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EFEITOS ANTITUMORAIS DE COMBINAQﬁES DE CANABINOIDES

A presente invengdo refere-se ao uso de uma combinagdo
de canabindides na fabricag¢do de um medicamento para uso no
tratamento de cédncer. Em particular, o céncer a ser tratado
é um tumor cerebral, mais particularmente, um glioma, ainda
mais particularmente, um glioblastoma multiforme (GBM) e a
combinagdo de canabindide preferencial compreendem
tetraidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD).

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

O céncer é uma doen¢a na qual um grupo de células
exibe tragos de crescimento descontrolado. Isto significa
que as células crescem e se dividem alem dos niveis dos
limites normais. As células também sdo capazes de invadir e
destruir tecidos circundantes. Além disso, as células
cancerigenas, algumas vezes chamadas de metastase,
significando que estas se espalham para outros locais no
corpo através do sangue ou linfa.

A maioria dos canceres é causada por anormalidades no
material genético das células. Estas anormalidades podem
ocorrer devido aos efeitos de <carcindgenos. Outras
anormalidades genéticas promotoras de cédncer podem ser
aleatoriamente adquiridas através de erros na replicagdo de
DNA ou sdo herdadas, e, dessa forma, presentes em todas as
células desde o nascimento.

As anormalidades genéticas encontradas no céncer
tipicamente afetam duas classes gerais de genes. Os
oncogenes promotores de cancer sdo frequentemente ativados
em células cancerigenas, dando a estas células novas
propriedades, tais como divisdo e crescimento hiperativo,

protegdo contra morte celular programada, perda de respeito
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por limites teciduais normais, e a capacidade de se
tornarem estabilizadas em diversos ambientes teciduais. Os
genes supressores de tumor sdo frequentemente inativados em
células cancerigenas, resultando na perda de fungdes
normais naquelas células, tais como replicagdo de DNA
acurada, controle sobre o ciclo celular, orientag¢do e
adesdo no interior de tecidos, e interagdo com células
protetoras do sistema imunolégico.

Existem muitos tipos diferentes de cdncer e o cédncer &
usualmente classificado de acordo com o tipo de tecido do
qual é originado.

O céncer é usualmente tratado por um ou mais dos
seguintes: cirurgia, quimioterapia, terapia com radiagdo,
imunoterapia e terapia com anticorpo monoclonal. O tipo de
terapia depende do local e do grau do tumor e do estagio da
doenca.

A remogdo completa do cédncer sem dano ao resto do
corpo & o objetivo do tratamento. Algumas vezes isto pode
ser realizado por cirurgia, mas a propensdo de cédnceres em
invadir tecido adjacente ou se espalhar para sitios
distantes por metastase microscdpica frequentemente limita
sua eficdcia. A eficdcia da quimioterapia é frequentemente
limitada pela toxicidade a outros tecidos no corpo. A
radiacdo também causa dano ao tecido normal.

Os cdnceres sdo conhecidos por are afetarem muitas
dreas do corpo com o0s tipos mais comuns de cénceres
incluindo: céncer do tubo bilico, céncer de bexiga, céncer
6sseo, céncer de intestino (incluindo cédncer do cdélon e
cancer retal), céncer cerebral, cancer de mama, céncer do

sistema neuroenddcrino (comumente conhecido como um
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carcindide), céncer de cérvice, céncer ocular, céncer do
esbfago, céncer da cabega e de pescogo (este grupo inclui
carcinomas que comegam  nas células que formam o
revestimento da boca, nariz, garganta, orelha ou a camada
superficial que cobre a lingua), sarcoma de Kaposi, cdncer
renal, cédncer da laringe, leucemia, cédncer hepdtico, céncer
pulmonar, cancer dos ndés de 1linfa, linfoma de Hodgkin,
linfoma de ndo Hodgkin, melanoma, mesotelioma, mieloma,
cédncer do ovario, céncer do péancreas, cdancer do pénis,
cidncer da préstata, cancer de pele, sarcomas de tecido
mole, clncer da medula espinhal, cédncer do estdmago, céncer
testicular, céncer de tiredide, céancer vaginal, céncer da
vulva e cancer de 1Utero.

Um tumor que se desenvolve no cérebro pode destruir ou
danificar as células cerebrais através da produgdao de
inflama¢do, comprimindo outras partes do cérebro, induzindo
o0 edema cerebral (incha¢o cerebral) e podendo causar
aumento na pressdo intracraniana (pressdo no interior do
crdnio) .

