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DESCRIPCION
Uso de agonistas del receptor 5-HT7 para el tratamiento del dolor

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de agonistas del receptor 5-HT; para el tratamiento del dolor y los sintomas
del dolor, concretamente algunos subtipos de dolor como el dolor neuropatico, tal como alodinia, la prevencion o la
profilaxis del dolor y los sintomas del dolor, concretamente algunos subtipos de dolor tal como dolor neuropatico, tal
como alodinia.

Antecedentes de la invencién

El tratamiento de las afecciones de dolor es de gran importancia en medicina. Actualmente existe una necesidad en
todo el mundo de tratamientos adicionales para el dolor. La apremiante necesidad de un tratamiento especifico de
afecciones de dolor o también un tratamiento de afecciones de dolor especificas que sea correcto para el paciente,
gue debe entenderse como el tratamiento del dolor exitoso y satisfactorio para los pacientes, esta documentada en
el gran nimero de trabajos cientificos que han aparecido recientemente y a lo largo de los afios en el campo de los
analgésicos aplicados o en la investigacién basica en nocicepcion.

The International Association for the Study of Pain (IASP) define el DOLOR como "una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada con dafio tisular real o potencial”, o lo describe en términos de dicho dafio (IASP,
Classification of chronic pain, 22 edicién, IASP Press (2002), 210). A pesar de que el dolor es siempre subjetivo sus
causas o sindromes pueden clasificarse.

Concretamente el dolor neuropatico, que en los ultimos afios ha devenido en un problema de salud muy importante
en amplias areas de la poblacién, necesita un tratamiento muy especifico, especialmente considerando que
cualquier tratamiento de dolor neuropatico es extremadamente sensible a las causas subyacentes al dolor, ya sea la
enfermedad que lo causa en dltimo término o la ruta mecanistica a lo largo de la cual se desarrolla.

La hiperalgesia y la alodinia explican estados clinicamente relevantes tales como inflamacion y dolor neuropatico.
Estas afecciones se caracterizan por alteraciones de la percepcion del dolor que incluyen sensibilidad potenciada a
estimulos nocivos (hiperalgesia) y sensibilidad al dolor anormal frente a estimulos no dolorosos anteriormente
(alodinia). Desde el punto de vista mecanistico, se ha reconocido la relacién entre la sensibilizaciéon central y estos
comportamientos asociados con el dolor, hiperalgesia y alodinia. La sensibilizacién central es un término acufiado
para describir la excitabilidad potenciada de las neuronas nociceptoras del SNC desencadenada por excitacion
persistente o lesion periférica (Woolf, 1983). De hecho, muchos modelos populares de hipersensibilidad posterior a
lesién giran en torno a la idea de sensibilizacién central, en la que descargas aferentes provocadas por la lesion
hacen que las neuronas de la médula espinal reduzcan su umbral de estimulacién para expandir sus campos
receptivos y para incrementar su capacidad de respuesta a diferentes estimulos periféricos (Woolf, 1983; Hylden y
col., 1989; Woolf y Thompson 1991; Coderre y Katz, 1997).

Muchos sistemas de neurotransmisores, canales idnicos y enzimas diferentes se han implicado en la transmision,
procesamiento y control del dolor. Entre ellos, se ha descrito que la serotonina (5-hidroxtriptamina [5-HT]), producida
por neuronas serotoninérgicas centrales y periféricas pero también por plaquetas y mastocitos después de lesion
tisular, ejerce efectos algésicos o analgésicos dependiendo del sitio de accion y del subtipo de receptor sobre el que
actla (Eide y Hole, 1993; Millan, 2002). En el nivel periférico, después de lesiones nerviosas, se libera 5-HT en
cantidades aumentadas e interacciona con diferentes receptores de 5-HT presentes en fibras C (Sommer, 2004).
Actuando en combinacién con otros mediadores inflamatorios, la 5-HT puede excitar y sensibilizar ectépicamente
fibras nerviosas aferentes, contribuyendo asi a la sensibilizacion periférica e hiperalgesia que siguen a la inflamacion
y las lesiones nerviosas (Beck y Handwerker, 1974; Obata y col., 2000). El sistema de serotonina central también ha
sido objeto de una investigacion considerable a lo largo de los ultimos veinte afios. Las rutas de inhibicion
descendente mediadas tanto por 5-HT como por noradrenalina (NE) se han descrito extensamente. Estas vias
monoaminérgicas surgen del mesencéfalo y el tronco encefalico y terminan en la médula espinal para suprimir la
transmisién sensorial y, consecuentemente, producir analgesia. Sin embargo, las vias descendentes que proyectan
hacia el asta posterior no sélo suprimen (inhibicién descendente) sino que también pueden potenciar (facilitacion
descendente) mensajes nociceptores. En el caso del sistema de 5-HT descendente, se han descrito tanto la
inhibicion como la facilitacion dependiendo del receptor 5-HT implicado y de su localizacién neuronal divergente
(Millan, 2002; Suzuki y col., 2004; Oyama y col., 1996).

Se han investigado y/o usado como analgésicos diferentes farmacos que actian sobre el sistema de 5-HT central.
Entre ellos, los antidepresivos se usan frecuentemente como adyuvantes para el tratamiento analgésico del dolor.
Una cantidad significativa de pruebas apoya el uso de antidepresivos triciclicos (TCA) y otros inhibidores de la
recaptacion de 5-HT y NE (SNRI) en el tratamiento del dolor crénico, pero debido a sus efectos sobre muiltiples
sistemas, se asocian con numerosos efectos secundarios indeseables (Carter y Sullivan, 2002; Mattia y col., 2002;
Parkin y Barkin, 2005). Los inhibidores de la recaptacién de 5-HT selectivos mas nuevos (SSRI), que so6lo tienen
efectos secundarios mediados por receptores 5-HT, no se han estudiado en profundidad pero parecen ser menos
eficaces que los TCA y SNRI en el tratamiento del dolor crénico (Barkin y Fawcett, 2000; Bomholt y col., 2005; Briley,
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2004; Maizels y McCarberg, 2005; Sindrup y col., 2005; Stahl y col., 2005). Ademas, los datos disponibles sugieren
que los niveles de 5-HT incrementados no inhiben invariablemente el procesamiento nociceptor. Al contrario,
desencadenan un espectro de acciones pro- y antinociceptoras que son dependientes de receptor y una funcion de
calidad y modalidad de estimulo (Millan, 2002; Suzuki y col., 2004).

Como revis6 Millan (2002), se han implicado diferentes receptores 5-HT en analgesia. Entre ellos, 5-HT1a, 5-HT1gn0,
5-HT2a, 5-HT2c ¥y 5-HT3 han recibido la mayor parte de la atencién (Eide y Hole, 1993; Oyama y col., 1996; Obata y
col., 2000; Kayser y col., 2002; Colpaert, 2006).

Un reciente estudio inmunocitoquimico que investigaba la distribucion del receptor 5-HT7 en la zona lumbar revel6
que el inmunomarcaje de 5-HT7 se localiza principalmente en las dos laminas superficiales del asta posterior y en
células de los ganglios de la raiz posterior de tamafio pequefio y mediano, lo cual es compatible con un papel
predominante en en la nocicepciéon (Doly y col., 2005). En los ganglios de la raiz posterior humanos y de rata
también se ha detectado la presencia de ARN mensajero del receptor 5-HT7 (Pierce y col., 1996, 1997). El examen
al microscopio electronico del asta posterior reveld tres localizaciones principales: 1) una localizaciéon postsinaptica
sobre cuerpos celulares peptidérgicos en las laminas I-1ll y en numerosas dendritas; 2) una localizacién presinaptica
sobre fibras peptidérgicas no mielinizadas (probablemente de origen aferente primario) y con mielinizacion fina (de
células intrinsecas); y 3) una localizacion sobre astrocitos de la lamina | y Il (Doly y col., 2005).

Con respecto a su funcion, se ha descrito un posible papel pronociceptor de receptores 5-HT7 periféricos y espinales
en la prueba de la formalina basada en administracion local en la pata e intratecal de 5-HT o el agonista
serotoninérgico no selectivo 5-carboxamidotriptamina (5-CT) y la reversion de sus efectos por el antagonista del
receptor 5-HT7 SB-269970 (Rocha-Gonzéalez, 2005).

Dado que el dolor neuropatico en especial ha devenido en un problema de salud muy importante en amplias areas
de la poblaciéon y requiere un tratamiento muy especifico, el problema subyacente resuelto por esta invencion era
encontrar nuevas maneras de tratar el dolor, concretamente el dolor neuropatico, tal como alodinia.

Por tanto, el principal objetivo de esta invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actla
como un agonista total o parcial en la produccién de un medicamento para el tratamiento de la alodinia,
caracterizado porque el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une con una afinidad al menos 10 veces mayor
(expresado como un valor de K;) al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT1a.

Este/estos compuesto/s pueden estar en forma neutra, en forma de base o acido, en forma de sal, preferentemente
una sal fisiolégicamente aceptable, en forma de un solvato o de un polimorfo y/o en forma de su racemato,
estereoisbmeros puros, concretamente enantiomeros o diastereémeros o en forma de mezclas de esterecisémeros,
concretamente enantiomeros o diastereémeros, en cualquier proporcion adecuada.

Durante el trabajo sobre compuestos que se unen al receptor 5-HT7 y que actlan alli como agonistas, se descubrio
sorprendentemente que estos compuestos podrian actuar sobre el tratamiento del dolor, concretamente dolor
neuropatico, tal como alodinia, con una gran potencia. Todo esto resultd mas sorprendente porque habia una
tendencia clara en la técnica a esperar que fueran los compuestos que se unen al receptor 5-HT; pero que actlan
alli como antagonistas los que pudieran usarse para el tratamiento del dolor, concretamente dolor neuropatico. Se
descubrié que, claramente, éste no era el caso, especialmente no para dolor neuropatico, tal como alodinia.

"Tratar" o "tratamiento" como se usa en la presente solicitud se definen como que incluyen el tratamiento de los
sintomas del dolor, concretamente dolor neuropético, concretamente ciertos subtipos de dolor neuropatico, tal como
alodinia (asi como el tratamiento de la enfermedad o las consecuencias de la enfermedad que provoca los sintomas,
la prevencion o profilaxis de los sintomas de dolor, concretamente dolor neuropatico, concretamente algunos
subtipos de dolor neuropatico, tal como alodinia) asi como la prevencion o la profilaxis de la enfermedad o las
consecuencias de la enfermedad que provoca los sintomas. Preferentemente, "tratar" o "tratamiento” como se usa
en la presente solicitud se definen como que incluyen el tratamiento de los sintomas del dolor, concretamente dolor
neuropatico, concretamente ciertos subtipos de dolor neuropatico, tal como alodinia (asi como el tratamiento de las
consecuencias de la enfermedad que provoca los sintomas, la prevencion o profilaxis de los sintomas de dolor,
concretamente dolor neuropatico, concretamente algunos subtipos de dolor neuropatico, tal como alodinia) asi como
la prevencion o la profilaxis de las consecuencias de la enfermedad que provoca los sintomas. Lo mas
preferentemente, "tratar" o "tratamiento” como se usa en la presente solicitud se definen como que incluyen el
tratamiento de los sintomas de dolor, concretamente de dolor neuropatico, concretamente algunos subtipos de dolor
neuropatico, tal como alodinia, y la prevencion o la profilaxis de los sintomas de dolor, concretamente de dolor
neuropatico, concretamente algunos tipos de dolor neuropatico, tal como alodinia.

La superfamilia de receptores de serotonina (5-HT) incluye 7 clases (5-HT1-5-HT7) que comprenden 14 subclases
humanas que estan descritas en muchas ubicaciones en la bibliografia, concretamente por D. Hoyer, y col.,
Neuropharmacology, 1997, 36, 419. Asi:

"El receptor 5-HT;" como se usa en la presente solicitud se conoce bien y esta bien definido.

"El receptor 5-HT14" como se usa en la presente solicitud se conoce bien y esta bien definido.
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Todos los demas "receptores 5-HT" como se usan en la presente solicitud se conocen bien y estan bien
definidos.

"Compuesto que se une al receptor 5-HT7" como se usa en la presente solicitud se define/definen como que tienen
un valor de Ki para su union al receptor 5-HT7 < 2 uM.

Los ensayos que pueden usarse para determinar la afinidad y selectividad de un agonista del receptor 5-HT7 y/u
otras afinidades por receptores 5-HT se conocen bien en la técnica y, concretamente, las mediciones de afinidades
por estos receptores son ofrecidas por empresas de servicios como CEREP (128, rue Danton, 92500 Rueil.
Malmaison, Francia) o MDS Pharma Servicios (Rosa de Lima 1bis, 2° 28290 Las Matas (Madrid), Espafia). Es
posible clasificar un compuesto con afinidad por un receptor 5-HT como agonista (también como antagonista o
agonista inverso) de acuerdo con la referencia de S.M. Stahl, Essential Psychopharmacology, Neuroscientific basis
and practical applications, Ed. Cambridge, 1996, Capitulo 3. La parte correspondiente de la bibliografia se incorpora
en el presente documento por referencia y forma parte de la divulgacion.

Un "agonista" se define como un compuesto que se une a un receptor y tiene un efecto intrinseco y, por tanto,
incrementa la actividad basal de un receptor cuando entra en contacto con el receptor. Los agonistas totales muestra
el maximo efecto, como en el caso de 5CT o AS-19 sobre el receptor 5-HT7, mientras que un agonista parcial como
MSD-5a da menos (p. €j., el 80 %) de la respuesta del agonista total como maximo.

El término "sal" debe entenderse como que significa cualquier forma del compuesto activo de acuerdo con la
invencion en la cual éste adquiere una forma iénica o esta cargado y esta acoplado con un contraién (un cation o
anién) o esta en disolucion. También deben entenderse por esto complejos del compuesto activo con otras
moléculas e iones, en particular complejos que estan complejados mediante interacciones ionicas.

La expresion "sal fisiologicamente aceptable” se entiende en particular, en el contexto de esta invencion, como una
sal (como se define anteriormente) formada, o bien con un &cido tolerado fisiolégicamente, es decir, sales del
compuesto activo concreto con acidos organicos o inorganicos que son tolerados fisioldgicamente (especialmente si
se usan en seres humanos y/o mamiferos), o bien con al menos un catién, preferentemente inorganico, que se tolere
fisiolégicamente (especialmente si se usa en seres humano y/o mamiferos). Ejemplos de sales de acidos concretos
toleradas fisiolégicamente son las sales de: acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico, bromhidrato,
monobromhidrato, monoclorhidrato o clorhidrato, metiyoduro, acido metanosulfénico, acido férmico, acido acético,
acido oxalico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido mandélico, acido fumarico, acido lactico, acido
citrico, acido glutamico, acido hipurico, acido picrico y/o acido aspartico. Las sales de metales alcalinos y metales
alcalinotérreos y con NH4 son ejemplos de sales fisiologicamente toleradas de bases concretas.

El término "solvato" de acuerdo con esta invencion debe entenderse como que significa cualquier forma del
compuesto activo de acuerdo con la invencién en la cual este compuesto tiene unida mediante enlace no covalente
otra molécula (lo mas probable, un disolvente polar), incluyendo especialmente hidratos y alcoholatos, p. ej.,
metanolato.

En una realizacion de la presente invencion, se aplican las siguientes condiciones a los compuestos usados en esta
invencion:

. con la condicion de que esté excluido el compuesto epinastina.

