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Cannabis Oil: chemical evaluation
of an upcoming cannabis-based medicine
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INTRODUZIONE

CANNABINOIDI E CANCRO
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-In vitro: Centinaia di studi in vitro hanno dimostrato che | cannabinoidi sono capaci di
inibire lo sviluppo del tumore attraverso diversi meccanismi di azione.

-In vivo: Munson et al.,1975; Sanchez et al., 1998; McAllister et al., 2011; etc etc
-Clinical trial: Guzman et al., 2006 (Pilot Clinical Study)




CANNABINOIDI E CANCRO

Effetti in vivo dei cannabinoidi: studi in vivo sui topi dimostrano che i cannabinoidi

sono in grado di ridurre la crescita del tumore, le metastasi cosi come la proliferazione
cellulare e I'angiogenesi.

— il THC riduce la grandezza del tumore, il numeri di tumori e di metastasi ai polmoni, e
inibisce la proliferazione cellulare a I'angiogenesi di tumori al seno metastatici in modelli
animali.

— il CBD riduce la crescita e la grandezza cosi come il numero di metastasi nei polmoni
di topo iniettati con linee cellulari tumorali.

Trial clinici: nonostante centinai di studi, sia in vitro che in vivo, devoti ad investigare le
proprieta antitumorali dei cannabinoidi, ad oggi un solo trial clinico (Fase 1) €& stato
condotto per valutare gli effetti dei cannabinoidi nell'uomo. Nove pazienti con ricorrente
glioblastoma multiforme, sono stati trattati con iniezioni intracraniche e intratumorali di
THC. | risultati piu rilevanti riguardano il miglioramento dei sintomi clinici e la

sopravvivenza media dopo l'operazione (24 settimane). Due pazienti sopravvissero per
circa un anno.




CANNABINOIDI E CANCRO

RECETTORI CANNABINOIDI

Nature Reviews | Cancer

Meccanismo di trasduzione del
segnale mediato dalle proteine G

associate
cannabinoidi.

ai

recettori

| recettori cannabinoidi sono recettori a sette
segmenti transmembrana accoppiati a
proteine G di tipo G;/5. A tutt'oggi sono stati

identificati i due principali tipi di recettori
cannabinoidi chiamati CB4 e CB..

Di recente sono stati individuati altri due
target dei cannabinoidi come il TRPV(1)
[CB3] e il GPR55 [CB4].

CB1: cellule nervose, dell’encefalo, del

midollo spinale del sistema nervoso
periferico anche in alcuni organi e tessuti
periferici tra cui le ghiandole endocrine e
salivari, i leucociti, la milza, il cuore e parte
dellapparato  riproduttivo, urinario e
gastrointestinale.

CB,: cellule immunocompetenti, tra cui i
leucociti, nella milza e nelle tonsille.




CANNABINOIDI E CANCRO

CANNABINOIDI E CANCRO

| livelli dei recettori cannabinoidi (cellule cancerogene # cellule normali) sono i maggiori

determinanti degli effetti dei cannabinoidi

Cannabinoidi

SO\

Cellule tumorali Cellule normali
espressione @ espressione
recettore CB recettore CB

Isoforme alternative del recettore CB1: CB1a e CB1 b

2+
Effetti recettore-indipendenti : — aumento di Ca intracellulare

— aumento di ROS

— COX-2 e PGs, inibizione e down-regulation




CANNABIS OIL

RICK SIMPSON OIL

- L'olio di Cannabis & un estratto,
molto concentrato, che si ottiene
tramite estrazione alcolica (o con
altri solventi) dalle infiorescenze
.. femminili di Cannabis.

= - Fino al 1920, tinture di Cannabis
\» indica erano acquistabili nella
. farmacia di quartiere (USA, UK).

- La Regina Vittoria usava estratti di
Cannabis per lenire i crampi e i
dolori mestruali.

In questi ultimi sette anni l'uso di un estratto
concentrato di Cannabis conosciuto come “Rick
Simpson Oil” si €& diffuso tra centinaia di pazienti
oncologici.

Gli effetti di questo Cannabis QOil sono riportati dai
pazienti e dalle evidenze nelle analisi seguenti all'uso di
tale estratto.




LO STUDIO

L'unico studio analitico sui metodi di estrazione e sulle analisi
qualitative del Cannabis Oil & stato recentemente pubblicato sulla
rivista online “Cannabinoids” della International Association for
Cannabinoid Medicines [Romano L. L. and Hazekamp A., 2013].

(http://cannabis-med.org/data/pdf/en_2013 01_1.pdf)

Materiali e Metodi

Cannabis: |la varieta Bedrocan® é stata utilizzata come standard di

Cannabis medicinale. - b d
Tecniche: TLC, GC/FID, HPLC, '"H-NMR ¢,: Dedrocan

T
CANNABIS FLOS
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http://cannabis-med.org/data/pdf/en_2013_01_1.pdf

LO STUDIO

 METODI DI ESTRAZIONE PRESI IN ESAME

5g 5g 5g 5g 10g
Nafta Etere di petrolio Etanolo Olio d'oliva(20ml) Olio d'oliva
(200ml) (200ml) (200ml) +acqua (70ml) (100ml)

Estrazione: #1
*5g cannabis +
100ml nafta
Filtraggio con
carta da filtro

Estrazione: #2
*5g cannabis +

Estrazione: #1
*5g cannabis +
100ml pet. Eth.