A cada ano, aproximadamente 4300 pessoas no Reino
Unido sdo diagnosticas com um tumor cerebral. Um tumor
cerebral primdrio & uma massa criada pelo crescimento ou
proliferacdo descontrolada de células no cérebro. Os
tumores cerebrais primdrios malignos sdo mais propensos a
causar problemas através do espalhamento no tecido cerebral
normal que circunda os mesmos e causando pressdo e dano as
dreas circundantes do cérebro. Estes tumores raramente se
espalham para fora do cérebro, para outras partes do corpo.
Entretanto, os tumores cerebrais secunddrios ocorrem quando

as células cancerigenas de outras partes do corxpo, tais
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como pulmdo ou seio se espalham para o cérebro.

A cirurgia é a opgdo de tratamento escolhida para
muitos tumores cerebrais. Alguns podem ser completamente
excisados, mas aqueles que sdo profundos ou que infiltram
no tecido cerebral podem ter seu volume reduzido em vez de
removidos.

A terapia com radiagdo e a quimioterapia podem ser
recomendadas dependendo do tipo de tumor envolvido.

Os tumores celulares de glioma podem frequentemente
ser letais. O crescimento tumoral infiltrador difundido
caracteristico de gliomas frequentemente torna a remogdo
cirGirgica dos mesmos impossivel e complicando profundamente
o gerenciamento clinico destes pacientes.

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais comum e
o tipo mais agressivo de tumor cerebral primdrio e
corresponde a 52% de todos os casos de tumor cerebral
primdrio e 20% de todos os tumores intracranianos.

Diferentes abordagens estdo sendo pesquisadas a fim de
melhorar a taxa de mortalidade de pacientes diagnosticados
com um glioma. Estas incluem terapias que tém como alvo as
células de glioma, mas deixam as células normais ndo
danificadas, métodos que limitam o espalhamento das células
cancerigenas e tratamentos que blogqueiam as moléculas de
sobrevivéncia dos tumores.

Uma &area de pesquisa envolve o uso de canabindides
como agentes antitumorais.

Os canabindides sdo constituintes ativos de plantas
cdnabis e concluiu-se que os mesmos demonstram diversas
propriedades farmacoldégicas.

Por exemplo, o documento EP1177790 (Guzman et al.)



10

15

20

25

30

5/13

descreve o tratamento de tumores cerebrais pela
administracdo de um canabindéide natural ou sintético,
especificamente THC. Isto reivindica que a ativagdo de
receptores especificos leva a morte seletiva das células
transformadas.

Recentemente, o canabindéide CBD tem mostrado gue
possui propriedades antitumorais (Massi et al. 2004). O
trabalho descrito por este documento descreve efeitos
antiproliferativos com o uso in-vitro de em linhagens de
células de glioma humano U87 e U373 e com O uso in-vivo de
células de glioma humano U87 subcutaneamente implantadas em
camundongos nus.

Os gliomas malignos sdo tumores altamente
infiltradores e proliferativos, que seguem um padrdo
caracteristico de crescimento. As células de glioma invadem
as estruturas cerebrais normais adjacentes e vasos
sanguineos grandes circundantes.

Além disso, a patente anterior do depositante
EP1802274 descreve o uso do canabindide CBD para impedir o
progresso de células cancerigenas que migram de seu local
do tumor primdrio para um sitio secundario.

Adicionalmente, Medical hypothesis (2006) vol. 66,
padginas 234 a 246 discute os efeitos clinicos e
fisioldgicos de THC e CBD e apresenta um raciocinio para
sua combinacdo. Sob "neoplastic disease" (pagina 242) &
atestado que o THC tem beneficios citotdxicos e que CBD
também provou apresentar citostdtico/citotdxico. Sugere-se,
em vista dos efeitos analgésicos da combinagdo CBD:THC no
tratamento do céncer, o beneficio colateral de THC e CBD na

ndusea induzida por quimioterapia, e estes efeitos
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primdrios sobre o crescimento e espalhamento do tumor que
apresentam um forte argumento para ensaios clinicos
adicionais. Entretanto, a generalidade deste ensinamento
nido poderia prever os Dbeneficios que poderiam ser
alcangados em combinagdo com o que, de outro modo, seria
considerado sub-ideal (ou quantidades ndo efetivas) para o
composto sozinho.

SUMARIO DA INVENGAO

De acordo com a presente invengdo, é fornecido o uso
de uma combinag¢do de canabindides na fabricagdo de um
medicamento para uso no tratamento de céncer.