En una realizacion de la presente invencion, se aplican las siguientes condiciones a los compuestos usados en esta
invencion:

. con la condicién de que esté excluido el compuesto 8-OH-DPAT (8-hidroxi-dipropilaminotetralina).

Algunos subgrupos de dolor conocidos son dolor agudo, dolor crénico, dolor visceral e incluyendo también dolores
de cabeza, concretamente migrafia. Un subgrupo de dolor de especial interés en relacion con esta invencion es el
dolor neuropatico, tal como alodinia, que es el dolor tratado como realizacion altamente preferida de la invencion.
Otro subgrupo de dolor no reivindicado es el dolor inflamatorio.

Por lo tanto un uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y
gue actla como un agonista total o parcial en la produccion de un medicamento para el tratamiento del dolor en el
que el dolor es dolor neuropatico, concretamente alodinia, caracterizado porque el compuesto que se une al receptor
5-HT7 se une con una afinidad al menos 10 veces mayor (expresado como un valor de K;) al receptor 5-HT7 que al
receptor 5-HTa.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencién es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actia
como un agonista total o parcial en la producciéon de un medicamento para el tratamiento del dolor en el que el dolor
es dolor neuropatico que implica alodinia, caracterizado porque el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une
con una afinidad al menos 10 veces mayor (expresado como un valor de K;) al receptor 5-HT; que al receptor 5-
HT1a.
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Otro uso no reivindicado es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actlla como agonista en la
produccién de un medicamento para el tratamiento del dolor en el que el dolor es hiperalgesia.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actda
como un agonista total o parcial en la producciéon de un medicamento para el tratamiento del dolor en el que el dolor
es alodinia, caracterizado porque el compuesto que se une al receptor 5-HT; se une con una afinidad al menos 10
veces mayor (expresado como un valor de K;) al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT 1.

Otro uso no reivindicado de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que
actla como agonista en la produccion de un medicamento para el tratamiento del dolor en el que el dolor es dolor
inflamatorio.

La IASP define "dolor neuropatico" como "dolor iniciado o provocado por una lesién o disfunciéon primaria en el
sistema nervioso" (IASP1 Classification of chronic pain, 22 Edicién, IASP Press (2002), 210). Para el fin de esta
invencion, se incluye bajo este epigrafe o se considera sinénimo "dolor neurogénico”, definido por la IASP como
"dolor iniciado o provocado por una lesion, disfuncién o perturbacion transitoria primarias en el sistema nervioso
periférico o central”. Una de las muchas razones que provocan dolor neuropatico es la diabetes, concretamente la
diabetes II.

De acuerdo con la IASP, "alodinia" se define como "un dolor debido a un estimulo que normalmente no produce
dolor" (IASP, Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 210).

De acuerdo con la IASP, "hiperalgesia” se define como "una respuesta incrementada a un estimulo que
normalmente es doloroso" (IASP, Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 211).

En una realizacion preferida de la invencién el medicamento se usa para el tratamiento de dolor neuropatico tal
como alodinia en el que el estimulo que provoca el dolor (concretamente el dolor neuropatico tal como alodinia) es
mecanico.

En otra realizacion de la invencion el medicamento se usa para el tratamiento de dolor neuropatico tal como alodinia
en el que el estimulo que provoca el dolor (concretamente el dolor neuropatico tal como alodinia) es térmico.

En otra realizacién de la invencién no reivindicada el medicamento se usa para el tratamiento de dolor inflamatorio
en el que el estimulo que provoca el dolor (concretamente el dolor inflamatorio) es mecénico.

En otra realizacién de la invencién no reivindicada el medicamento se usa para el tratamiento de dolor inflamatorio
en el que el estimulo que provoca el dolor (concretamente el dolor inflamatorio) es térmico.

En otra realizacién no reivindicada del uso de acuerdo con la invencién, el dolor neuropético se selecciona de entre
dolor central, hiperpatia, dolor neuropatico periférico (concretamente dolor neuropatico somatico periférico o cefélico)
o dolor neurogénico periférico, causalgia, hiperestesia, neuralgia, neuritis 0 neuropatia.

De acuerdo con la IASP "dolor central" se define como "un dolor iniciado o provocado por una lesion o disfuncion
primaria en el sistema nervioso central" (IASP Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 211).

De acuerdo con la IASP "causalgia" se define como "un sindrome de dolor urente sostenido, alodinia e hiperpatia
tras una lesién nerviosa traumatica, frecuentemente combinado con disfunciones vasomotoras y sudomotoras y
cambios tréficos posteriores” (IASP, Classification of chronic pain, 22 Edicién, IASP Press (2002), 210).

De acuerdo con la IASP, "hiperestesia” se define como "sensibilidad incrementada a la estimulacion, excluyendo los
sentidos" (IASP, Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 211).

De acuerdo con la IASP, "neuralgia" se define como "dolor en la distribucion de un nervio o nervios" (IASP,
Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 212).

De acuerdo con la IASP, "neuritis" se define como "inflamacion de un nervio o nervios" (IASP, Classification of
chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 212).

De acuerdo con la IASP "neuropatia” se define como "una alteracién de la funcién o cambio patolégico en un nervio:
en un nervio, mononeuropatia, en varios nervios, mononeuropatia mdltiple, si es difusa y bilateral, polineuropatia”
(IASP, Clasificacién de dolor cronico, 2.2 Edicién, IASP Prensa (2002), 212).

De acuerdo con la IASP "hiperpatia" se define como "un sindrome doloroso caracterizado por una reaccion
anormalmente dolorosa a un estimulo, concretamente un estimulo repetitivo, asi como por un umbral incrementado”
(IASP, Classification of chronic pain, 22 Edicion, IASP Press (2002), 210).

La IASP establece la siguiente diferencia entre "alodinia”, "hiperalgesia" e "hiperpatia" (IASP, Classification of
chronic pain, 2.2 Edicion, IASP Prensa (2002), 212):



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2374739 T3

Alodinia Umbral reducido Es estimulo y el modo de respuesta difieren

Hiperalgesia Respuesta incrementada El intervalo de estimulo y respuesta coinciden

Hiperpatia Umbral elevado; Respuesta El intervalo de estimulo y respuesta pueden ser iguales
incrementada o diferentes

Las realizaciones de la invencion especialmente preferidas comprenden el uso de un compuesto con una unién muy
especifica al receptor 5-HT7, siendo en su perfil de unién mas especifico en su afinidad (mostrando por tanto una Ki
mas baja) por el receptor 5-HT7 que en su afinidad por otros receptores 5-HT.

Por lo tanto, otro uso preferido de acuerdo con la invencién es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7
y que actla como un agonista, en el que el compuesto que se une al receptor 5-HT7; se une con una afinidad al
menos 30 veces mayor (expresada como un valor de Ki mas bajo) al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT1a, mas
preferentemente con una afinidad al menos 50 veces mayor, lo mas preferentemente con una afinidad al menos 100
veces mayor.

A modo de ejemplificacion del parrafo anterior un compuesto X (especifico para el receptor 5-HT7) que se supone
gue tiene una afinidad (expresada como un valor de K;) de 1 nM y una afinidad por el receptor 5-HT1a de un valor de
Ki de 42 nM.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actda
como un agonista, en el que el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une con una afinidad mayor (expresada
como un valor de Ki mas bajo) al receptor 5-HT7 que a cualquier otro receptor 5-HT, uniéndose concretamente con
una afinidad al menos 10 veces mayor, preferentemente con una afinidad al menos 30 veces mayor, mas
preferentemente con una afinidad al menos 50 veces mayor, lo mas preferentemente con una afinidad al menos 100
veces mayor.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencién es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actia
como un agonista, en el que el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une al receptor 5-HT7 con un valor de Ki
menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM, mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas
preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor de 25 nM, lo méas preferentemente, menor de 10 nM.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actda
como un agonista, en el que el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une al receptor 5-HT7 con un valor de Ki
menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM, mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas
preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor de 25 nM, lo mas preferentemente, menor de 10 nM

y

se une con una mayor afinidad (expresada como un valor de Ki mas bajo) al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT1a,
uniéndose concretamente con una afinidad al menos 10 veces mayor, preferentemente con una afinidad al menos
30 veces mayor, mas preferentemente con una afinidad 50 veces mayor, lo mas preferentemente con una afinidad al
menos 100 veces mayor.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actda
como un agonista, en el que el compuesto que se une al receptor 5-HT7 se une al receptor 5-HT7 con un valor de Ki
menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM, mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas
preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor de 25 nM, lo mas preferentemente menor de 10 nM y
se une con una afinidad mayor (expresada como un valor de Ki mas bajo) al receptor 5-HT7 que a cualquier otro
receptor 5-HT, uniéndose concretamente con una afinidad al menos 10 veces mayor, preferentemente con una
afinidad al menos 30 veces mayor, mas preferentemente con una afinidad al menos 50 veces mayor, lo mas
preferentemente con una afinidad al menos 100 veces mayor.

Otro uso preferido de acuerdo con la invencion es el uso de un compuesto que se une al receptor 5-HT7 y que actda
como un agonista, en el que el compuesto es un agonista total o parcial.

En otro uso preferido de acuerdo con la invencién el compuesto usado es AS-19 o MSD5a, especialmente AS-19,
opcionalmente en forma de su racemato, estereocisomeros puros, concretamente enantiomeros o diastereémeros, o
en forma de mezclas de estereoisémeros, concretamente enantiomeros o diastereémeros, en cualquier proporcion
adecuada; en la forma mostrada o en forma del acido o la base o en forma de una sal, concretamente una sal
fisiol6gicamente aceptable, o en forma de un solvato, concretamente un hidrato.

AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino) tetralina] esta definida por la férmula que se representa
a continuacion y esta comercialmente disponible (p. €j. a través de TOCRIS).
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MSD-5a (corresponde al compuesto 5a en Thomson y col., 2004; Merck Sharp & Dohme Research Laboratories) [2-
(6-fenilpiridin-2-iltio)-N,N-dimetil etanamina] esta descrita en esta bibliografia incluyendo su sintesis.

Cualquier uso de un compuesto que es un profarmaco de un compuesto usado de acuerdo con la invencion
(concretamente AS-19 y MSD-5a) esta dentro del alcance de la invencién. El término "profarmaco” se usa en su
sentido mas amplio y comprende aquellos derivados que se convierten in vivo en los compuestos de la invencion.
Tales derivados resultaran facilmente evidentes para los expertos en la técnica e incluyen, dependiendo de los
grupos funcionales presentes en la molécula y sin limitacidn, los siguientes derivados de los presentes compuestos:
ésteres, ésteres de aminoacido, ésteres de fosfato, ésteres sulfonados de sales metalicas, carbamatos y amidas.
Los ejemplos de procedimientos bien conocidos para producir un profarmaco de un compuesto activo dado son bien
conocidos por los expertos en la técnica y pueden encontrarse, p. €j., en Krogsgaard-Larsen y col. "Textbook of Drug
design and Discovery" Taylor y Francis (Abril de 2002).

A menos que se establezca de otro modo, también se pretende que los compuestos de acuerdo con la invencion
(concretamente AS-19 y MSD-5a) incluyan compuestos que difieren sélo en la presencia de uno o mas atomos
enriquecidos isotépicamente. Por ejemplo, compuestos que tienen las presentes estructuras, excepto por el
reemplazo de un hidrégeno por un deuterio o un tritio, o el reemplazo de un carbono por carbono enriquecido Bco
¢ o nitrégeno enriquecido N estan dentro del alcance de esta invencion.

En tratamientos de seres humanos, la dosis administrada puede ser bastante baja, dependiendo de la via de
administracion. Generalmente, una cantidad administrada eficaz de un compuesto de la invencién dependera de la
eficacia relativa del compuesto elegido, la gravedad del trastorno que se estéa tratando y el peso del paciente. Aun
asi, los compuestos activos se administraran normalmente una vez o mas veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 0 4 veces
por dia, con dosis diarias totales tipicas en el intervalo de desde 0,1 hasta 1.000 mg/kg/dia.

Cualquier medicamento de acuerdo con la invencién contiene el ingrediente activo, asi como, opcionalmente, al
menos un material auxiliar y/o aditivo y/u opcionalmente cualquier otro ingrediente activo.

El material auxiliar y/o aditivo puede seleccionarse concretamente de entre agentes conservantes, emulsionantes y/o
vehiculos para aplicacién parenteral. La seleccion de estos materiales auxiliares y/o aditivos y de las cantidades que
se van a utilizar depende de cémo se va a aplicar la composicién farmacéutica. Los ejemplos incluyen aqui
concretamente formulaciones de aplicacion parenteral, como intravenosa o subcutanea, o intramuscular, pero que
también podrian usarse para otras vias de administracion.

Las vias de administracién pueden incluir inyeccién intramuscular, inyeccidn intravenosa, inyeccion subcutanea,
sublingual, bucal, parche transdérmico, ingesta oral, bomba osmética implantable, implantes de colageno, aerosoles
0 supositorio.

En esta invencion también se incluyen procedimientos de tratamientos de un paciente o un mamifero, incluidos seres
humanos, que padecen dolor, concretamente dolor neuropatico, usando un compuesto que se une al receptor y
actla como un agonista.

Procedimientos farmacolégicos:

Procedimiento 1: Unién y funcionalidad

Unién

Las afinidades de unién se determinaron en ensayos de union de radioligando de acuerdo con sus protocolos de
ensayo estandar. En el caso 1, se realizaron los ensayos incluidos en el paquete LeadProfilingScreen mas 5-HT1 no
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selectivo, 5-HT no selectivo, 5-HT2g, 5-HT2c, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTe ¥y 5-HT7. En el caso 2, se realizaron los ensayos
incluidos en el perfil de alto rendimiento mas 5-HTip, 5-HT2sy 5-HTs. Para AS-19 se llevaron a cabo ensayos
adicionales para completar su curva de selectividad para receptores de serotonina, incluyendo 5-HTig, 5-HT1p, 5-
HT2a Yy 5-HTse.

Funcionalidad

Se realizaron medidas de AMPc usando un sistema basado en fluorescencia resuelta con tiempo homogéneo
(HTRF) (Gabriel y col., 2003). Esta tecnologia permite la medida directa del AMPc en células HEK-293F que
expresan receptores 5-HT; humanos de forma estable. El principio de este ensayo esta basado en la competicion
entre el AMPc producido por células y el conjugado de AMPc-XL665 por la unién con el conjugado anti-AMPc
monoclonal-criptato. El kit de HTRF de AMPc de CisBio se us6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
procedimiento experimental se realizé como se indica a continuacién. Tras la incubacion durante la noche sin suero,
las células suspendidas (20.000 células por pocillo) se afiadieron a placas de cultivo de 96 pocillos en tampo6n de
incubacién compuesto por Ham F12 (Gibco) méas 3-isobutil-1-metilxantina 1 mM (IBMX Sigma) y paragilina 20 pM
(Sigma).

Para experimentos de agonista y antagonista, se afiadieron 2 pl de compuesto o vehiculo a cada pocillo en 40 pl de
suspension de células a diferentes concentraciones, preincubando las placas durante 10 min a temperatura
ambiente tras la adicion del compuesto. Después, se afiadieron 10 pl de vehiculo o 5-HT, incubando durante 30 min
a 37 °C. La reaccion se par6 lisando las células con una mezcla de 25 pl de criptato y 25 pl de XL-665 preparada en
el tampon de lisis suministrado por el fabricante. Las placas se incubaron durante otra hora a temperatura ambiente
y se leyeron a 665 nm/620 nm usando un lector de placas Ruby Star (BMG Lab Tech).

