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DESCRIPCION
Modelo de roedor de enfermedad para dolor muscular crénico.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un modelo de roedor de enfermedad en el que un dolor crénico, particularmente
dolor muscular crénico y/o alodinia tactil crénica, se induce por un tratamiento para disminuir el nivel de aminas
biogénicas, y a un procedimiento para cribar un agente terapéutico para un dolor crénico, particularmente
fibromialgia, que usa dicho modelo animal de enfermedad.

Técnica anterior

El dolor se define como una sensacion desagradable que va acompafiada de lesion de tejido existente o se expresa
a partir de una experiencia tal, o una experiencia de una accién emocional (Asociacion internacional para el estudio
del dolor, 1979), y se divide en dolor agudo y dolor crénico.

En el dolor agudo, un estimulo nociceptivo que viola un tejido del cuerpo biolégico es la entrada en un nociceptor
periférico, convertido en una accién potencial y transferida como un impulso a la médula espinal, en la que es
influenciada por diversos sistemas inhibidores tales como sistema descendente, y asciende el sistema de
transferencia sensorial y alcanza la corteza cerebral, de manera que es reconocido el dolor agudo. Es decir, el dolor
agudo es un dolor fisiolégico producido por un estimulo nociceptivo y tiene una significancia como reaccion de aviso
en el cuerpo biolégico. El dolor agudo desaparece por la cancelacion del estimulo nociceptivo o curando la lesion.

Por otra parte, el dolor cronico es un dolor que se refiere independientemente de la curacién de la lesion del tejido o
un dolor que se refiere independientemente de la ausencia de lesion de tejido evidente. Es decir, el dolor crénico es
“un dolor que se refiere independientemente de la superacién del periodo generalmente necesario para curar la
enfermedad, o un dolor relacionado con enfermedades no cancerigenas progresivas”.

El dolor crénico no tiene una significancia fisioldgica como sistema de aviso del cuerpo biolégico a diferencia del
caso de dolores agudos vy, lo que es mas, estropea enormemente calidad de vida de los pacientes. Por tanto, el
dolor crénico es una enfermedad independiente y requiere un tratamiento, concretamente eliminacién del dolor, pero
la mayoria de los casos de dolor crénico son de dificil cura.

La fibromialgia es una enfermedad que tiene un dolor crénico insoportable sistémico como sintoma principal
acompafiado de diversos sintomas comorbidos tales como insomnio, sensacidon de fatiga sistémica, sintoma
depresivo y similares. Los patrones de diagndstico del Colegio americano de reumatologia son la continuacion de un
dolor sobre una amplia parte del cuerpo durante 3 meses o més y la presencia de dolor con la palpacion en 11
puntos o0 mas entre los 18 puntos sensibles en todo el cuerpo (ligamentos, tendones, muisculos y similares en
contacto con los huesos). Algunas veces va acompafnado de un dolor producido por un estimulo tactil o estimulo frio
que generalmente no produce un dolor, llamado alodinia tactil o alodinia fria. Ademas, también va frecuentemente
acompafiado de una hiperalgesia térmica en la que se acelera la sensibilidad al estimulo térmico. Como la tasa de
prevalencia de la fibromialgia es aproximadamente del 2% de la poblacion, estd presente un numero
considerablemente grande de pacientes. Sin embargo, como no estd presente un procedimiento terapéutico
suficientemente eficaz, el problema se ha dirigido fuertemente hacia el desarrollo de un nuevo procedimiento
terapéutico que tenga alta eficacia.

El mecanismo patofisiolégico de la fibromialgia no se ha revelado suficientemente. Como el dolor crénico
insoportable sistémico y diversos sintomas comarbidos tales como insomnio, sensacién de fatiga sistémica, sintoma
depresivo y similares, al igual que las caracteristicas de fibromialgia, no pueden describirse completamente por una
anomalia de nivel periférico, se considera que una anomalia del mecanismo de control del dolor del sistema nervioso
central participa en el mecanismo patofisiolégico de la fibromialgia (por ejemplo, véase la referencia de no patente
1). En realidad, los resultados de estudios que usaron una obtencién de imagenes de resonancia magnética
funcional (fRMN) y una tomografia de emision de un Unico foton (SPET) muestran que hay una anomalia en la
funcion cerebral de pacientes con fibromialgia (por ejemplo, véanse las referencias de no patente 2 y 3).

