabinoides.

10. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los
cannabinoides proceden de la planta Cannabis L.

11. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los
cannabinoides son compuestos sintéticos con actividad agonista de CB1.

12. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
compuesto se administra a un sujeto por via oral.

13. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
compuesto se administra a un sujeto por via parenteral, ya sea con una formulacién facilmente absorbible o de
depésito.

14. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
compuesto se administra a un sujeto por via intravenosa, subcutanea o intramuscular.

15. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho

compuesto se administra por via intranasal o por inhalacién o por via sublingual o tépica o transdérmica o en forma
de supositorio o pesario.
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16. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
compuesto se administra a un sujeto en una dosis comprendida entre 1 ugy 1000 mg.

17. El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho

compuesto se administra en un vehiculo oleaginoso, tal como un aceite vegetal con triglicéridos de cadena larga y
preferentemente aceite de maiz.
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