Procedimiento 2: Ensayo de capsaicina

Material y procedimientos

Animales

En estos estudios se usaron ratones CD1 macho de 6 a 8 semanas de edad. Los animales se alojaron en grupos de
cinco, se les suministré comida y agua a voluntad y se mantuvieron en condiciones de laboratorio controladas con la
temperatura mantenida a 21 £+ 1 °C y la luz en ciclos de 12 horas (encendido a las 07:00 h y apagado a las 19:00 h).
Los experimentos se llevaron a cabo en una sala de experimentacion insonorizada y climatizada. EI nimero de
ratones por grupo en cada experimento individual fue de 16.

Farmacos

La capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida) se disolvio en DMSO al 1 % (vehiculo). Los farmacos utilizados para
los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)  tetralina), MSD-5a
(corresponde al compuesto 5a en Thomson y col., 2004; Merck Sharp & Dohme Research Laboratories) [2-(6-
fenilpiridin-2-iltio)-N,N-dimetil etanamina], SB-258719 [(R)-3,N-dimetil-N-(1-metil-3-(4-metilpipendin-1-il) propil)
bencenosulfonamida], SB-269970 [(R)-3-(2-(2-(4-metilpiperidin-1-il) etil) pirrolidin-1-sulfonil) fenol], WAY-100635 [(N-
{2-{4-{2-metoxi-fenil)-1-piperazinil) etil)-N-(2-piridinil) ciclohexanocarboxamida] y F-13640 [(3-cloro-4-fluoro-fenil-[4-
fluoro-4-{[(5-metilo-piridin-2-ilmetil)-amino]-metil}piperidin-1-il] metanona]. AS-19 se disolvio en DMSO al 1 % vy el
resto de compuestos se prepararon como soluciones acuosas. Las dosis se calcularon basandose en el peso
molecular de la base libre. Todos los compuestos y vehiculos (DMSO al 1 % o solucién salina fisiolégica) se
administraron en un volumen de 5 ml/kg por via subcutanea (s.c.). Cuando se coadministraron dos compuestos, se
inyectaron s.c. en flancos opuestos de los ratones.

Modelo de dolor neurogénico por capsaicina

La inyeccion subplantar de capsaicina provoca inicialmente un comportamiento nocifensor que se caracteriza por el
levantamiento y la proteccion de la pata inyectada y que normalmente dura hasta 5 minutos tras la inyeccion.
Después, se hace evidente la hipersensibilidad a estimulos tanto térmicos como mecanicos (Gilchrist y col., 1996).
En este estudio, se usoé la sensibilizacion por inyeccién subplantar de capsaicina para evaluar el efecto de varios
ligandos 5-HT~ sobre la alodinia mecanica.

Los ratones se inyectaron con capsaicina (1 ug o 4 ng en 20 pl de DMSO al 1 %) o DMSO al 1 % (vehiculo) en la
superficie de la mitad de la planta de la pata posterior derecha. Se realizaron tratamientos de farmacos con ligandos
5-HT7 30 min antes de la inyeccién de capsaicina y se determinaron las latencias de retirada ante un estimulo
mecanico 15 min después de la inyeccion de capsaicina (Fig. 1).

Evaluacidn de la alodinia mecanica: prueba de von Fr____ey automatica

La alodinia mecanica se cuantificé midiendo la latencia de respuesta de retirada de la pata trasera derecha frente a
la estimulacion con filamentos de von Frey. Los ratones se colocaron en recintos compartimentados en una camara
de ensayo con un suelo delimitado de malla metalica y se dej6é que se aclimataran a su entorno durante 120 min
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antes de realizar las pruebas. Durante este tiempo el animal inicialmente mostré un comportamiento exploratorio,
pero posteriormente dejé de explorar y se quedd quieto, con momentos de acicalamiento ocasionales. El estimulo
mecanico se aplicé a la superficie plantar de la pata trasera derecha inyectada con capsaicina desde abajo del suelo
de malla utilizando un dispositivo de ensayo automatizado (estesiémetro plantar dindmico, Ugo Basile, Italia) que
levanta un filamento recto (0,5 mm de diametro). El filamento ejercié una presion ascendente fija (1 g o 0,25 g) sobre
la superficie plantar. Cuando el animal retir6 su pata trasera, el estimulo mecanico cesé automaticamente y se
registro el tiempo de latencia. La latencia se definié como el tiempo desde el comienzo de la exposicién al filamento
hasta el cese de la presion cuando el sensor detecto6 la retirada de la pata. Se impuso una latencia de corte de 60 s.
Se midieron las latencias de retirada de la pata por triplicado para cada animal.

Protocolo experimental

Cuando se fija en 1 g, la presion ejercida por el filamento es insuficiente para inducir respuestas dolorosas oportunas
en ratones de control normales (en ausencia de capsaicina) y, por tanto, la respuestas rapidas de retirada
observadas 15 min después de la sensibilizacién con 1 pg de capsaicina reflejan alodinia mecanica. Este enfoque
permitié evaluar el posible efecto antialodinico de ligandos 5-HT5.

Alternativamente, en algunos experimentos, se inyectaron sélo 4 ng (en vez de 1 ug) de capsaicina en la pata y la
presion ejercida por el filamento se redujo a 0,25 g (en vez de 1 g). Los ratones que recibieron esta cantidad menor
de capsaicina (250 veces menos que las usadas para inducir alodinia) no mostraron alodinia cuando se los estimuld
mecanicamente con un presion baja hacia arriba de 0,25 g. Este enfoque se usé para ensayar la posibilidad de que
los tratamientos pudieran ejercer un efecto proalodinico. La Figura 1 resume los dos enfoques experimentales
diferentes llevados a cabo en este estudio.

Andlisis de los datos.

Los datos se representan como las respuestas de latencia de retirada de la pata medias en s + EEM. Las respuestas
de retirada de la pata trasera inyectada con capsaicina antes de estimulacion mecéanica de ratones tratados se
compararon con las de ratones no tratados (tratados con vehiculo). El analisis estadistico de las comparaciones
entre grupos del ensayo se realizé usando un analisis de varianza inicial de un sentido seguido de la prueba de
comparacion multiple de Newman-Keuls. El nivel de significancia se estableci6 en p < 0,05.

Procedimiento 3: Ligadura parcial del nervio ciatico

Material y procedimientos

Animales

En estos estudios se usaron ratones CD1 macho de 6 a 8 semanas de edad. Los animales se alojaron en grupos de
cinco, se les suministré comida y agua a voluntad y se mantuvieron en condiciones de laboratorio controladas con la
temperatura mantenida a 21 +1 °C y la luz en ciclos de 12 horas (encendido a las 07:00 h y apagado a las 19:00 h).
Los experimentos se llevaron a cabo en una sala de experimentacion insonorizada y climatizada.

Farmacos

Los farmacos usados para los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)
tetralina], MSD-5a (corresponde al compuesto 5a en Thomson y col.,, 2004; Merck Sharp & Dohme Research
Laboratories)  [2-(6-fenilpiridin-2-iltio)-N,N-dimetil ~ etanamina], SB-258719 [(R)-3,N-Dimetil-N-(1-metil-3-(4-
metilpiperidin-1-il) propil) bencenosulfonamida). La AS-19 se disolvi6 en DMSO al 1 % en forma de base libre y
solucién salina con las sal de dihidroclorhidrato. El resto de compuestos se prepararon como soluciones acuosas.
Las dosis se calcularon basandose en el peso molecular de la base libre. Todos los compuestos y vehiculos (DMSO
al 1 % o solucion salina fisiol6gica) se administraron en un volumen de 5 ml/kg a través la via subcutanea (s.c.).
Cuando se coadministraron dos compuestos, se inyectaron s.c. en flancos opuestos de los ratones.

Cirugia

El modelo de ligadura parcial del nervio ciatico se us6 para inducir dolor neuropatico, de acuerdo con el
procedimiento descrito previamente (Seltzer y col., 1990; Malmberg y Basbaum, 1998). Este modelo consiste en
lesionar parcialmente el nervio ciatico a la altura de la mitad de muslo Todos los procedimientos quirdrgicos para la
lesién nerviosa se realizaron bajo anestesia con isoflurano (IsoFlo®, Abbott-Laboratorios Dr. Esteve, S.A.,
Barcelona, Spain) (induccién: 3 %; cirugia: 2%). Brevemente, los ratones fueron anestesiados y se expuso el nervio
ciatico comun a la altura de la mitad del muslo de la pata posterior derecha. La lesidn nerviosa parcial se produjo a
aproximadamente 1 cm de proximidad de la trifurcacion del nervio atando una ligadura ajustada alrededor de
aproximadamente el 33 al 50 % del diametro del nervio ciatico usando seda de sutura virgen irreabsorbible de 9-0
(Alcon surgical, Texas, EE. UU.). La ligadura comprendié el 1/3-1/2 exterior del nervio ciatico, mientras que el resto
del nervio (2/3-1/2 interior) se dejé "sin lesionar". EI misculo se cosi6 después con seda de sutura de 6-0 y la
incision en la piel se cerré con grapas. Los ratones control, testigos quirtrgicos, fueron sometidos al mismo
procedimiento quirdrgico y el nervio ciatico se expuso, pero no se ligb. Después de la cirugia, se dejé que los
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animales se recuperaran durante 5 dias, antes de la iniciacion de los ensayos de comportamiento nociceptor
(véanse los protocolos experimentales a continuacion).

Ensayos de comportamiento nociceptor

La alodinia frente a estimulos mecanicos y la hiperalgesia frente a estimulos térmicos nocivos se usaron como
medidas indicadoras de dolor neuropatico y como indicadores del posible efecto antinociceptor de los tratamientos
con farmacos.

Evaluacién de la alodinia mecanica: prueba de von Fr____ey automatica

La alodinia mecanica se cuantificé midiendo el umbral tactil de retirada de la pata trasera derecha tras la
estimulacion con filamentos de von Frey. El dia de la prueba, los ratones fueron colocados en recintos
compartimentados en una camara de ensayo con un suelo delimitado de malla metélica y se dejé que se aclimataran
a su entorno durante 1 h antes de realizar las pruebas. El estimulo mecéanico se aplicé a la superficie plantar de la
pata trasera derecha desde abajo del suelo de malla utilizando un dispositivo de ensayo automatizado (estesiometro
plantar dinamico, Ugo Basile, Italia) que levanta un filamento recto (0,5 mm de diametro). El filamento ejercié una
presion hacia arriba cada vez mayor sobre la superficie plantar. La presién aumenté linealmente con el tiempo (0,1
g/s; de 0 a 5 g en 50 s) hasta que el ratén retird6 su pata. Cuando el animal retir6 su pata trasera, el estimulo
mecanico ces6 automaticamente y se registré la fuerza como el umbral mecanico. Asi, el umbral mecéanico se definié
como la presién a la que el sensor detectd la retirada de la pata. Se impuso un umbral de corte de 5 g (50 s). Se
midieron las latencias de retirada de la pata por triplicado para cada animal.

Evaluacién de la alodinia mecéanica: prueba de Frey m ___anual

La alodinia mecéanica se cuantificé midiendo la respuesta de retirada de la pata trasera frente a la estimulacion con
filamentos de von Frey, como se indic6 previamente (Chaplan y col., 1994). En primer lugar se uso el filamento de
0,4 g. Después, la fuerza del siguiente filamento se redujo cuando el animal respondié o se incrementé cuando el
animal no respondié. Este procedimiento de subida y bajada se par6 cuatro medidas después del primer cambio en
la respuesta del animal y se calculd el umbral de respuesta. La retirada clara de la pata, agitandola, se consideré
como una respuesta de tipo nociceptor.

Evaluacion de la hiperalgesia térmica: prueba planta _ r

La hiperalgesia térmica se evalu6 usando la prueba plantar mediante la determinacién de las latencias de retirada
frente a un estimulo térmico siguiendo una modificacion de la prueba descrita por Hargreaves y col. (1988). El dia de
la prueba, los ratones fueron colocados en un dispositivo de ensayo (Prueba plantar, Ugo Basile, Italia) y se dej6é que
se aclimataran a su entorno durante 1 h antes de realizar las pruebas. El dispositivo de la prueba plantar consistia en
un cubiculo de plastico con un suelo de vidrio a través del cual se aplicd un haz de luz infrarroja mévil sobre la
superficie plantar de la pata posterior derecha. Se determiné el tiempo de latencia de retirada de la pata frente al
estimulo térmico. La intensidad del haz de luz infrarroja se ajusté para producir latencias de respuesta medias en
ratones control no tratados de aproximadamente 8 a 12 segundos. Esta latencia de respuesta se determiné usando
un temporizador conectado con los sensores de movimiento de fotodiodo del dispositivo de la prueba plantar. La
latencia de respuesta se defini6 como el tiempo desde el comienzo de la exposicion al haz de luz infrarroja hasta el
cese del haz de luz infrarroja cuando el sensor de movimiento de fotodiodo detectd la retirada de la pata de raton.
Las latencias de retirada se midieron por triplicado para cada animal y el valor medio se us6 para andlisis. Se impuso
una latencia de corte de 20 segundos para evitar dafio tisular.

Protocolo experimental: Disefio de cuadrado latino.

Se investigo la efectividad de tratamientos agudos con ligandos 5-HT7; comparados con vehiculo sobre la expresion
de dolor neuropatico basandose en el siguiente protocolo experimental. Los ratones fueron habituados durante 1 h al
entorno de las diferentes pruebas experimentales (prueba de von Frey o plantar, dependiendo del experimento)
durante 4 dias. Tras el periodo de habituacion, se establecieron en cada prueba respuestas basales anteriores a la
lesiéon durante 2 dias consecutivos. Un dia después de las medidas basales, se indujo la lesion nerviosa o la
operacion de testigos como se ha descrito anteriormente. Los ratones se sometieron entonces a ensayos, bien con
la prueba de von Frey o bien la plantar en el dia 5 después del procedimiento quirdrgico para controlar respuestas
posteriores a la lesion. Las respuestas basales posteriores a la lesion de ratones tratados con vehiculo se obtuvieron
en el dia 10 (basal anterior al tratamiento). En los dias 11-13 los ratones recibieron tratamiento con tres dosis
diferentes de ligandos 5-HT7 siguiendo un disefio de cuadrado latino. Finalmente, en el dia 14 después de la cirugia,
se evaluaron las respuestas basales en ratones tratados con vehiculo (basal post-tratamiento) como un control
interno para asegurar que la alodinia mecéanica y la hiperalgesia térmica no estaban influenciadas por tratamientos
previos en el disefio de cuadrado latino. La evaluacién del comportamiento se realiz6 siempre 30 min después del
tratamiento con vehiculo o con ligandos 5-HT7. La Figura 15 resume la cronologia del protocolo experimental.

Protocolo experimental. Disefio de dosis Unica

Los ratones fueron habituados durante 2 h al entorno de las diferentes pruebas experimentales (prueba de von Frey
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o plantar, dependiendo del experimento) durante 1-2 dias. Después del periodo de habituacién, se establecieron las
medidas en cada prueba tras 1 h de habituacién mediante la prueba de von Frey manual o la plantar, 30 y 45 min,
respectivamente, tras la administracion del vehiculo o los compuestos ensayados. Un dia después de la medida
basal, se indujo la lesién nerviosa como se describe anteriormente y 5 dias después se obtuvieron los valores
basales posteriores a la lesion en las pruebas mencionadas. En el dia 10 tras la lesion, los ratones recibieron
vehiculo y se realizaron medidas para obtener los valores basales anteriores al tratamiento. El dia de la prueba, en
el dia 11 tras la lesién, se realizaron medidas en ratones tratados con farmaco (Fig. 16).