Los cambios cuantitativos y las anomalias funcionales de diversos neurotransmisores, citocinas u hormonas son
sugeridos en pacientes con fibromialgia. La concentracion de aminoacido excitante, sustancia P o factor de
crecimiento nervioso en el liquido cefalorraquideo de pacientes con fibromialgia es mayor en comparacion con la de
los grupos de no paciente. Por otra parte, la concentracién de metabolito de serotonina, dopamina o norepinefrina en
el liquido cefalorraquideo de pacientes con fibromialgia es inferior en comparacion con la de los grupos de no
paciente (por ejemplo, véase la referencia de no patente 4). Se ha informado que hay una correlacién entre la
cantidad de aminoacido excitante como un transmisor excitante del cerebro en la insula cerebral y el nivel de dolor
de pacientes con fibromialgia (por ejemplo, véase la referencia de no patente 5).

Ademas, se ha informado que hay una anomalia en el mecanismo de liberacion de dopamina cerebral para un
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estimulo de dolor en pacientes con fibromialgia (por ejemplo, véase la referencia de no patente 4). Citocinas tales
como interleucina-1 y factor de necrosis tumoral se han detectado a partir del tejido de piel de pacientes con
fibromialgia (por ejemplo, véase la referencia de no patente 6). Ademas, se ha sugerido que la funcidén de secrecion
de la hormona de crecimiento o factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) se reduce en pacientes con
fibromialgia (por ejemplo, véase la referencia de no patente 4). Por tanto, se ha sugerido la posibilidad de que
muchos neurotransmisores, citocinas u hormonas y similares contribuyan al mecanismo patofisiolégico de
fibromialgia, pero no se ha revelado todavia que el cambio sea la patogénesis causal y cual es el consiguiente
fendémeno. Es decir, todavia no se ha revelado el mecanismo patofisioldgico de la fibromialgia (por ejemplo, véase la
referencia de no patente 6).

Recientemente se ha informado de que la pregabalina (un ligando del canal de ca® nervioso), la duloxetina (una
serotonina selectiva y el inhibidor de la recaptacion de norepinefrina) o el pramipexol (un agonista de receptores de
dopamina) alivian la puntuacion de sintomas de dolor de pacientes con fibromialgia estadisticamente
significativamente en comparacion con el grupo de placebo (por ejemplo, véanse las referencia de no patente 7 a 9).

Sin embargo, los efectos de estos farmacos son limitados y todavia no hay procedimiento terapéutico que sea
suficientemente eficaz sobre los sintomas centrados en el dolor de pacientes con fibromialgia. Por consiguiente, hay
una fuerte demanda del desarrollo de otro agente terapéutico excelente que tenga efectos suficientes y muestre
menos efectos secundarios.

En general, la validez de un modelo animal de enfermedad se evalla desde el punto de vista de la validez de
aspecto (tanto si el modelo como la enfermedad humana se parecen o no sintomaticamente), validez de la
construccion (tanto si el modelo se basa o no en el fundamento tedrico) y validez predictiva (tanto si los efectos del
agente terapéutico guardan relacién o no en el entorno del modelo y clinico). Al igual que el modelo animal de
enfermedad de dolor crénico que va acompafiado de dolor muscular, se ha informado de un procedimiento en el que
carragenina o0 agua acida se inyectan intramuscularmente (por ejemplo, véanse las referencias de no patente 10 y
11) y un procedimiento en el que se aplica una carga de natacion forzada repetida (por ejemplo, véase la referencia
de no patente 12). Sin embargo, hasta la fecha no se ha informado de un modelo animal que refleje suficientemente
el mecanismo patofisioloégico de la fibromialgia desde el punto de vista de la validez de aspecto, validez de la
construccion y validez predictiva.