De preferéncia, os canabindides compreendem ao menos
tetraidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD).

De preferéncia, o THC e o CBD estdo a uma razdo entre
20:1 e 1:20 (THC:CBD).

Mais preferencialmente, o THC e o CBD estdo a uma
razdo entre 5:1 e 1:5 (THC:CBD).

Mais preferencialmente, ainda, o THC e o CBD estdo a
uma razdo entre 2:1 e 1l:2, ainda mais preferencialmente,
aproximadamente 1:1.

Cada canabindide é fornecido em uma quantidade
terapeuticamente efetiva. As faixas de dosagem para o THC e
o CBD podem ser determinadas por referéncia ao teor de
canabindide que estd, de preferéncia, na faixa entre 5 e
100 mg do total de canabindides.

O cadncer a ser tratado pode ser um tumor cerebral.

Os tumores cerebrais sdo usualmente classificados de
acordo com o local do tumor e o tipo de célula na qual o
cdncer comegou a se desenvolver. Por exemplo, diferentes

tipos de tumor cerebral incluem: neuroma acistico,
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astrocitoma, linfoma do CNS, ependimoma, hemangioblastoma,
meduloblastoma, meningioma, glioma, glioma misto,
oligodendroglioma, tumores da regido pineal e tumores
pituitérios.

Os gliomas sdo tumores das células gliais; estas
células suportam e protegem as células nervosas no cérebro.
Os gliomas compreendem quase metade de todos os tumores
cerebrais primarios e um quinto de todos os tumores da
medula espinhal primdrios.

A combinagdo de canabindide da invenc¢do é
particularmente Util onde o tumor cerebral for um tumor
glioma, mais particularmente, glioblastoma multiforme
(GBM) .

Os um ou mais canabindides podem estar presentes como
extratos vegetais, como compostos puros ou uma combinagdo
dos dois.

Um extrato vegetal & definido como um extrato de um
material vegetal conforme descrito por Guidance for
Industry Botanical Drug Products Draft Guidance, August
2000, do US Department of Health and Human Services, Food
and Drug Administration Centre for Drug Evaluation and
Research.

O material vegetal & definido como um vegetal ou parte
do vegetal (por exemplo, casca, madeira, folhas, caules,
raizes, flores, frutos, sementes, bagas ou partes dos
mesmos) bem como extrudados.

Mais preferencialmente, o extrato vegetal estd na
forma de uma substéncia de droga boténica.

As substancias de droga boténica sdo derivadas de

plantas cénabis e incluem extratos primdrios preparados por
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tais processos como, por exemplo, maceragdo, percolagao,
extragdo com solventes tais como alcodis Cl a C5 (por
exemplo, etanol), Norflurano (HFAl34a), HFA227, didxido de

carbono liquido sob pressdo e extragdo com o uso de um gas

guente. Um extrato primario pode ser purificado
adicionalmente através da extracgao, vaporizagdo e
cromatografia  supercritica ou subcritica. Quando os

solventes tais como aqueles mencionados acima sdo usados, o
extrato resultante pode conter material soltvel em lipideo
ndo especifico. Isto pode ser removido por uma variedade de
processos incluindo “winterizag¢do”, que envolve
resfriamento para -20° C seguido pela filtragdo para
remover cascalho ceroso, extragdo com didxido de carbono
liquido e destilagdo.

As substdncias de droga botédnica sdo formuladas em
Produtos de Droga Botdnica (Botanical Drug Products) gque
sdo definidas no Guidance for TIndustry Botanical Drug
Products Draft Guidance, August 2000, do US Department of
Health and Human Services, Food and Drug Administration
Centre for Drug Evaluation and Research como: "A botanical
product that is intended for the use as a drug; a drug
product that is prepared from a botanical drug substance."

Um ou mais canabindides podem ser administrados
separada, sequencial ou simultaneamente entre si.

Certos aspectos desta invengdo sdo descritos
adicionalmente, somente por meio de exemplo, com referéncia
aos desenhos em anexo, nos quais:

A Figura 1 é um grafico em barras que mostra a
viabilidade celular de células humanas de astrocitoma U87

MG apds o tratamento com THC, CBD ou uma combinag¢do de THC
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e CBD em comparag¢do com um controle;

As Figuras 2a e 2b sdo graficos em barras que mostram
dados de viabilidade <celular in vivo em diferentes
concentracdes em duas linhagens de célula, U87MG (Figura
2a) e T98G (Figura 2b); e

As Figuras 3a, 3b e 3c fornecem dados sugestivos do
mecanismo de ac¢do da combinagdo para as células U87MG.