Andlisis de los datos.

Los datos se presentaron en primer lugar como presion (gramos) requerida para alcanzar el umbral de respuesta
(retirada de la pata) en la prueba de von Frey o como latencia (segundos) de retirada de la pata en la prueba plantar.
En algunos casos, los datos se presentaron como porcentajes respecto de los valores basales anteriores al
tratamiento. Los valores fueron siempre la media + EEM. Los datos obtenidos en las pruebas de von Frey y plantar
en ratones tratados se compararon con aquellos de los ratones no tratados (tratados con vehiculo). El analisis
estadistico de las comparaciones entre grupos del ensayo se realiz6 usando un andlisis de varianza inicial de un
sentido seguido de la prueba de comparacion mdltiple post hoc de Newman-Keuls. Las diferencias se consideraron
significativas si la probabilidad de error era menor del 5 % (el nivel de significancia se establecié en p < 0,05).
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Procedimiento 4: Lesién por constriccion crénica del nervio ciatico (CCI-SN)

Material y procedimientos

Animales

Se alojaron ratas Sprague-Dawley macho adultas (175-200 g a su llegada) en un entorno con temperatura
controlada (22 + 1 °C) con un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad. La comida y el agua estaban disponibles a
voluntad. Se dejé que las ratas se habituaran a las instalaciones de alojamiento durante al menos 1 semana antes
de la cirugia. En estos estudios se cumplieron las directrices éticas del Committee for Research and Ethical Issues of
the International Association for the Study of Pain (Comité de Investigacién y Etica de la Asociacién Internacional
para el Estudio del Dolor) (1983).

Farmacos

Los farmacos utilizados para los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)
tetralina], MSD-5a (corresponde al compuesto 5a en Thomson y col.,, 2004; Merck Sharp & Dohme Research
Laboratories)  [2-(6-fenilpiridin-2-iltio)-N,N-dimetil  etanamina], SB-258719 [(R)-3,N-Dimetil-N-(1-metil-3-(4-
metilpiperidin-1-il) propil) bencenosulfonamida)]. Todos los compuestos se prepararon como soluciones acuosas. AS-
19 y MSD-5a se administraron por via subcutanea (s.c.), mientras que SB-258719 y SB-269970 se administraron a
través de la via intraperitoneal (i.p.). Cuando se coadministraron dos compuestos, uno se inyecto s.c. y el otro i.p.

Cirugia

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) y la CCI-SN se realizé de acuerdo con el
procedimiento de Bennett y Xie (1988). Brevemente, el nervio ciatico comin se expuso a la altura de la mitad del
muslo por diseccion roma a través del misculo biceps femoral. Cerca de la trifurcacion, se separaron =10 mm de
nervio del tejido adherente y se ataron cuatro ligaduras flojas (catgut crémico 5.0) alrededor del nervio ciatico
(separadas = 1 mm). Para obtener el grado deseado de constriccion, se aplicé el criterio formulado por Bennett y Xie
(1988): las ligaduras redujeron el diametro del nervio lo justo para que pudiera observarse y retrasaron, pero no
interrumpieron, la circulacién epineural. En las ratas control, testigos quirdrgicos, se realizaron disecciones idénticas
en el lado derecho, permitiendo liberar el nervio ciatico del tejido circundante, pero no se ligaron. Finalmente, el
musculo y la piel se cerraron en capas con hilo de seda.

Procedimientos de pruebas nociceptoras

Se midieron umbrales nociceptores mecanicos, expresados como gramos (g), usando la prueba de Randall-Sellito
(analgesimetro Ugo Basile, Bioseb, Chaville, Francia). Se aplicé una presion creciente a la pata posterior con el
nervio lesionada de ratas no controladas hasta que se obtuvo la retirada de la pata (PW) y después un chillido (es
decir, el umbral de vocalizacién cuando la pata se mantuvo bajo presiéon). Como la PW es un reflejo coordinado
espinal, mientras que la vocalizacion es una respuesta integrada supraespinal (Kayser y Christensen, 2000), esta
prueba permitié la evaluacion de la contribucidn correspondiente del mecanismo espinal frente al supraespinal.
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Procedimiento 5: Lesion por constriccion crénica del nervio intraorbital (CCI-ION)

Material y procedimientos

Animales

Se alojaron ratas Sprague-Dawley macho adultas (175-200 g a su llegada) en un entorno con temperatura
controlada (22 £ 1 °C) con una caja de 12 h de luz/12 h de oscuridad. La comida y el agua estaban disponibles a
voluntad. Se dejé que las ratas se habituaran a las instalaciones de alojamiento durante al menos 1 semana antes
de la cirugia. En estos estudios se cumplieron las directrices éticas del Committee for Research and Ethical Issues of
the International Association for the Study of Pain (1983).

Farmacos

Los farmacos utilizados para los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)
tetralina], MSD-5a (corresponde al compuesto 5a en Thomson y col.,, 2004; Merck Sharp & Dohme Research
Laboratories)  [2-(6-fenilpiridin-2-iltio)-N,N-dimetil ~ etanamina], SB-258719  [(R)-3,N-Dimetil-N-(1-metil-3-(4-
metilpiperidin-1-il) propil) bencenosulfonamida)]. Todos los compuestos se prepararon como soluciones acuosas. AS-
19 y MSD-5a se administraron por via subcutanea (s.c.), mientras que SB-258719 y SB-269970 se administraron a
través de la via intraperitoneal (i.p.). Cuando se coadministraron dos compuestos, uno se inyecto s.c. y el otro i.p.

Cirugia

Tras la anestesia inducida con pentobarbital, la cabeza de la rata se fij6 en un marco estereotactico y se realizdé una
escisién con bisturi en la linea media, exponiendo el craneo y el hueso nasal. Después, se expuso la parte
infraorbital del nervio infraorbital derecho. El borde de la érbita, formado por los huesos maxilar, frontal, lagrimal y
cigomatico, se liberé por diseccién y los contenidos orbitales se desviaron suavemente para dar acceso al nervio
infraorbital. Este se liberd entonces por diseccion en su punto mas rostral en la cavidad orbital, justo caudal al
foramen infraorbital. Se ataron dos ligaduras de catgut cromico (5-0) flojas (con una separacion de aproximadamente
2 mm) alrededor del nervio (Vos y col., 1994; Kayser y col., 2002). Se tuvo cuidado para evitar cualquier interrupcion
de la circulacion epineural. en ratas testigos quirtrgicos, se expuso el nervio infraorbital derecho, pero no se ligé.

Procedimientos de pruebas nociceptoras

En esta ratas con ligaduras unilaterales en el nervio infraorbital, se evalué la sensibilidad frente a estimulacion
mecanica en el territorio vibrisal ipsolateral mediante la determinacion del umbral de presion, suministrada a través
de filamentos de von Frey (monofilamentos Semmes-Weinstein, Stoelting, Wood Dale, IL, EE. UU.), necesaria para
desencadenar una respuesta conductual defensiva (retirada de la cabeza brusca; ataque; reaccién de escape). Para
cada filamento de estimulo (correspondiente a una presioén calibrada de 0,217, 0,445, 0,745, 0,976, 2,35, 4,19, 6,00,
7,37 0 12,5 g), se realizaron tres aplicaciones consecutivas (separadas por 1 s) con el fin de verificar la estabilidad
de la respuesta. Se determinaron valores umbral tanto en las ratas con ligaduras en el nervio ciatico como en el
nervio infraorbital en los dos primeros dias antes de la cirugia, después, 14 dias mas tarde, en el momento en que la
capacidad de hiper respuesta frente a estimulaciones mecanica y térmica se habia desarrollado completamente (Vos
y col., 1994).
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Procedimiento 6: Dolor neuropatico derivado de neuro patia de tipo diabético inducido por estreptozotoci na.

Material y procedimientos

Animales

En estos estudios se usaron ratones CD1 macho de 6 a 8 semanas de edad. Los animales se alojaron en grupos de
cinco, se les suministr6 comida y agua a voluntad y se mantuvieron en condiciones de laboratorio controladas con la
temperatura mantenida a 21 +1 °C y la luz en ciclos de 12 horas (encendido a las 07:00 h y apagado a las 19:00 h).
Los experimentos se llevaron a cabo en una sala de experimentacion insonorizada y climatizada.

Farmacos

La estreptozotocina se compro6 de Tocris (500 mg, ref. 1261) y se administrd por via intraperitoneal (ip) a 200 mg/kg
en un volumen de 10 ml/kg. La estreptozotocina se disolvié en solucion salina inmediatamente antes de la
administracion. El farmaco usado para los tratamientos fue AS-19 (Ref. 1968, Tocris; Sanin y col., 2003). La AS-19
se disolvié en solucion salina. Las dosis se calcularon basandose en el peso molecular de la base libre y se
administraron en un volumen de 10 ml/kg a través de via subcutanea (i.p).

Evaluacién de la alodinia mecéanica: prueba de Frey m anual

La alodinia mecéanica se cuantificé midiendo la respuesta de retirada de la pata trasera frente a la estimulacion con
filamentos de von Frey, como se indic6 previamente (Chaplan y col., 1994). Los filamentos de 0,4 g y 4 g fueron el
primero y el dltimo usados, respectivamente. Después, la fuerza del siguiente filamento se redujo cuando el animal
respondié o se incremento cuando el animal no respondié. Este procedimiento de subida y bajada se par6 cuatro
medidas después del primer cambio en la respuesta del animal y se calculé el umbral de respuesta. La retirada clara
de la pata, agitandola, se consideré como una respuesta de tipo nociceptor.

Protocolo experimental

Debido a que el indicador principal de la induccion exitosa de diabetes tipo | usando este modelo animal es el
desarrollo de hiperglucemia, es necesario mediar el nivel de glucosa en la circulacion sanguinea. La hiperglucemia
diabética se define en este estudio como una concentracién de glucosa superior a 250 mg/dl sin ayuno. Tras una
lectura basal con los pelos de von Frey y un nivel de control de glucosa, se inyecté por via intraperitoneal una dosis
de 200 mg/kg de estreptozotocina preparada en solucion salina en la semana 7 tras el nacimiento.

Los niveles de glucosa se monitorizaron una semana después del tratamiento con estreptozotocina para confirmar la
adquisicion de diabetes, se recogieron muestras de sangre a través de la vena maxilar y se estimaron los niveles de
glucosa en plasma mediante el procedimiento de diagnéstico con el kit Accu-Chek Sensor Comfort System. Sélo se
seleccionaron los animales con niveles de glucosa superiores a 250 mg/dl para medir la alodinia mecanica.

Las lecturas con los pelos de von Frey se realizaron 30 min después del tratamiento con vehiculo, en el dia 21, 24 y
29 después de la estreptozotocina y después del tratamiento con AS-19 (1, 5y 10 mg/kg) en el dia 22, 25 y 30
después de la estreptozotocina, respectivamente.

Referencias

Chaplan SR, Bach FW, Pogrel JW, Chung JM, Yaksh TL. Quantitative assessment of tactile allodynia in the rat paw
(Evaluacion cuantitativa de la alodinia tactil en patas de rata). J Neurosci Methods. 1994 Jul;53(1):55-63

Sanin A, Brisander M, Rosqvist S, Mohell N, Malberg A, Johansson A. 5-Aryl substituted (S)-2-(dimethylami-no)-
tetralins novel serotonin 5HT7 receptor ligands (Ligandos novedosos del receptor SHT7 de (S)-2-(dimetilamino)
tetralinas 5-aril sustituidas). En: Proceedings of the 14th Camerino-Noord Symposium. Ongoing Progress in the
Receptor Chemistry (Procedimientos del 14° simposio Camerino-Noord. Progreso actual en la quimica de
receptores) 2004, p.27.

Procedimiento 7: Modelo de dolor inflamatorio por ca rragenina

Material y procedimientos

Animales

En estos estudios se usaron ratones CD1 macho de 6 a 8 semanas de edad. Los animales se alojaron en grupos de
cinco, se les suministré comida y agua a voluntad y se mantuvieron en condiciones de laboratorio controladas con la
temperatura mantenida a 21 £ 1 °C y la luz en ciclos de 12 horas (encendido a las 07:00 h y apagado a las 19:00 h).
Los experimentos se llevaron a cabo en una sala de experimentacién insonorizada y climatizada.

Farmacos
Los farmacos utilizados para los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)
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tetralina). La AS-19 se disolvié en DMSO al 1 %. Las dosis se refieren al peso de sal. La AS-19 se administré en un
volumen de 5 ml/kg a través de la via subcutanea (s.c.).

Protocolo experimental

Se inyectaron ratones CD1 macho (Harlan Ibérica, Barcelona) con A-carragenina (50 pl de una solucién al 2,5 %) o
solucién salina (vehiculo) en la superficie plantar de la pata posterior derecha. La inyeccion subplantar de
carragenina da como resultado edema en la pata, alodinia e hiperalgesia y representa un modelo animal estandar
para identificar compuestos antiinflamatorios y analgésicos. En este estudio, se evalué el efecto de la AS-19 sobre la
alodinia mecanica o la hiperalgesia térmica 3 horas (inflamacion aguda) o 4 dias (inflamacién crénica) después de la
inyeccion subplantar de carragenina. Se determinaron el umbral de retirada o las latencias frente a estimulos
mecanicos o térmicos usando la prueba de von Frey automatica o la plantar, respectivamente.

Evaluacién de la alodinia mecéanica: prueba de von Fr ey automéatica

La alodinia mecanica se cuantific6 midiendo el umbral tactil de retirada de la pata trasera derecha tras la
estimulacion con filamentos de von Frey. El dia de la prueba, los ratones se colocaron en recintos compartimentados
en una camara de ensayo con un suelo delimitado de malla metalica y se dej6 que se aclimataran a su entorno
durante 1 h antes de realizar las pruebas. El estimulo mecanico se aplico a la superficie plantar de la pata trasera
derecha desde abajo del suelo de malla utilizando un dispositivo de ensayo automatizado (estesiometro plantar
dinamico, Ugo Basile, Italia) que levanta un filamento recto (0,5 mm de diametro). El filamento ejercié una presion
hacia arriba cada vez mayor sobre la superficie plantar. La presién aument6 linealmente con el tiempo (0,1 g/s; de 0
a 5 g en 50 s) hasta que el ratdn retir6 su pata. Cuando el animal retir6 su pata trasera, el estimulo mecanico cesé
automaticamente y se registré la fuerza como el umbral mecanico. Asi, el umbral mecanico se definié6 como la
presion a la que el sensor detecto la retirada de la pata. Se impuso un umbral de corte de 5 g (50 s). Se midieron las
latencias de retirada de la pata por triplicado para cada animal.

Evaluacién de la hiperalgesia térmica: prueba planta r

La hiperalgesia térmica se evalu6 usando la prueba plantar mediante la determinacién de las latencias de retirada
frente a un estimulo térmico siguiendo una modificacién de la prueba descrita por Hargreaves y col. (1988). El dia de
la prueba, los ratones fueron colocados en un dispositivo de ensayo (Prueba plantar, Ugo Basile, Italia) y se dejo que
se aclimataran a su entorno durante 1 h antes de realizar las pruebas. El dispositivo de la prueba plantar consistia en
un cubiculo de plastico con un suelo de vidrio a través del cual se aplicd un haz de luz infrarroja mévil sobre la
superficie plantar de la parta posterior derecha. Se determiné el tiempo de latencia de retirada de la pata frente al
estimulo térmico. La intensidad del haz de luz infrarroja se ajusté para producir latencias de respuesta medias en
ratones control no tratados de aproximadamente 8 a 12 segundos. La latencia de respuesta se determin6 usando un
temporizador conectado con los sensores de movimiento de fotodiodo del dispositivo de la prueba plantar. La
latencia de respuesta se definié6 como el tiempo desde el comienzo de la exposicion al haz de luz infrarroja hasta el
cese del haz de luz infrarroja cuando el sensor de movimiento de fotodiodo detecté la retirada de la pata del raton.
Las latencias de retirada se midieron por triplicado para cada animal y el valor medio se us6 para analisis. Se impuso
una latencia de corte de 20 segundos para evitar dafio tisular.