Con respecto a la accién inductora del dolor de la reserpina, hasta la fecha se ha informado de que una
administracion Unica intraperitoneal de reserpina produce hipersensibilidad a la estimulacidon térmica en ratas. Sin
embargo, se ha informado de que esta hipersensibilidad a la estimulacién térmica es un dolor agudo transitorio que
desaparece en el plazo de 24 horas (por ejemplo, véase la referencia de no patente 13). Todavia no se ha informado
de la induccién de la generacion de un dolor por reserpina durante un largo periodo de tiempo de 1 dia 0 mas.

Con respecto a la accion de la reserpina sobre el nivel de aminas biogénicas, se ha informado de que la
administracion subcutanea repetida de reserpina de 0,5 mg/kg/dia durante 2, 7 y 14 dias consecutivos induce el
agotamiento crénico de catecolamina en practicamente todas las regiones cerebrales de ratas (véase la referencia
de no patente 14). Aunque no se han evaluado sensibilidades nociceptivas por pruebas de comportamiento.

Con respecto al presente uso de animales no humanos para cribar el tratamiento terapéutico del dolor crénico, los
efectos de la pregabalina sobre el musculo y la hiperalgesia cutanea en dos modelos de dolor muscular crénico en
ratas, el modelo inflamatorio inducido por inyeccién intramuscular de carragenina y el modelo no inflamatorio
inducido por dos inyecciones unilaterales de solucion salina acida en el masculo gemelo (véase la referencia de no
patente 15).

Referencia de no patente 1: Nature Clinical Practice Rheumatology, 2006, vol. 2, p. 90 - 97
Referencia de no patente 2: Journal of Rheumatology, 2004, vol. 31, p. 364 - 378

Referencia de no patente 3: American Journal of the Medical Science, 1998, vol. 315, p. 385 - 396
Referencia de no patente 4: Current Opinion in Investigational Drugs, 2007, vol. 16, p. 829 - 841
Referencia de no patente 5: Arthritis & Rheumatism, 2008, vol. 58, p. 903 - 907

Referencia de no patente 6: Joint Bone Spine, 2008, vol. 75, p. 273 - 279

Referencia de no patente 7: The Journal of Rheumatology, 2008, vol. 35, p. 502 - 514
Referencia de no patente 8: Pain, 2008, vol. 136, p. 432 - 444

Referencia de no patente 9: Arthritis & Rheumatism, 2005, vol. 52, p. 2495 - 2505

Referencia de no patente 10: Pain, 2000, vol. 35, p. 333 - 343

Referencia de no patente 11: Muscle & Nerve, 2000, vol. 24, p. 37 - 46

Referencia de no patente 12: Physiology & Behavior, 2006, vol. 88, p. 82 - 87

Referencia de no patente 13: European Journal of Pharmacology, 1982, vol. 83, p. 325 - 328
Referencia de no patente 14: Journal of neurological Science, 1992, vol.110, p. 205-214
Referencia de no patente 15 : Journal of Pain, 2007, vol. 8, p 422-429
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Divulgacion de lainvencion
Problemas que va aresolver lainvencion

Con el fin de crear un agente terapéutico para fibromialgia, es esencial un modelo animal no humano de enfermedad
que refleje el mecanismo patofisiologico de fibromialgia desde el punto de vista de la validez de aspecto, validez de
la construccion y validez predictiva y que también puede llevar a cabo eficientemente el cribado de una sustancia de
prueba. Sin embargo, no se ha informado de un modelo animal no humano de enfermedad que satisfaga
completamente tales condiciones.

Por consiguiente, los presentes inventores han llevado a cabo estudios intensivos con el objetivo de desarrollar un
modelo animal no humano de enfermedad que genere persistentemente sintomas de dolor cronico de dolor
muscular y alodinia tactil y sintomas depresivos, que son sintomas caracteristicos de fibromialgia, y también tenga
excelente predictibilidad de efectos clinicos de agentes terapéuticos, y un procedimiento de cribado que use el
mismo.