Filtraggio con
carta da filtro

Estrazione: #2
*5g cannabis +

Estrazione: #1
*5g cannabis +
100mI EtOH
Filtraggio con
carta da filtro

Estrazione: #2
*5g cannabis +

5g cannabis + 20ml
olio d'oliva + 70ml
acqua.
Riscaldato a
bagno maria
Prima di filtrare
lasciar raffreddare.

10g cannabis +
100ml olio d'oliva

Riscaldato a
bagno maria
Prima di filtrare
lasciar raffreddare.

100ml nafta 100ml pet. Eth. 100mI EtOH Filtrare pressando Filtrare pressando
Filtraggio con Filtraggio con Filtraggio con Combinare
carta da filtro carta da filtro carta da filtro gli estratti
Combinare Combinare Combinare
gli estratti gli estratti gli estratti
Evaporate il Evaporate il Evaporate il Lasciate che la N/A
solvente a bagno solvente a bagno solvente a bagno soluzione si separi
maria ~98°C maria ~98°C maria ~98°C (acqua-olio)
Riporre in freezer
per una notte
Raccogliere Raccogliere Raccogliere Raccogliere lo strato Raccogliere I'olio
I'estratto I'estratto I'estratto superiore di olio

(*) L'estratto con etanolo (EtOH) viene utilizzato come standard di controllo.
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Nafta e etere: buona performance di estrazione quasi paragonabile al nostro controllo.

RISULTATI

* ANALISI GC-FID DEGLI ESTRATTI: CANNABINOIDI

B THCV
mCBC
THC
E CBG
Em _ N . == | [ |
Naphta Ether EtOH Olive Oil (I) Olive Oil (ll)

Olio d'oliva(l e Il): performance di estrazione migliore del nostro controllo.




RISULTATI

* ANALISI HPLC DEGLI ESTRATTI: RAPPORTO THCA/THC
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Il grafico mostra come varia il rapporto THCA/THC in base al metodo estrattivo utilizzato.
Per l'estratto ottenuto con nafta il tempo di evaporazione richiesto & stato maggiore,
quindi una maggiore esposizione a calore con conseguente incremento della
conversione del THCA in THC.
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Nafta: [B-Pinene,

Etere: buona performance di estrazione quasi paragonabile al nostro controllo.

RISULTATI

* ANALSI GC-FIC DEGLI ESTRATTI: MONOTERPENI

M B-Pinene

B Myrcene
B-Phellandrene

B Cis-Ocimene

B Terpinolene
Terpineol

||th

N

Naphtha Ether EtOH  Olive Oil (I) Olive Oil (1)

B-Phellandrene e cis-Ocimene vengono completamenti

Olio d'oliva(l e ll): performance di estrazione migliore del nostro controllo.




RISULTATI

* ANALISI GC-FID DEGLI ESTRATTI: SESQUITERPENI

25 H B-Caryophillene

B Humulene
6-Guaiene
20 m y-Cadinene

15

B Eudesma-3,7(11)-diene
Elemene
10
0

Naphta Ether EtOH  Olive Oil (I) Olive Oil (1)

GC peak area (arbitrary units)

Nafta: Elemene completamente perso.
Etere: buona performance di estrazione quasi paragonabile al nostro controllo.

Olio d'oliva(l e Il): performance di estrazione migliore del nostro controllo.




RESIDUI DI SOLVENTE

* ANALISI GC-FID DEGLI ESTRATTI: RESIDUI DI SOLVENTE
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La figura mostra le analisi GC-FID di comparazione tra I'estratto alcolico e quello ottenuto
con nafta. Come si puo vedere, numerosi picchi relativi a sostanze/impurita presenti nella
nafta si ritrovano nell'estratto finale.




RESIDUI DI SOLVENTE

* ANALISI GC-FID DEGLI ESTRATTI: RESIDUI DI SOLVENTE

Monoterpenes / Naphtha components

Naphtha extract

Bedrocan EtOH extract
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La figura mostra in particolare la sezione relativa ai monoterpeni. | numerosi picchi che si
notano nell'estratto ottenuto con nafta sono residui di solvente ed impurita.




RESIDUI DI SOLVENTE

« ANALISI '"H-NMR

ﬂ Chloroform [CDCls]

' CDCls plus Naphtha
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Tracce di nafta (residui e impurita) sono ancora presenti nell'estratto nonostante la fase
di evaporazione.




CONCLUSIONI

1. CANNABIS OIL
Estratto concentrato ottenuto dalle
inflorescenze di Cannabis

2. SCELTA DEL SOLVENTE
Etanolo o olio d'oliva, entrambi commestibili

e facili da maneggiare

3. RESIDUI DI SOLVENTE
Impurita presenti nella nafta rimangono

nell'estratto




REFERENZA: Romano L. L. and Hazekamp A. (2013). Cannabis Oil: chemical
evaluation of an upcoming cannabis-based medicine. Cannabinoids 2013;1(1):1-11. Vol

7, Issue 1 May 5, 2013. (http://cannabis-med.org/data/pdf/en_2013 01 _1.pdf)
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