Referencias

Hargreaves K, Dubner R, Brown F, Flores C, Joris J. A new and sensitive method for measuring thermal nociception
in cutaneous hyperalgesia (Un nuevo procedimiento nuevo y sensible para medir la nocicepciéon térmica en
hiperalgesia cutanea). Pain. 1988 Jan;32(1):77-88.

Procedimiento 8: Modelo de dolor inflamatorio de for malina

Animales

En estos estudios se usaron ratones CD1 macho de 20 a 32 gramos de peso. Los animales se alojaron en grupos de
cinco, se les suministré comida y agua a voluntad y se mantuvieron en condiciones de laboratorio controladas con la
temperatura mantenida a 21 +1 °C y la luz en ciclos de 12 horas (encendido a las 07:00 h y apagado a las 19:00 h).
Los experimentos se llevaron a cabo en una sala de experimentacién insonorizada y climatizada.

Farmacos

Los farmacos utilizados para los tratamientos fueron: AS-19 [(2S)-(+)-8-(1,3,5-trimetilpirazolin-4-il)-2-(dimetilamino)
tetralina). Las dosis se refieren al peso de sal. La AS-19 se disolvié en goma arabiga al 5 %. La AS-19 se administro
en un volumen de 10 ml/kg a través de la via intraperitoneal (i.p).

Protocolo experimental

La formalina (20 pul al 5 %) se inyect6 s.c. en la superficie plantar de la pata posterior trasera de ratones CD1 macho
(Harlan Ibérica, Barcelona) 5 minutos antes de recibir AS-19 o vehiculo (goma arabiga al 5 %). Los efectos
analgésicos de la AS-19 sobre la inhibicion del comportamiento frente al dolor (tiempo de lamida) de cada ratén se
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observaron durante un periodo de 15 minutos (25-40 min después de la inyeccién del farmaco, fase Il de la prueba
de la formalina). Se ha demostrado que el efecto analgésico de la segunda fase de la prueba de la formalina tiene
una buena correlacion con la eficacia analgésica en el modelo neuropatico tanto para ratas como para ratones
(Vissers y col., 2006).

Referencias

Vissers KCP, Geenen F, Biermans R, Meert TF. Pharmacological correlation between the formalin test and the
neuropathic pain behavior in different species with chronic constriction injury (Correlacién farmacolégica entre la
prueba de la formalina y el comportamiento de dolor neuropatico en diferentes especies con lesion por constricciéon
crénica). Pharmacol Biochem Behav (84) 2006: 479-486.

Los ejemplos y figuras de la siguiente seccién que describen ensayos farmacéuticos son meramente ilustrativos y la
invencion no puede considerarse en modo alguno restringida a estas aplicaciones.

Figuras:

Figura 1) Esquema que resume el protocolo experimen tal en el ensayo de capsaicina.

Los ratones fueron habituados durante 120 min y recibieron tratamiento s.c. con ligandos 5-HT; o vehiculo 30 min
antes de la inyeccién subplantar de capsaicina o vehiculo. Las latencias de retirada de la pata frente a un estimulo
mecanico (estimulacion de von Frey) se determinaron 15 min después de la inyeccién subplantar de capsaicina o
vehiculo. Para ensayar el posible efecto antialodinico de los farmacos, se indujeron respuestas alodinicas rapidas
inyectando 1 ug de capsaicina seguido de estimulacion con 1 g de presion. En contraste, para detectar posibles
efectos antialodinicos de los farmacos, se usaron una dosis baja ineficaz de 4 ng de capsaicina y una presion
mecanica baja inferior al umbral de 0,25 g.

Figura 2) Efecto de la inyeccion subplantar de capsa icina_en la latencia de retirada de la pata frente a
estimulacién mecanica: alodinia mecanica

La Figura 2 se refiere al ejemplo 2a). Los ratones que recibieron una inyeccion subplantar de 1 pg de capsaicina
desarrollaron alodinia mecéanica, como quedo patente por sus latencias de retirada de la pata frente a estimulacion
con un filamento de 1 gramo de presion significativamente reducidas al compararlas con las de ratones con
inyeccion subplantar de vehiculo (DMSO al 1 %). Ademas de la gréafica que resume los resultados, la figura muestra
el esquema del protocolo experimental. *** p<0,001 frente a vehiculo.

Figura 3) Efecto de respuesta a dosis de AS-19 sobre la_alodinia mecénica inducida por capsaicina

La Figura 3 se refiere al Ejemplo 2b). La alodinia mecanica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
Hg de capsaicina fue inhibida de forma dependiente de dosis tratando ratones con AS-19. Ademas de la gréafica que
resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. *** p<0,001 frente a vehiculo.

Figura 4) Efecto de respuesta a dosis de MSD-5a sobre __la alodinia mecanica inducida por capsaicina

La Figura 4 se refiere al Ejemplo 2b). La alodinia mecanica en ratones que recibieron una inyeccion subplantar de 1
Mg de capsaicina fue inhibida tratando los ratones con MSD-5a. Ademas de la grafica que resume los resultados, la
figura muestra el esquema del protocolo experimental. ** p<0,01: *** p<0,001 frente a vehiculo.

Figura 5) Efecto de respuesta a dosis de SB-258719 so __bre la alodinia mecénica inducida por capsaicina

La Figura 5 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecéanica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
Mg de capsaicina no se vio afectada por el tratamiento de ratones con SB-258719 a 2,5, 5 y 10 mg/kg. Por el
contrario, el tratamiento con SB-258719 a 20 mg/kg increment? significativamente las latencias de retirada de la pata
respecto de los ratones tratados con vehiculo. Ademas de la gréafica que resume los resultados, la figura muestra el
esquema del protocolo experimental. *** p<0,001 frente a vehiculo.

Figura 6) Reversion dependiente de dosis del efecto antialodinico de AS-19 con SB-258719 enelensayod e
capsaicina

La Figura 6 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecanica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
Mg de capsaicina no se vio afectada por el tratamiento de los ratones con SB-258719 a 2,5 y 5 mg/kg, pero estas
dosis de SB-258719 fueron capaces de revertir el efecto antialodinico de 5 mg/kg de AS-19. Ademas de la grafica
resumiendo los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. ** p<0,01 frente a vehiculo; #
p<0,05 frente a AS-19 (5).

Figura 7) Reversion del efecto antialodinico de AS- 19 con SB-269970 en el ensayo de capsaicina

La Figura 7 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecéanica en ratones que recibieron una inyeccion subplantar de 1
Mg de capsaicina no se vio afectada por el antagonista de 5-HT; SB-269970 (10 mg/kg), pero al coadministrarlo con
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AS-19 (5 mg/kg) bloqued el efecto antialodinico del agonista. Ademas de la grafica que resume los resultados, la
figura muestra el esquema del protocolo experimental. ** p<0,01 frente a vehiculo; # p<0,001 frente a AS-19 (5).

Figura 8) Reversion del efecto antialodinico de MSD-  5a con SB-258719 en el ensayo de capsaicina

La Figura 8 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecéanica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
pg de capsaicina fue inhibida con MSD-5a (10 mg/kg) y SB-258719 (5 mg/kg) bloqueé este efecto antialodinico.
Ademas de la grafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. ***
p<0,001 frente a vehiculo; ### p<0,001 frente a MSD-5a (10).

Figura 9) Efecto de respuesta a dosis de WAY-100535 _ sobre la alodinia mecénica inducida por capsaicina

La Figura 9 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecéanica en ratones que recibieron una inyeccion subplantar de 1
Mg de capsaicina no se vio afectada por el tratamiento de los ratones con WAY-100635 a 0,1 y 0,3 mg/kg, pero no a
0,5y 1 mg/kg, dosis a las cuales se observo un incremento significativo de la latencia de retirada de la pata. Ademas
de la gréafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. * p<0,05 frente a
vehiculo.

Figura 10) Reversion del efecto antialodinico de F- 13640 con WAY-100635 en el ensayo de capsaicina

La Figura 10 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecénica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
Mg de capsaicina fue inhibida con F-13640 (1 mg/kg) y WAY-100635 (0,3 mg/kg) bloqued este efecto antialodinico.
Ademas de la grafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. ** p<0,01
frente a vehiculo; ### p<0,001 frente a F-13640 (1).

Figura 11) Reversion del efecto antialodinico de AS  -19 con SB-258719 o WAY-100635 en el ensayo de
capsaicina

La Figura 11 se refiere al Ejemplo 2c). La alodinia mecénica en ratones que recibieron una inyeccién subplantar de 1
Mg de capsaicina no se vio afectada tras el tratamiento con SB-258719 (5 mg/kg) o WAY-100635 (0,3 mg/kg). Sin
embargo, SB-258719 pero no WAY-100635 inhibieron significativamente el efecto antialodinico de AS-19. Ademas
de la grafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. * p<0,05; ***
p<0,001 frente a vehiculo; # # p<0,01 frente a AS-19 (10).

Figura 12) Potenciacién de la alodinia mecénica indu cida por capsaicina por SB-258719 y SB-269970.

La Figura 12 se refiere al Ejemplo 2d). En ausencia de capsaicina o cuando se inyect6 una dosis minima de 4 ng en
la pata, los ratones no mostraron alodinia cuando fueron estimulados mecanicamente con una presion baja hacia
arriba de 0,25 g. Sin embargo, la alodinia se hizo evidente en ratones que recibieron 4 ng de capsaicina cuando
fueron tratados con los antagonistas de 5-HT; SB-258719 y SB-269970 a 10 mg/kg, mostrado un efecto proalodinico
de los antagonistas del receptor 5-HT5.

Ademas de la gréafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo experimental. ***
p<0,001 frente a "sin capsaicina".

Figura 13) Potenciacion dependiente de dosis de la a _ lodinia_mecanica inducida por capsaicina por SB-
258719

La Figura 13 se refiere al Ejemplo 2d). SB-258719 promovié de forma dependiente de dosis la alodinia en ratones
con inyecciones subplantares de una dosis menor de 4 ng y estimulados mecanicamente con una presion baja hacia
arriba de 0,25 g. Ademas de la grafica que resume los resultados, la figura muestra el esquema del protocolo
experimental. *** p<0,001 frente a vehiculo.

Figura 14) Reversién dependiente de dosis del efect o proalodinico de SB-269970 y SB-269970 por AS-19 en
el ensayo de capsaicina

La Figura 14 se refiere al Ejemplo 2d). El tratamiento subcutaneo con AS-19 no tuvo efecto en afecciones no
alodinicas tras la inyeccion subplantar de 4 ng de capsaicina y estimulacion por presién baja (0,25 g), pero fue capaz
de revertir el efecto proalodinico de SB-258719 o SB-269970 (5 mg/kg, s.c.). ** p<0,01, *** p<0,001 frente a vehiculo;
# p<0,05, ## p<0,01 frente a SB-258719 (5); && p<0,01 frente a SB-269970 (5).

Figura 15). Esquema que resume el protocolo experim ental de la ligadura parcial del nervio ciatico: di sefio
de cuadrado latino.

Los ratones fueron habituados durante 4 dias y se obtuvieron los valores basales anteriores a la lesion durante los
siguientes 2 dias consecutivos mediante las pruebas de von Frey automatica o plantar. Al dia siguiente se someti6 a
los ratones a cirugia y 5 dias después se obtuvieron los valores basales posteriores a la lesién en las pruebas
mencionadas. En el dia 10 tras la lesion, los ratones recibieron vehiculo y se realizaron medidas para obtener los
valores basales anteriores al tratamiento. Las medidas en ratones tratados con farmaco se realizaron en los dias 11-
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13 tras la lesion siguiendo un disefio de cuadrado latino. Finalmente, se obtuvieron valores basales posteriores al
tratamiento en el dia 14. La habituacion de los ratones durante los primeros 4 dias y cada vez antes de las medidas
duré 1 h. Cuando se los tratd, las medidas se realizaron siempre 30 min después de la administracion de vehiculo o
el compuesto ensayado.

Figura 16). Esquema que resume el protocolo experim ental de la ligadura parcial del nervio ciatico: di sefio
de dosis Unica.

Los ratones fueron habituados durante 1-2 dias y se obtuvieron los valores basales anteriores a la lesion durante los
siguientes 2 dias consecutivos mediante las pruebas de von Frey automatica o plantar. Al dia siguiente se someti6 a
los ratones a cirugia y 5 dias después se obtuvieron los valores basales posteriores a la lesién en las pruebas
mencionadas. En el dia 10 tras la lesion, los ratones recibieron vehiculo y se realizaron medidas para obtener los
valores basales anteriores al tratamiento. Las medidas en los ratones tratados con farmaco se realizaron en el dia 11
tras la lesién. La habituacion de los ratones durante los primeros 1-2 dias y cada vez antes de la medidas dur6 2 h.
Cuando se los tratd, las pruebas de von Frey manual y plantar se realizaron 30 y 45 min, respectivamente, después
de la administracion del vehiculo o el compuesto ensayado.

Figura 17) Efecto de respuesta a dosis de AS-19 sobr e la alodinia mecénica inducida por ligadura parcia | del
nervio ciatico.

La Figura 17 se refiere al ejemplo 3a). El umbral de presién para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral
frente a estimulacién con filamentos de von Frey se evalud en ratones con lesidn nerviosa (A) y testigos quirirgicos
(B) antes de la cirugia (antes de la lesion), en el dia 10 después de la lesion tras el tratamiento con vehiculo (antes
del tratamiento), en los dias 11-13 después del tratamiento con diferentes dosis de AS-19 vy, finalmente, en el dia 14
después de la lesion tras el tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese que la alodinia mecanica
se desarrolla tras la ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirtrgicos) y que la AS-19 a dosis de
1-10 mg/kg ejercié efectos antialodinicos. *** p<0,001 frente a antes de la lesién; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001
frente a antes y después del tratamiento (prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 18) Efecto de respuesta a dosis de AS-19 sobr e la hiperalgesia térmica inducida por ligadura par cial
del nervio cidtico.

La Figura 18 se refiere al ejemplo 3b). La latencia de retirada de la pata posterior ipsolateral frente a estimulo
térmico se evalué en ratones con lesion nerviosa (A) y testigos quirirgicos (B) antes de la cirugia (antes de la
lesién), en el dia 10 después del tratamiento con vehiculo (antes del tratamiento), en los dias 11-13 después de la
lesion, tras el tratamiento con diferentes dosis de AS-19 vy, finalmente, en el dia 14 después de la lesion, tras el
tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese que la hiperalgesia térmica se desarrolla tras la
ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirtrgicos) y que AS-19 a dosis de 1 y 10 mg/kg ejercié
efectos antihiperalgésicos. *** p<0,01 frente a antes de la lesion; # p<0,05 frente a antes y después del tratamiento
(prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 19) Efecto de respuesta a dosis de MSD-5a sobr e la alodinia mecanica inducida por ligadura parcia |
del nervio cidtico.