Medios para resolver los problemas

Como resultado, se encontré6 que administrando reserpina a un roedor podia generarse dolor muscular crénico y
alodinia tactil crénica que es mantenida durante 1 semana o mas después de su administracion. Ademas, se
confirmé que esta aparicion de dolor muscular crénico y alodinia tactil crénica estaba originada por la disminucion
del nivel de aminas biogénicas producido por la reserpina. Ademas, se confirmé que el roedor administrado con
reserpina generaba persistentemente un sintoma depresivo junto con el dolor muscular crénico y alodinia tactil
cronica. Ademas, se confirmé que la pregabalina, duloxetina y pramipexol, cuya eficacia sobre la fibromialgia se ha
confirmado por ensayos clinicos, son eficaces en este modelo animal de enfermedad, pero el diclofenac, que es un
agente antiinflamatorio no esteroideo, no es eficaz.

Por tanto, la presente invencion se refiere a:

[1] El uso de un roedor al que se administré reserpina para la induccion de dolor muscular crénico y/o
alodinia tactil crénica como modelo animal de enfermedad para dolor crénico.

[2] El uso descrito en [1], en el que el modelo animal de enfermedad expresa adicionalmente un sintoma de
depresion.

[3] El uso descrito en [1] o [2] en el que el roedor es una rata.

[4] Un procedimiento para cribar un agente terapéutico de dolor cronico, caracterizado porque una
sustancia de prueba se administra al modelo animal de enfermedad descrito en una cualquiera de [1] a [3].

[5] El procedimiento de cribado descrito en [4], en el que se mide el valor umbral de dolor por presion
muscular, el valor umbral de sensacion de dolor en la piel, sensibilidad al frio y/o sensibilidad al calor.

[6] El procedimiento de cribado descrito en [4] o [5], en el que el dolor crénico es fibromialgia.
Efecto de la invencion

Por el tratamiento para disminuir el nivel de aminas biogénicas, el modelo de roedor de enfermedad usado en la
presente invencion expresa persistentemente sintomas de dolor crénico de dolor muscular y alodinia tactil y expresa
un sintoma de depresion como un sintoma comérbido. Este modelo de roedor de enfermedad es excelente en la
validez de aspecto en términos de que muestra los sintomas de dolor crénico sostenidos (dolor muscular y alodinia
tactil) y también va acompafiado del sintoma de depresion. Como la amina biogénica tal como dopamina,
norepinefrina, serotonina y similares participan profundamente en la transmision de la sensacién de dolor, la
atenuacion del mecanismo que controla el dolor por la amina biogénica podria convertirse en un mecanismo
patofisiolégico de dolor cronico. Es decir, este modelo de roedor de enfermedad es excelente en la validez de la
construccion en términos de que la reduccién del nivel de aminas biogénicas del sistema nervioso central participa
en los sintomas de dolor. Ademas, este modelo de roedor de enfermedad también es excelente en la validez
predictiva en términos de que los agentes cuya eficacia sobre la fibromialgia se ha confirmado por ensayos clinicos
son eficaces en su interior y un mero agente antiinflamatorio no esteroideo no es eficaz. Por tanto, dicho modelo de
roedor de enfermedad es notablemente Util como modelo de enfermedad de dolores cronicos, particularmente
fibromialgia. Por consiguiente, los candidatos para el agente terapéutico de dolores cronicos, particularmente
fibromialgia, pueden evaluarse eficazmente por la presente invencion.
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Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una grafica que muestra la influencia de la administracion repetida de reserpina en el valor
umbral de dolor por presién muscular en rata macho (A) y rata hembra (B).

La Fig. 2 es una grafica que muestra la influencia de la administracion repetida de reserpina en el valor
umbral de sensacion de dolor en la piel en rata macho (A) y rata hembra (B).

La Fig. 3 es una grafica que muestra respectivamente las influencias del tratamiento de administracion
repetida de reserpina en las cantidades de dopamina (A, D y G), norepinefrina (B, E y H) y serotonina (C, F y
1) en la médula espinal, tAlamo y corteza prefrontal (circulo abierto: grupo de administraciéon de vehiculo,
circulo cerrado: grupo de administracion de 0,1 mg/kg, triangulo invertido cerrado, grupo de administracion de
0,3 mg/kg, triangulo cerrado: grupo de administracién de 1 mg/kg).