DESCRICAO ESPECIFICA

Os seguintes exemplos descrevem experimentos
empregados para confirmar o efeito de combinagdes de
canabindéides como agentes antitumorais.

Exemplo 1: Efeito de THC e CBD na inibigdo de

crescimento de célula de céncer in vitro.

Tetraidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD) na forma
de extratos vegetais de cdnabis foram dissolvidos em etanol
a uma concentrag¢do de 100 mM, isto foi armazenado a -20 °C
até necessario.

Antes do uso, os extratos vegetais de cénabis foram
diluidos adicionalmente até a concentrag¢do desejada,
assegurando que a concentragdo de etanol estivesse abaixo
de 0,001%.

As células humanas de glioma U87 foram usadas por todo
este experimento. As células foram mantidas a 37° C em uma
atmosfera umidificada com 5% de CO2 e 95% de ar.

As células foram cultivadas em um frasco de cultura de
75 cm®’ em Meio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), que foi
suplementado com 4mM de L-glutamina, 100 unidades/ml de
penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 1% de piruvato de
sdédio, 1% de aminodcidos ndo essenciais e 10% de soro

bovino fetal desativado por calor.
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A viabilidade das células humanas de astrocitoma U87
MG foram examinadas em vArias concentra¢des de canabindide.
Os extratos de THC e CBD foram comparados com THC e CBD
puros.

Resultados:

Tabela 1: Viabilidade celular de células humanas de

astrocitoma U87 MG em cultura

IC50 pM [ IC50 pM | IC50 pM
(canabindides (extrato de | (equivalente de
puros) planta puro de extrato de
cénabis) planta cénabis)
THC 0,37 0,64 0,43
CBD 0,47 0,72 0,47

Conforme pode ser visto a partir da Tabela 1 acima, os
extratos de THC e CBD se comparam muito favoravelmente em
atividade com seus compostos puros correspondentes, quando
a quantidade de canabindéide no extrato & ajustada para uma
quantidade equivalente de composto puro.

Isto mostra que o THC e o CBD, e seus extratos sé&o
efetivos na inibig¢do de crescimento de célula de glioma.

Exemplo 2: Efeito de uma combinacdo de extratos de THC

e CBD na inibic3o de crescimento de célula de céncer in

vitro,

Este experimento testou se uma combinagdo de extratos
de THC e CBD foram td3o efetivas na inibig¢do do crescimento
celular quanto os extratos sozinhos. Os métodos usados
foram descrito no Exemplo 1 acima.

Resultados:

A Figura 1 detalha um grafico em barras que descreve a

viabilidade celular de células humanas de astrocitoma U87
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MG versus os extratos de THC e CBD sozinhos e em combinagdo
um com o outro.

Conforme pode ser visto, quando o THC e o CBD sdo
usados em combinacgdo, a viabilidade celular é
significativamente reduzida em comparagdo a viabilidade
celular apds o tratamento com THC ou CBD sozinho.

Estes dados sugerem que o THC e o CBD dos canabindides
seriam mais efetivos no tratamento de tumores quando usados
em combinacgdo.

Exemplo 3: Efeito de uma combinagdo de THC e CBD na

inibicdo do crescimento de célula de cdncer in vivo.

Este experimento testou se a combinag¢do de extratos de
THC e CBD também foi efetiva in vivo.

As células humanas de astrocitoma U87 MG foram
xenoenxertadas em camundongos nus e os compostos de teste
foram injetados peritumoralmente a uma concentragdo de 15
mg/kg por dia.

Resultados:

Tabela 2: Volume de tumor em relagdo ao tempo zerxro

apbs 15 dias de tratamento.

Volume de tumor
Veiculo 9,2 + 0,6
THC puro 5,1 + 0,4
Extrato de THC 6,6 + 0,3
Extrato de THC:CBD (1:1) 4,8 + 0,3

Conforme pode ser observado na Tabela 2 acima, o
volume de tumor apds o tratamento com a combinag¢do 1:1 de
extratos de THC e CBD é significativamente superior ao
tratamento com o THC puro ou o extrato de THC sozinho.

Estes dados sugerem que o THC e o CBD de canabindides
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seriam mais efetivos no tratamento de tumores quando usados
em combinag¢do.