La Figura 19 se refiere al ejemplo 3a). El umbral de presién para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral
frente a estimulacién con filamentos de von Frey se evalué en ratones con lesién nerviosa (A) y testigos quirirgicos
(B) antes de la cirugia (antes de la lesién), en el dia 10 después de la lesion tras el tratamiento con vehiculo (antes
del tratamiento), en los dias 11-13 después de la lesion, tras el tratamiento con diferentes dosis de MSD-5a vy,
finalmente, en el dia 14 después de la lesién tras el tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese
que la alodinia mecanica se desarrolla tras la ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirirgicos) y
que la MSD-5a a dosis de 1-3 mg/kg ejercio efectos antialodinicos. * p<0,05. *** p<0,001 frente a antes de la lesion;
### p<0,001 frente a antes del tratamiento (prueba de comparaciéon multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 20) Efecto de respuesta a dosis de la MSD-5a s obre la hiperalgesia térmica inducida por ligadura
parcial del nervio ciatico.

La Figura 20 se refiere al ejemplo 3b). La latencia de la retirada de la pata posterior ipsolateral frente a estimulo
térmico se evalué en ratones con lesion nerviosa (A) y testigos quirirgicos (B) antes de la cirugia (antes de la
lesion), en el dia 10 después de la lesion, tras el tratamiento con vehiculo (antes del tratamiento), en los dias 11-13
después de la lesion, tras el tratamiento con diferentes dosis de MSD-5a vy, finalmente, en el dia 14 después de la
lesion, tras el tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese que la hiperalgesia térmica se desarrolla
tras la ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirirgicos) y que la MSD-5a a dosis de 1-3 mg/kg
ejercio efectos antihiperalgésicos. * p<0,01 frente a antes de la lesion; ##p<0.01 ###p<0.001 frente a antes y
después del tratamiento (prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 21) Efecto proalodinico de respuesta a dosis de SB-258719 sobre la alodinia mecénica inducida por
ligadura parcial del nervio ciatico.
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La Figura 21 se refiere al ejemplo 3a). El umbral de presién para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral
frente a estimulacién con filamentos de von Frey se evalud en ratones con lesidn nerviosa (A) y testigos quirirgicos
(B) antes de la cirugia (antes de la lesién), en el dia 10 después de la lesion tras el tratamiento con vehiculo (antes
del tratamiento), en los dias 11-13 después de la lesion, tras el tratamiento con diferentes dosis de SB-258719 v,
finalmente, en el dia 14 después de la lesion tras el tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese
gue la alodinia mecanica se desarrolla tras la ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirdrgicos) y
que SB-258719 a dosis de 10 mg/kg ejercid efectos proalodinicos en ratones neuropaticos, pero también en testigos
quirdrgicos. *p <0,05, *** p<0,001 frente a antes de la lesion; #p<0,05 frente a antes del tratamiento (prueba de
comparacion multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 22) Efecto nulo de SB-258719 sobre la hiperal _gesia térmica inducida por ligadura parcial del ner vio
ciatico.

La Figura 22 se refiere al ejemplo 3b). La latencia de retirada de la pata posterior ipsolateral frente a estimulo
térmico se evalué en ratones con lesion nerviosa (A) y testigos quirirgicos (B) antes de la cirugia (antes de la
lesién), en el dia 10 después de la lesion, tras el tratamiento con vehiculo (antes del tratamiento), en los dias 11-13
después de la lesion, tras el tratamiento con diferentes dosis de SB-258719 y, finalmente, en el dia 14 después de la
lesion, tras el tratamiento con vehiculo (posterior al tratamiento). Obsérvese que la hiperalgesia térmica se desarrolla
tras la ligadura parcial del nervio ciatico (pero no en los testigos quirdrgicos) y que SB-258719 a dosis de 0,1-10
mg/kg no ejercid ningun efecto. ** p<0,01, *** p<0,001 frente a antes de la lesién (prueba de comparacion multiple de
Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 23) Reversiéon de los efectos de AS-19 y MSD-5 a por SB-258719 sobre la alodinia mecéanica inducida
por la ligadura parcial del nervio ciatico.

La Figura 23 se refiere al ejemplo 3a). El umbral de presién para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral
frente a estimulacion por filamentos de von Frey se evalud en ratones con lesidon nerviosa antes de la cirugia (antes
de la lesién), en el dia 10 después de la lesion, tras el tratamiento con vehiculo (antes del tratamiento), en el dia 11
después de la lesion tras el tratamiento con un agonista, un antagonista o una combinacion de ambos. Obsérvese
que SB-258719 (5 mg/kg) bloqued los efectos antialodinicos ejercidos por AS-19 (5 mg/kg) y MSD-5a (10 mg/kg) en
ratones con lesiéon nerviosa. *** p<0,001 frente a antes de la lesién; ### p<0,001 frente a antes del tratamiento; &&
p<0,01 frente a MSD-5a (10); &&& p<0,001 frente a AS-19 (prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls
posterior a ANOVA).

Figura 24) Reversion de los efectos de AS-19 y MSD-5 _a por SB-258719 sobre la hiperalgesia térmica induci __ da
por la ligadura parcial del nervio ciatico.

La Figura 24 se refiere al ejemplo 3b). La latencia de retirada de la pata posterior ipsolateral frente a estimulo
térmico se evalud en ratones con lesion nerviosa antes de la cirugia (antes de la lesion), en el dia 10 después de la
lesion, tras el tratamiento con vehiculo (antes del tratamiento), en el dia 11 después de la lesion tras el tratamiento
con un agonista, un antagonista o una combinacion de ambos. Obsérvese que SB-258719 (5 mg/kg) bloqued
significativamente los efectos antihiperalgésicos ejercidos por AS-19 (5 mg/kg) y mostré una tendencia a revertir
MSD-5a (10 mg/kg) sin significancia en ratones con lesion nerviosa. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 frente a antes
de la lesion; # p<0,05, # # p<0,01 frente a antes del tratamiento (prueba de comparaciéon multiple de Newman-Keuls
posterior a ANOVA); & p<0,05 frente a AS-19 (5) (prueba de la t de student no pareada).

Figura 25) Efectos antihiperalgésico/antialodinico d e la estimulacion del receptor 5-HT 7 por AS-19 en ratas
con el nervio ciatico ligado

Figura 26) Efectos antihiperalgésico/antialodinico d e la estimulacion del receptor 5-HT 7 por MSD5a en ratas
con el nervio ciatico ligado

Figura 27) Blogueo por SB-269970 de antihiperalgesia _ /antialodinia inducida por AS-19 en ratas con el ne___ rvio
ciatico ligado.

Figura 28) Blogueo por SB-258719 de hiperalgesia/ant __ialodinia inducida por MSD5a en ratas con el nervio
ciatico ligado.

Figura 29) Efectos antihiperalgésico/antialodinico d e la estimulacién del receptor 5-HT 7 por AS-19 en ratas
con el nervio infraorbital ligado

Figura 30) Efectos antihiperalgésico/antialodinico d e la estimulacién del receptor 5-HT 7 por MSD-5a en ratas
con el nervio infraorbital ligado

Figura 31) Bloqueo por SB269970 de hiperalgesia/anti __alodinia_inducida por AS-19 en ratas con el nervio
infraorbital ligado.
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Figura 32) Blogueo por SB269970 de hiperalgesia/anti__ alodinia inducida por MSD-5a en ratas con el nervio
infraorbital ligado.

Figura 33) Efecto de respuesta a dosis de AS-19 sobr e alodinia mecanica en dolor neuropatico derivado d e
neuropatia de tipo diabético inducida por estreptoz otocina.

El umbral de presion para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral frente a estimulacién con filamentos de
von Frey fue evaluada en ratones diabéticos antes del tratamiento con estreptozotocina (basal), en el dia 21, 24 y 29
después de la estreptozotocina, tras el tratamiento con vehiculo, en el dia 22, 25 y 30 después de la
estreptozotocina, tras el tratamiento con AS-19 (1, 5 y 10 mg/kg), un agonista de 5-HT;. AS-19 a 10 mg/kg ejercié un
claro efecto antialodinico en ratones diabéticos. ** p<0,001 frente a basal (prueba de comparacion multiple de
Newman-Keuls posterior a ANOVA); ## p<0,01 frente a vehiculo (prueba de la t de student pareada).

Figura 34) Efecto del tratamiento con AS-19 sobre la alodinia _mecénica inducida por carragenina
(inflamacién aguda, 3 horas)

Tres horas después de la inyeccién de carragenina, se observo la alodinia mecéanica en la pata ipsolateral (derecha)
afectada al compararla con la pata contralateral de control (izquierda). La administracion de A-19 (10 mg/kg, s.c.)
produce un significativo efecto antialodinico. Los datos son la media + EEM de 10 ratones por grupo. * p<0,05, ***
p<0,001 frente a pata contralateral del grupo tratado con vehiculo; ### p<0,001 frente a pata ipsolateral del grupo
tratado con vehiculo (prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 35) Efecto del tratamiento con AS-19 sobre la hiperalgesia_térmica _inducida por_carragenina
(inflamacioén cronica, 4 dias)

Cuatro dias después de la inyeccion de carragenina, la hiperalgesia térmica era evidente en la pata ipsolateral
afectada de los ratones tratados con vehiculo. El tratamiento con AS-19 (10 mg/kg, s.c.) suprimié la hiperalgesia
térmica. Los datos son la media + EEM de 10 ratones por grupo. ** p<0,01 frente a pata contralateral del grupo
tratado con vehiculo; ## p<0,01 frente a pata ipsolateral de grupos tratado con vehiculo (prueba de comparacion
multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Figura 36 Efecto del tratamiento con AS-19 sobre el dolor inflamatorio inducido por formalina

La inyeccion de formalina induce dolor inflamatorio como demuestra el incremento del tiempo de lamida en el grupo
tratado con vehiculo. El tratamiento con AS-19 (5 mg/kg, i.p.) reduce la duracién del tiempo de lamida inducido por
formalina. Los datos son la media + EEM de 8 ratones por grupo. *** p<0,001 frente a grupo tratado con vehiculo
(prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls posterior a ANOVA).

Ejemplos:
Ejemplo 1: Unién y funcionalidad
Selectividad y funcionalidad de los farmacos

Existe una necesidad destacable de ligandos 5-HT7, concretamente agonistas. Esto ha obstaculizado los estudios
farmacolégicos que exploran el papel desempefiado por este receptor. En este estudio, se presentan pruebas
farmacoldgicas para demostrar la implicacién del receptor 5-HT- en el control de comportamientos nociceptores. La
informacién sobre la selectividad de las herramientas farmacolégicas usadas es, por tanto, un asunto clave y se ha
recopilado en esta seccién. AS-19 es un agonista del receptor 5-HT; (K; = 0,605 nM, Emax = 77,0+2,3 %, CE50 =
8,8710,57 nM). Desafortunadamente, como sefialan Pérez-Garcia y Meneses (2005), hay una carencia de
informacién en la bibliografia con respecto a su afinidad por los receptores distintos de 5-HT-. Por ello, se evalud la
afinidad de AS-19 por un total de 70 receptores, transportadores o canales iénicos en un paquete de analisis
comercial (MDS Pharma Services) y se presento el perfil de unién en la Tabla 1. AS-19 no sélo tiene una afinidad
alta por los receptores 5-HT7 sino que también tiene una afinidad significativa por los receptores 5-HT1a (Kj = 89,7
nM), y 5-HTsa (Ki = 98,5 nM), no mostrando afinidad significativa por otros subtipos de receptores de 5-HT u otros
receptores, transportadores o canales iénicos incluidos en el paquete de analisis.

MSD-5a es también un agonista de 5-HT; (Ki = 0,6 nM, Emax = 60,8+1,9 %, CE50 = 6,82+1,45 nM), pero su
selectividad frente a 5-HT1a (Ki= 16 nM) no es tan alta como en el caso de AS-19 (Tabla 1). Ademas, tiene actividad
agonista parcial, dando un 80 % de la respuesta del agonista total 5-CT en receptores 5-HT7 (Thomson y col., 2004).

SB-258719 se identificd como el primer antagonista selectivo de 5-HT7, con una selectividad 100 veces mayor con
respecto a una seleccion de otros receptores (Forbes y col.,, 1998). SB-269970 también se identific6 como un
antagonista potente y selectivo del receptor 5-HT7 (Lovell y col., 2000). Especialmente digna de mencién es la
carencia de afinidad por el receptor 5-HT14 de ambos antagonistas de 5-HT; usados en este estudio (Forbes y col.,
1998; Lovell y col.,, 2000). en cuanto a la funcionalidad, SB-258719 y SB-269970 se han descrito como un
antagonista puro y un agonista inverso, respectivamente (Mahé y col., 2004). Aun asi, ambos antagonistas de 5-HT7
deberian considerarse agonistas inversos, ya que se ha demostrado actividad intrinseca negativa para estos
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compuestos (Romero y col., 2006).

Las dosis escogidas en nuestros experimentos de agonista o antagonistas ya han sido ensayadas en otros
experimentos in vivo como ensayos sensibles a la formacion de memoria, estados psicéticos y de ansiedad
potenciales o farmacos antidepresivos (Pérez-Garcia y col., 2005; Guscott y col., 2005). El conocimiento de estos
compuestos nos ha ayudado a escoger el mejor intervalo de dosis para estudiar con el fin de evitar la aparicion de
efectos secundarios.

Tabla 1. Perfiles de afinidad del receptor en ensayos de unién de radioligando

Receptor Afinidad [(K 1 (nM)]

AS-19 MSD-5a SB-258719 SB-269970
h5-HT 14 89,7 16 n.s. n.s.
h5-HT 15 - -- n.s. 1000
h5-HT1p - -- n.s. n.s.
h5-HT e - - n.s. n.s.
HS5-HT ¢ -- - n.s. n.s.
r5-HT1 no selectivo 48,1 - -- --
h5-HT2a - 320 n.s. n.s.
h5-HT 25 n.s. -- n.s. n.s.
h5-HT »¢ n.s. -- n.s. n.s.
r5-HT 2 no selectivo n.s. - - -
h5-HT3 n.s. -- -- --
h5-HT4 - - n.s. n.s.
gp5-HT 4 n.s. -- -- -
h5-HTsa 98,5 -- - 63
h5-HTs n,s, - n,s, n,s,
h5-HT~ 0,6 0,6 31,6 1,25
n.s. no significativo (K;> 1 pM o % de inhibicién a 1 uM inferior al 50 %); -- datos no
disponibles.

h, humano; gp, conejillo de indias; m, raton; r, rata; rb, conejo. Datos MDS Pharma
Services, Cerep, Thomson y col. (2004).

Tabla 2. Perfiles de funcionalidad

Compuesto Emax (%) CE50 (nM) pCES0

5-HT 100,0 11,4+0,58 7,89+ 0,02
MSD-5a 60,8 +1,9 6,82 £1,45 8,21+0,13
AS-19 77,0£2,3 8,87+0,57 8,06+0,03

Los valores de Emax y CE50 mostrados en la tabla se
obtuvieron a partir de curvas de concentracion-respuesta
mediada por AMPc.

Los datos corresponden a valores de media + EEM de al
menos tres experimentos independientes realizados por
duplicado.

Ejemplo 2: Ensayo de capsaicina:
a) Sensibilizacién con capsaicina.

la sensibilizacion con capsaicina produce alodinia mecéanica. Los ratones inyectados con capsaicina (1 pg) en la
mitad de la superficie plantar de la pata posterior derecha desarrollaron alodinia mecéanica 15 min después de la
inyeccion. La presion ejercida por el filamento (1 g) estaba por debajo del umbral de sensibilidad de las patas de los
ratones control (las latencias de retirada control de ratones inyectados con DMSO al 1 % fueron préximas al corte de
60 s). Aun asi, 15 min después de la inyeccién subplantar de capsaicina, la misma presion "inocua", "no nociva" (1 g)
fue percibida como dolorosa y la latencia de retirada se redujo drasticamente (Fig. 2). Esta sensibilidad al dolor
anormal frente a estimulos mecanicos no dolorosos anteriormente se conoce como alodinia mecanica y en nuestro
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modelo es consecuencia de la sensibilizacién con capsaicina.

b) Los agonistas del receptor 5-HT 7 inhiben dependiendo de la dosis la alodinia mecani  ca inducida por
capsaicina

La administracion sistémica subcutanea del agonista del receptor 5-HT7 AS-19 inhibié dependiendo de la dosis la
alodinia mecanica inducida por capsaicina (Fig. 3). Se observaron latencias de retirada de la pata incrementadas
significativamente en ratones tratados con AS-19 a dosis de 5, 10 y 20 mg/kg al compararlas con ratones tratados
con vehiculo. El efecto antialodinico alcanzé el maximo a la dosis de 10 mg/kg.

De forma similar a AS-19, MSD-5a, otro agonista del receptor 5-HT; usado en este estudio, ejercid efectos
antialodinicos (Fig. 4). A dosis de 3, 10 y 30 mg/kg, la administracion de MSD-5a a ratones que recibieron capsaicina
incremento las latencias de las respuestas de retirada de la pata nociceptoras frente a estimulacién mecanica en
comparacioén con los ratones tratados con vehiculo. Las diferencias fueron significativas (p>0,05) a las tres dosis
ensayadas y alcanzaron el maximo a 10 mg/kg.

c) Reversion del efecto antialodinico de los agonis  tas del receptor 5-HT 7 por antagonistas selectivos del
receptor 5-HT 1

Con el fin de confirmar que la activacion de los receptores 5-HT7 es responsable de forma inequivoca de la inhibicion
de la alodinia mecanica inducida por capsaicina ejercida por AS-19 y MSD-5a, usamos dos antagonistas diferentes
del receptor 5-HT7 (SB-258719 y SB-269970) para intentar revertir farmacol6gicamente el efecto antialodinico de los
agonistas. En primer lugar, realizamos un estudio de respuesta a dosis del efecto de SB-258719 por si mismo sobre
la alodinia mecanica inducida por capsaicina (Fig. 5). Se inyecté SB-258719 a dosis de 2,5, 5, 10 y 20 mg/kg y no se
observaron efectos, excepto a la dosis mas alta, a la que se hizo evidente un efecto antialodinico.

En el siguiente experimento, se escogieron dosis bajas de SB-258719 que no tenian efectos antialodinicos para
intentar revertir el efecto antialodinico ejercido por 5 mg/kg de AS-19. Como se muestra en la Fig. 6, SB-258719 a
2,5 y 5 mg/kg no tuvo ningun efecto, mientras que el tratamiento con AS-19 (5 mg/kg) incrementé las latencias de
retirada de la pata. Curiosamente, el efecto analgésico (antialodinico) de AS-19 era inhibido dependiendo de la dosis
al coadministrarse con SB-258719.

La reversion farmacolégica del efecto antialodinico de AS-19 también se llevo a cabo de forma exitosa usando otro
antagonista del receptor 5HT7, SB-269970, a una dosis (10 mg/kg) que por si misma no modificaba las latencias de
retirada de la pata tras la inyeccion subplantar de capsaicina (Fig. 7). Finalmente, también bloqueamos el efecto
antialodinico producido por el otro agonista del receptor 5HT7, MSD-5a (10 mg/kg), usando el antagonista SB-
258719 (5 mg/kg) (Fig. 8).En resumen, los datos anteriores usando dos agonistas diferentes del receptor 5HT7 y la
confirmacion mediante reversién farmacologica con dos antagonistas diferentes del receptor 5HT7, sugieren
claramente que la activacion de receptores 5HT7 ejerce un efecto antialodinico tras la sensibilizacién con capsaicina.
Como AS-19 tiene cierta afinidad por los receptores 5-HT14 ademas de unirse a los receptores 5HT7 (véase la Tabla
1), y como se sabe que los agonistas del receptor 5-HT1a ejercen efectos analgésicos en diversidad de modelos
animales (Colpaert, 2006), después evaluamos la posibilidad de que las acciones de los receptores 5-HT1a pudieran
contribuir también a los efectos antialodinicos de AS-19. Para llevar esto a caso, se administr6 AS-19 junto con el
antagonista selectivo de 5-HT14 WAY-100635 (Foster y col., 1995; Khawaja y col., 1995) a 0,3 mg/kg, una dosis que
no tuvo efecto sobre la alodinia mecanica inducida por capsaicina (Fig. 9) pero que bloqueé en gran medida el efecto
del agonista selectivo de 5-HTia F-13640 (Colpaert y col., 2002) (Fig. 10). Andlogamente, se ha demostrado que
esta dosis bloquea los efectos mediados por 5-HT1a inducidos por 8-OH-DPAT (DI50 = 0,01 mg/kg) (Foster y co.,
1995) y otros agonistas de 5-HTia (Reissig y col., 2005; You y col., 2005). Curiosamente, el efecto antialodinico de
AS-19 a 5y 10 mg/kg no se vio afectado en presencia de WAY-100635, pero fue suprimido por SB-258719 (Fig. 11),
indicando que la activacion de los receptores 5-HT7, pero no de los 5-HT1a, subyace al efecto antialodinico ejercido
por AS-19.

d) Los agonistas selectivos del receptor 5-HT 7 ejercen efectos proalodinicos

La activacion de receptores 5-HT7 por agonistas selectivos tiene un efecto antialodinico en ratones sensibilizados
con capsaicina, pero ¢ejercen los antagonistas selectivos del receptor 5-HT7 un efecto proalodinico? Para investigar
esta posibilidad redujimos tanto la dosis de capsaicina (de 1 pg a 4 ng) como la presion hacia arriba ejercida por el
filamento (de 1 g a 0,25 g). Bajo estas condiciones, los ratones no mostraron alodinia mecanica. Aun asi, cuando se
los traté con SB-258719 o0 SB-269970, los ratones que recibieron esta cantidad minima de capsaicina (4 ng) y fueron
sometidos a esta estimulacion con presion baja (0,25 g) mostraron una alodinia marcada (Fig. 12). Curiosamente, el
efecto proalodinico de los antagonistas del receptor 5-HT7 se observo en ratones inyectados con 4 ng de capsaicina
pero no en ratones inyectados con vehiculo (DMSO al 1 %), sugiriendo la necesidad de una exposicion
sensibilizadora minima para que los antagonistas ejerzan su efecto.

El efecto proalodinico de SB-258719 era dependiente de dosis (Fig. 13) y fue inhibido por AS-19 dependiendo de la
dosis (Fig. 14). La promocién de la alodinia por el otro antagonista, SB-269970, también fue inhibida por AS-19 (Fig.
14), sefialando la implicacién de los receptores 5-HT7 en un efecto de ese tipo.
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Conclusiones

Los receptores 5-HT; desempefian un papel clave en el control de la alodinia mecanica desencadenada por
sensibilizacion con capsaicina:

« La activacion de receptores 5HT 7 por agonistas selectivos inhibe dependiendo de la dosis la alodinia
mecanica inducida por capsaicina.

El efecto antialodinico se evidencié usando dos agonistas selectivos diferentes del receptor 5HT7 (AS-19 y
MSD-5a). AS-19 y MSD-5a bloquearon esta manifestacion conductual de dolor y restablecieron la respuesta
nociceptora de ratones sensibilizados con capsaicina a valores basales encontrados en ratones control no
afectados.

« En contraste, el bloqueo de receptores 5HT ; por antagonistas selectivos produce un efecto
proalodinico dependiente de dosis.

El efecto proalodinico se evidencié usando dos antagonistas selectivos diferentes del receptor 5HT7 (SB-
258719 y SB-269970).

* Los efectos antialodinicos y proalodinicos de los antagonistas pueden revertirse por antagonistas y
agonistas, respectivamente.

Los efectos analgésicos (antialodinicos) tanto de AS-19 como de MSD-5a fueron inhibidos usando dos
antagonistas selectivos diferentes del receptor 5HT; (SB-258719 y SB-269970). Del mismo modo, la
promocion de la alodinia por los antagonistas SB-258719 y SB-269970 fue bloqueada por el agonista AS-19.

Estos resultados revelan la implicacién del receptor 5-HT7 en el control del dolor en afecciones que implican
sensibilizacion central y apuntan a un nuevo uso terapéutico potencial de los agonistas del receptor 5-HT; como
analgésicos, especialmente en dolor neuropatico.

Ejemplo 3: Ligadura parcial del nervio ciatico

El dolor neuropético se refiere a dolor como resultado del dafio (debido a lesion o enfermedad) del sistema nervioso,
incluyendo nervios, médula espinal y algunas zonas del SNC (Woolf y Mannion, 1999; Zimmermann, 2001). Los
pacientes con dolor neuropatico sufren frecuentemente dolor espontaneo, alodinia (respuesta dolorosa a estimulos
normalmente inocuos) e hiperalgesia (dolor exagerado provocado por estimulos nocivos). La evaluacion directa del
dolor espontaneo en animales no es posible, aunque se han sugerido algunos signos tales como acicalamiento
excesivo, cambios en el comportamiento exploratorio o ganancia de peso como indicadores del dolor espontaneo.
En contraste, el dolor provocado (alodinia e hiperalgesia) por estimulos térmicos o mecanicos puede observarse
claramente en la mayoria de modelos animales de dolor neuropatico. Desde el punto de vista mecanistico, los
comportamientos asociados con dolor neuropatico, alodinia e hiperalgesia giran en torno a la idea de sensibilizacion
central, en la que descargas aferentes incrementadas y persistentes provocadas por la lesion hacen que las
neuronas de la médula espinal reduzcan su umbral de estimulacidon para expandir sus campos receptivos y para
incrementar su capacidad de respuesta a diferentes estimulos periféricos (Woolf, 1983; Hylden y col., 1989; Woolf y
Thompson 1991; Coderre y Katz, 1997).

La mayoria de los modelos de dolor neuropatico se hacen produciendo enfermedades o provocando lesiones en
nervios periféricos. Estos procedimientos para inducir dolor neuropatico difieren en la localizacion y el tipo de lesién
nerviosa periférica. Estas incluyen transeccion, ligadura floja o ajustada, aplastamiento, inflamacion perineural,
invasion tumoral, infecciéon y afectacion toxica (Wang y Wang, 2003). En un intento de simular causalgia como
resultado de la lesion parcial de nervios en seres humanos, Seltzer y col. (1990) desarroll6 un modelo de rata de
dolor neuropéatico que implica la ligadura de desde 1/3 hasta 1/2 del grosor del nervio ciatico. Las ratas con ligadura
parcial del nervio ciatico muestran una alodinia marcada frente a la estimulacién con pelos de von Frey e
hiperalgesia frente a estimulos nocivos tanto térmicos como mecanicos en la pata con el nervio ligado ipsolateral. El
dolor provocado aparece al cabo de varias horas después de la ligadura y permanece durante mas de 7 meses.
Resultados similares en ratones fueron obtenidos por Malmberg y Basbaum (1998), quienes establecieron algunas
correlaciones conductuales y neuroanatémicas adicionales y sefialaron la fiabilidad y objetividad del modelo de dolor
neuropatico en ratén por ligadura parcial del nervio ciatico.

a) Efecto de ligandos del receptor 5-HT 7 en dolor neuropatico: prueba de von Frey-alodinia mecanica

La ligadura parcial del nervio ciatico indujo alodinia mecanica. Esto se evidenci6 como un umbral de presion
reducido para provocar la retirada de la pata posterior ipsolateral en el dia 10 después de la lesion, en comparacion
con los valores basales anteriores a la lesion (Fig. 17A). La administracion sistémica del agonista del receptor 5-HT~
AS-19 en los dias 11-13 a dosis de 1, 5 y 10 mg/kg inhibi6 significativamente la alodinia mecanica. A estas tres
dosis, AS-19 restablecio los umbrales de la respuesta de retirada nociceptora de las patas con lesién nerviosa a los
valores basales anteriores a la lesion. El efecto analgésico (antialodinico) desaparecio tan pronto como se detuvo el
tratamiento con AS-19 (los umbrales posteriores al tratamiento el dia después de la administracion no eran
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distinguibles de los anteriores al tratamiento). Los tratamientos con dosis mas bajas (0,1 y 0,3 mg/kg) de AS-19
fueron ineficaces, ya que no se observé modificacién alguna de esta manifestacion conductual de dolor neuropatico
en comparacion con los ratones tratados con vehiculo.

En los testigos quirdrgicos no se indujo alodinia mecanica, pero se encontraron frecuentemente ligeras (no
significativas) reducciones del umbral de la respuesta de retirada nociceptora en ratones testigos quirtrgicos 10 dias
después de la cirugia (Fig. 17B). AS-19 sdlo produjo efectos menores en ratones testigos quirdrgicos, aunque a
dosis de 1 y 5 mg/kg AS-19 incrementd el umbral nociceptor.

De forma similar a AS-19, MSD-5a, otro agonista del receptor 5-HT; usado en este estudio, ejercid efectos
antialodinicos (Fig. 19). La administracién sistémica de MSD-5a en los dias 11-13 a dosis de 1 y 3 mg/kg inhibi6
significativamente la alodinia mecanica. A estas dosis, MSD-5a restablecié los umbrales de la respuesta de retirada
nociceptora de las patas con lesién nerviosa a los valores basales anteriores a la lesion. El efecto analgésico
(antialodinico) desaparecid al dia siguiente después de la Gltima administracion de MSD-5a (los umbrales eran
indistinguibles de los anteriores al tratamiento). El tratamiento con dosis mas baja (0,3 mg/kg) de MSD-5a fue
ineficaz, ya que no se observé modificacién alguna de esta manifestacion conductual de dolor neuropatico en
comparacioén con los ratones tratados con vehiculo. En los testigos quirdrgicos no se indujo alodinia mecanica, pero
se encontraron frecuentemente ligeras (no significativas) reducciones del umbral de la respuesta de retirada
nociceptora en ratones testigos quirtrgicos 14 dias después de la cirugia (Fig. 19B). MSD-5a no produjo ningun
efecto en ratones testigos quirdrgicos.

La activacion de receptores 5-HT7 por el agonista selectivo AS-19 tiene efectos antialodinicos en ratones con lesion
nerviosa, pero para investigar la posibilidad de que un antagonista del receptor 5-HT; ejerza efectos proalodinicos, el
antagonista del receptor 5-HT; SB-258719 fue administrado a ratones neuropaticos. Observamos que el tratamiento
con SB-258719 a 10 mg/kg redujo significativamente el umbral mecanico para provocar la retirada de la pata
posterior con lesién nerviosa ipsolateral, por debajo de los valores posteriores a la lesiéon (Fig. 21A). Curiosamente,
el tratamiento con SB-258719 no s6lo promovié la alodinia en ratones con lesién nerviosa, sino que también fue
capaz de inducir alodinia mecanica en ratones testigos quirargicos (Fig. 21B).