Exemplo 4: Efeito de concentragdo de canabindide sobre

viabilidade celular em duas linhagens de célula diferentes.

A ag¢do de THC, CBD, e uma mistura com razdo 1:1 de THC
e CBD foi estudada em diferentes concentra¢des em duas
linhagens de célula: U87MG e T98G. Os dados de viabilidade
celular sdo ilustrados nas Figuras 2a e 2b.

Referindo-se a Figura 2a, sera observado que doses ndo
efetivas/sub-ideal de THC e CBD em 0,1 ug/ml e 0,25 ug/ml
(maior que 90% de viabilidade celular) possibilitam uma
diminuig¢do estatisticamente significativa em viabilidade
celular em combinagdo (SAT), cujos dados mostraram uma
relagdo dependente de dose com concentragdo aumentada
(maior citotoxicidade a 0,25 ug/ml).

Resultados similares foram obtidos com a linhagem de
célula T98G, (uma linhagem de célula de glioma humana

alternativa) conforme & mostrado na Figura 2b.

Exemplo 5: Investigagdo de mecanismo de agdo.

P

THC é conhecido por induzir a morte celular com um uso
de uma via de sinalizag¢do que envolve o gene ATGl e pan-
caspase. Os resultados de uma investigag¢do, que observa a
fosforilagdo em S6, 1lipidagdo em LC3 e o efeito de um
inibidor de ATGl e pan-caspase, sdo mostrados nas Figuras
3a, 3b e 3¢ respectivamente.

Pode ser visto a partir da Figura 3a que a combinagdo
THC:CBD (comparar com controle C):

- Inibe a atividade de mTORC1l (conforme determinado
pelos niveis de fosforilag¢do S6); e

- Promove o aclGmulo da forma 1lipidada LC3 (uma
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autofagia marcada) .

A Figura 3b mostra que a paralisagdo do gene ATGl de
autofagia essencial, com um inibidor de siRNA (siATG10)
seletivo reduz a morte celular induzida em comparagdo a
células transfectadas com um controle siC.

Finalmente, a Figura 3c mostra que as células tratadas

com o inibidor de pan-capase Z-VAD também previnem a morte

celular induzida.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de uma combinagdo de canabindéides,
CARACTERIZADO pelo fato de ser na fabricagdo de um
medicamento para uso no tratamento de céncer.

2. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende ao menos tetraidrocanabinol
(THC) e canabidiol (CBD).

3. Uso, de acordo com a reivindicag¢do 2, CARACTERIZADO
pelo fato de que o THC e o CBD estdo em uma razdo entre
20:1 e 1:20 (THC:CBD).

4., Uso, de acordo com a reivindicac¢dao 2, CARACTERIZADO
pelo fato de que o THC e o CBD estdo em uma razdo de
aproximadamente 1:1.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
1, 2, 3 ou 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o teor de
canabindéide estd na faixa entre 5 e 100 mg do total de
canabindides presentes.

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1, 2, 3, 4 ou 5, CARACTERIZADO pelo fato de que cada
canabinéide & usado em um nivel que seria considerado sub-
ideal se usado sozinho..

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1, 2, 3, 4, 5 ou 6, CARACTERIZADO pelo fato de que o céncer
a ser tratado & um tumor cerebral.

8. Uso, de acordo com a reivindicag¢do 7, CARACTERIZADO
pelo fato de que o tumor cerebral & um tumor glioma.

9. Uso, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO
pelo fato de que o tumor cerebral & um glioblastoma
multiforme (GBM).

10. Uso, de acordo com a reivindicagao 1,
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CARACTERIZADO pelo fato de que um ou mais canabindides
estdo presentes como extratos vegetais, como compostos
puros ou uma combinagdo dos dois.

11. Uso, de acordo com a reivindicacgdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o extrato vegetal estd na
forma de uma substincia de droga boténica.

12. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢gdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11, CARACTERIZADO pelo
fato de que um ou mais canabindides sdo administrados

separada, sequencial ou simultaneamente um aos outros.
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RESUMO

EFEITOS ANTITUMORAIS DE COMBINACﬁES DE CANABINOIDES

A invencdo refere-se ao uso de uma combinagdo de
canabindides, particularmente, tetraidrocanabinol (THC) e
canabidiol (CBD), na fabricag¢do de um medicamento para uso
no tratamento de céncer. Em particular, o cancer a ser
tratado é um tumor cerebral, mais particularmente, um
glioma, ainda mais particularmente, um glioblastoma

multiforme (GBM).