Con el fin de fortalecer la idea de que la activacion de receptores 5-HT; es responsable del efecto analgésico
ejercido por AS-19 y MSD-5a, se intenté revertir farmacolégicamente su efecto antialodinico con el antagonista SB-
258719. El antagonista SB-258719 a la dosis de 5 mg/kg no tuvo efecto antialodinico y fue capaz de revertir el efecto
antialodinico ejercido por AS-19 y MSD-5a a 5 y 10 mg/kg, respectivamente (Fig. 23).

b) Efecto de ligandos del receptor 5-HT 7 en dolor neuropatico: prueba plantar - hiperalgesi a térmica

La ligadura parcial del nervio ciatico indujo hiperalgesia térmica como se evidencié por la reduccion de la latencia de
retirada de la pata frente a estimulo térmico en el dia 10 después de la lesiébn en comparacién con los valores
basales anteriores a la lesion (Fig. 18A). Sin embargo, se observo una disminucion significativa de dicha hiperalgesia
en los dias 11-13 después de la lesion en ratones que recibieron tratamiento con el agonista del receptor 5-HT; AS-
19. De hecho, el tratamiento con AS-19 a dosis de 1 y 10 mg/kg incrementé la latencia de retirada de las patas con
lesién nerviosa a niveles indistinguibles de los valores control basales anteriores a la lesion. Dosis mas bajas (0,1
mg/kg) de AS-19 no ejercieron efecto analgésico (antihiperalgésico). En los testigos quirargicos no se produjo
ninguna modificaciéon significativa de la respuesta nociceptora y la administracion de AS-19 a ratones testigos
quirdrgicos no tuvo efectos (Fig. 18B). De forma similar a AS-19, MSD-5a, otro agonista del receptor 5-HT; usado en
este estudio, a dosis de 1 y 3 mg/kg increment6 la latencia de retirada de patas con lesion nerviosa a niveles no
distinguibles de los valores basales control anteriores a la lesion (Fig. 20A). Dosis mas bajas (0,3 mg/kg) de MSD-5a
no ejercieron efecto analgésico (antihiperalgésico). En los testigos quirtrgicos no se produjo ninguna modificacién
significativa de la respuesta nociceptora y la administracion de MSD-5a a ratones testigos quirdrgicos no tuvo
efectos (Fig. 20B). Curiosamente, el tratamiento con SB-258719 no promovié la hiperalgesia en ratones con lesion
nerviosa (Fig. 22A) pero fue capaz de revertir el efecto antihiperalgésico de agonistas de 5-HT7 (Fig. 24). Como se
muestra en la Fig. 24, el efecto antihiperalgésico de los agonistas, AS-19 (5 mg/kg) y MSD-5a (10 mg/kg) fue
inhibido al coadministrarse con el antagonista SB-258719 (5 mg/kg).

Conclusiones

Los receptores 5-HT 7 desempefian un papel clave en el control del dolor neuropatico:

« La activacion de receptores SHT 7 ejerce un efecto analgésico en dolor neuropatico: los agonistas del
receptor 5HT 7, AS-19 y MSD-5a inhiben comportamientos asociados ¢ on dolor neuropatico (alodinia
mecanica e hiperalgesia térmica).

Los efectos antialodinico e hiperalgésico se lograron completamente usando dosis bajas (1 mg/kg) del
agonista selectivo del receptor 5SHT7, AS-19.

En contraste, el bloqueo de receptores 5HT7 promueve el dolor neuropético: el antagonista del receptor 5HT7
SB-258719 exacerba las manifestaciones conductuales de dolor neuropatico (alodinia mecéanica e
hiperalgesia térmica). El antagonista selectivo del receptor 5HT; SB-258719 potencia la alodinia y la
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hiperalgesia en afecciones de dolor neuropatico tras lesién nerviosa. Ademas, SB-258719 precipité la
aparicion de manifestaciones conductuales de dolor neuropatico en ratones testigos quirdrgicos.

« El efecto analgésico del agonista del receptor SHT 7 y el efecto algésico del antagonista del receptor
5HT pueden revertirse farmacolégicamente mediante lac  oadministracion de ambos compuestos.

Estos resultados revelan la implicacion del receptor 5-HT7 en el control del dolor neuropético y apuntan a un nuevo
uso terapéutico potencial de los agonistas del receptor 5-HT; como analgésicos.

Ejemplo 4: Lesién por constriccién cronica del nervi o ciatico (CCI-SN)

La estimulacion directa del receptor 5-HT; por AS-19 y MSD5a ejerce efectos antihiperalgésicos claramente
definidos en ratas con ligadura del nervio ciatico (Fig. 25 y 26, respectivamente). Estos efectos son bloqueados por
antagonistas de 5-HT; (Fig. 27 y 28). La estimulacion directa del receptor 5-HT7; por AS-19 ejerce efectos
antihiperalgésicos de larga duracion en ratas con ligadura del nervio ciatico (Fig. 25 y 26).

Ejemplo 5: Lesion por constriccion crénica del nervi o intraorbital (CCI-ION)

Tras la operacion el umbral de respuesta (g) se reduce considerablemente en las ratas con lesion nerviosa y el
tratamiento con solucidn salina no produjo ninguna modificacién del umbral nociceptor (Fig. 29-32). Por otro lado, los
agonistas de 5-HT; AS-19 y MSD5a incrementaron claramente el umbral (Fig. 29 y 30). El efecto antialodinico del
agonista de 5-HT7 es bloqueado por el antagonista de 5-HT7 (Fig. 31y 32).

AS-19 es bastante potente y muy eficaz para reducir la alodinia mecanica en ratas con ligadura del nervio
infraorbital.

Conclusiones:
* Los receptores 5-HT; desempefian un papel clave en el control del dolor neuropatico en ratas.

« Los recetores 6-HT7 pueden ser un objetivo pertinente para aliviar el dolor neuropatico tanto cefalico y como
extracefalico (somatico).

Ejemplo 6: Dolor neuropatico derivado de neuropatia de tipo diabético inducida por estreptozotocina.

La neuropatia es una de las complicaciones mas comunes de la diabetes mellitus, una enfermedad crénica grave.
Se estima que el 50 % de los diabéticos desarrollan alguna forma de neuropatia periférica, sufriendo
aproximadamente el 32 % dolor crénico, grave y no remitente. La manifestacién de neuropatia diabética descrita con
mas frecuencia es una polineuropatia simétrica distal. Los pacientes diabéticos de tipo 1 son diagnosticados cuando
la destruccion inflamatoria de células beta es casi total. La estreptozotocina es una toxina que tiene efectos
citotoxicos directos sobre células 3 cuando se inyecta en dosis elevadas. Los ratones tratados con STZ conducen a
la destruccion de células B mediada por autoinmunidad, desarrollando diabetes manifiesta, con hiperglucemia,
hipoinsulinemia, polidipsia y polifagia marcadas.

Tras el tratamiento con estreptozotocina, el umbral de respuesta (g) se reduce considerablemente (Fig. 33). Se
observé un efecto de respuesta a dosis de AS-19, con un claro efecto antialodinico en ratones diabéticos a 10 mg/kg
(Fig. 33).

Ejemplo 7: Modelo de dolor inflamatorio de carrageni na

a) Efecto de AS-19 sobre la alodinia mecanica (medid a mediante von Frey automatico) en afecciones
inflamatorias agudas (3 h después de la carragenina )

Tres horas después de la inyeccién de carragenina, se observd una hinchazén prominente en la pata ipsolateral
afectada. El edema estaba acompafiado por alodinia mecénica, como probd el umbral reducido de retirada de la
pata en la pata tratada con carragenina ipsolateral (pata derecha) con respecto a la pata contralateral control (pata
izquierda) en ratones tratados con vehiculo (Fig. 34). La administracién sistémica de AS-19 (10 mg/kg, s.c.) 30
minutos antes de la prueba de von Frey redujo significativamente la alodinia mecanica inducida por carragenina.

b) Efecto de AS-19 sobre la hiperalgesia en afeccion es inflamatorias crénicas (4 dias después de la
carragenina)

Cuatro dias después de la inyeccion de carragenina la hinchazén era aun notable y la pata ipsolateral mostraba
hiperalgesia térmica. Un sola inyeccion con AS-19 (10 mg/kg, s.c.) en el 4° dia inhibi6o significativamente la
hiperalgesia térmica en la pata afectada (Fig. 35). De hecho, no se observo hiperalgesia térmica en los ratones que
recibieron AS-19, ya que la latencia de retirada de la pata tratada con carragenina afectada no fue significativamente
diferente de la de la pata contralateral no afectada del grupo vehiculo.
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Ejemplo 8: Modelo de dolor inflamatorio de formalina
Efecto de AS-19 después de inyeccion de formalina

AS-19 (5 mg/kg i.p.) ejercié una disminucion significativa en el tiempo de lamida de la pata en la segunda fase de la
prueba de formalina (Fig. 36).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto que se une al receptor 5HT7 y que actia como un agonista total o parcial en la produccién
de un medicamento para el tratamiento de alodinia, caracterizado porque el compuesto que se une al receptor de
5-HT7 se une con una afinidad con un factor de al menos 10 veces mayor (expresado como un valor de Ki) al
receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT1a.

2. Uso, de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el estimulo que provoca la alodinia es mecanico.

3. Uso, de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el estimulo que provoca la alodinia es
térmico.

4. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 se une con una afinidad con un factor de al menos 30 veces mayor (expresada como un valor de Ki)
al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT14, mas preferentemente con una afinidad con un factor de al menos 50 veces
mayor, lo mas preferentemente, con una afinidad con un factor de al menos 100 veces mayor.

5. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 se une con una afinidad (expresada como un valor de Ki) al receptor 5-HT7; que a cualquier otro
receptor 5-HT, uniéndose especialmente con una afinidad con un factor de al menos 10 veces mayor,
preferentemente con una afinidad con un factor de al menos 30 veces mayor, mas preferentemente con una afinidad
con un factor de al menos 50 veces mayor, lo mas preferentemente, con una afinidad con un factor de al menos 100
veces mayor.

6. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT se une al receptor 5-HT; con un valor de Ki menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM,
mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor
de 25 nM, lo mas preferentemente, menor de 10 nM.

7. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 se une al receptor 5-HT7 con un valor de Ki menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM,
mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor
de 25 nM, lo mas preferentemente menor de 10 nM y se une con una afinidad mayor (expresada como un valor de
Ki) al receptor 5-HT7 que al receptor 5-HT14, uniéndose concretamente con una afinidad con un factor de al menos
10 veces mayor, preferentemente con una afinidad con un factor de al menos 30 veces mayor, mas preferentemente
con una afinidad con un factor de al menos 50 veces mayor, lo mas preferentemente al menos 100 veces mayor.

8. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 se une al receptor 5-HT7 con un valor de Ki menor de 1000 nM, preferentemente menor de 200 nM,
mas preferentemente menor de 100 nM, incluso mas preferentemente menor de 50 nM, muy preferentemente menor
de 25 nM, lo mas preferentemente menor de 10 nM y se une con una afinidad mayor (expresada como un valor de
Ki) al receptor 5-HT7 que a cualquier otro receptor 5-HT, uniéndose concretamente con una afinidad con un factor de
al menos 10 veces mayor, preferentemente con una afinidad con un factor de al menos 30 veces mayor, mas
preferentemente con una afinidad con un factor de al menos 50 veces mayor, lo mas preferentemente con una
afinidad con un factor de al menos 100 veces mayor.

9. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 actla como agonista total o parcial, concretamente como agonista total.

10. Uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el compuesto que se une al
receptor 5-HT7 es AS-19 o MSD5a, especialmente AS-19, opcionalmente en forma de su racemato, estereocisémeros
puros, concretamente enantiomeros o diastereémeros, o en forma de mezclas de estereoisémeros, concretamente
enantiomeros o diasteredmeros, en cualquier proporcion adecuada; en la forma mostrada o en forma del acido o la
base o en forma de una sal, concretamente una sal fisioldgicamente aceptable, o en forma de un solvato,
especialmente un hidrato.

29



ES 2374739 T3

Figura 1:
ESTIMULACION DE
VON FREY
TRATAMIENTOS (1900259)
HABITUACION ! L
! e
120 min 30 min 15 min

CAPSAICINA (1 g 0 4 ng)
O VEHICULO (DMSO al 1%)

30



Figura 2:

ES 2374739 T3

60-
< 0
5 —
5 I
o
@
o 40
-
[}
®
£ 301
o
S
o 204
Q
o _
o *kk
- i
0
Vehiculo Capsaicina 1 ug
ESTIMULACION
DE VON FREY
(19)
HABITUACION l
M (] 1
1 : I I
120 min 15 min

CAPSAICINA (1 ug) O
VEHICULO (DMSO al 1%)

31



ES 2374739 T3

Figura 3:
60
,t-n-. sk k
E 50_ L 2.3 .3
g. % %k
[48]
© 40
)
=
e 30
T
S 20-
@© —
e
S 104
3
0
Vehiculo 0.3 1 5 10 20
AS-19 (mg/kg, sc)
ESTIMULACION
DE VON FREY
TRATAMIENTOS (19
HABITUACION
1 [
4 ] l
120 min 30 min 15 min

CAPSAICINA (1 pg)

32



ES 2374739 T3

Figura 4:
60-
0
& 50-
4]
o
o
o 401
o
©
e
£ 301 *
©
=
P 20
Q
3
w 104
-l
0
Vehiculo 3 10 30
MSD-5a (mg/kg, sc)
ESTIMULACION
DE VON FREY
TRATAMIENTOS (19)
HABITUACION
:
120 min 30 min 15 min

CAPSAICINA (1 pg)

33



ES 2374739 T3

Figura 5:
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Figura 17:
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Figura 18:
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Figura 19
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A - LIGADURA DEL NERVIO
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Figura 21:
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Figura 22;
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Figura 23:

Umbral de retirada
Exposicion a filamentos de von Frey (g}

Umbral de retirada
Exposicion a filamentos de von Frey (g}

1,50 11
1,25
1,00 4
0,75 1
0,50
0,25

%k

N

N e

ES 2374739 T3

0,00

1,50 1
1,25 1
1,00 4
0,75 J

0,50 -
0,25 J

0,00

*kk

*
*
*

NH

52

38&
e ded

— Antes de |a lesion
Antes del tratamiento
SB-258718 (5)

Rl £S-19 (5
AS-18 (5) + SB-258719 (5)

[ Antes de la lesidn

Antes del tratamiento

EZA sp 058719 (5

B /sD-5a (10)

MSD-5a (10) + SB-258719 (5)



ES 2374739 T3

Figura 24:
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Figura 25:

CCI-SN, Umbral de retirada de la pata
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Figura 26:

CCI-SN, Umbral de retirada de la pata Prueba de Randall-Selitto
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Figura 27:
CCI-SN, Umbral de retirada de la pata Prueba de Randall-Selitto
2501
T 207
=
O
73]
g
o
150 1
V4
Cmnl t;u " 180 300 ' 4'20 - 9;50 " 1080 11:00 '_1;zo 1440 min
ﬂ 1 3 5 7 16 18 20 22 24 h
Tiempo

CCI-SN, Umbral de vocalizacién
500"
450 |

400

Presion (g)

350 4

300

Y
T T T T

c

pya
T L T T T T T

L L L] T T
0 60 180 300 420 260 1080 1200 1320 1440
M 1 3 5 7 16 18 20 22 24

Tiempo

T

—e— solucidn salina + AS 19 10mg/kg s.c. (n = 8)
—a— SB 269970 3 mg/kg i.p. + solucion salina (n = 6)
—— SB 269970 3 mg/kgi.p. +AS 19 10 mgkg s.c. (n=5)

56



ES 2374739 T3

Figura 28:

CCI-SN, Umbral de retirada de la pata Prueba de Randall-Selitto
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Figura 29:
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Figura 30:
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Figura 31:
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Figura 32:
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Figura 33:
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Figura 34:
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