La Fig. 4 es una gréafica que muestra el tiempo de inmovilidad en una prueba de natacion forzada en el 1° dia
(A), 3°dia (B), 5° dia (C), 7° dia (D) y 14° dia (E) después de la administracion repetida de reserpina.

La Fig., 5 es una grafica que muestra respectivamente los efectos de pregabalina (A y B), duloxetina (C y D),
pramipexol (E y F) y diclofenac (G y H) sobre la reduccién del valor umbral de dolor por presion muscular y
reduccion del valor umbral de sensacion de dolor en la piel, que se indujeron por administracién de reserpina
repetida.

La Fig. 6 es una gréafica que muestra las influencias del tratamiento de una administraciéon Unica de reserpina
en el valor umbral de dolor por presion muscular (A), valor umbral de sensacién de dolor en la piel (B),
sensibilidad al frio (C) y sensibilidad al calor (D).

La Fig. 7 es una gréfica que muestra respectivamente las influencias de la administracion Unica de vehiculo
(circulo abierto) y la administracion Unica de reserpina (circulo cerrado) en la cantidad de dopamina (A),
norepinefrina (B), serotonina (C), DOPAC (D), MHPG (E) y 5-HIAA (F) en la médula espinal.

La Fig. 8 es una gréafica que muestra respectivamente las influencias de la administracion Unica de vehiculo
(circulo abierto) y la administracién Unica de reserpina (circulo cerrado) en la cantidad de dopamina (A),
norepinefrina (B), serotonina (C), DOPAC (D), MHPG (E) y 5-HIAA (F) en el talamo.

La Fig. 9 es una gréafica que muestra respectivamente las influencias de la administracién Unica de vehiculo
(circulo abierto) y la administracién Unica de reserpina (circulo cerrado) en la cantidad de dopamina (A),
norepinefrina (B), serotonina (C), DOPAC (D), MHPG (E) y 5-HIAA (F) en la corteza prefrontal.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

Lo siguiente describe la presente invencién adicionalmente en detalle. Ejemplos del roedor que va a usarse en la
presente invencion incluyen roedores tales como rata, ratén, jerbo de Mongolia, cobaya, hdmster y similares.

Macho o hembra, semanas de edad, peso corporal, la presencia o ausencia de administracién y similares de
roedores no estan particularmente limitados, en tanto que puedan emplearse en la preparacion del modelo de roedor
de enfermedad de interés y en el cribado de una sustancia de prueba.

La amina es un término general de compuestos en los que el atomo de hidrégeno del amoniaco (NH3) esta sustituido
con un grupo hidrocarburo tal como un grupo alquilo y similares. Amina biogénica significa una amina biosintetizada
in vivo, y ejemplos de las mismas incluyen una catecolamina, una indolamina y una imidazolamina. Ejemplos de la
catecolamina incluyen dopamina, norepinefrina (noradrenalina) y epinefrina (adrenalina). Ejemplos de la indolamina
incluyen serotonina y melatonina. Ejemplos de la imidazolamina incluyen histamina.

Un tratamiento para reducir el nivel de aminas biogénicas es un tratamiento para reducir el nivel de aminas en un
mamifero, y ejemplos del mismo incluyen administracion de un agente que reduce el nivel de aminas biogénicas.
Ejemplos del agente que reduce el nivel de aminas biogénicas incluyen un inhibidor de transportadores vesiculares
de monoaminas, un inhibidor de los nervios simpatéticos, un inhibidor de la biosintesis de aminas biogénicas y una
neurotoxina. Ejemplos del inhibidor de transportadores vesiculares de monoaminas incluyen reserpina y
tetrabenazina. Ejemplos del inhibidor de los nervios simpatéticos incluyen guanetidina, bretilio y a-metildopa.
Ejemplos del inhibidor de la biosintesis de aminas biogénicas incluyen p-clorofenilalanina, a-metiltirosina y
carbidopa. Ejemplos de la neurotoxina incluyen 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT) y N-
(cloroetil)-N-etil-2-bromobencilamina (DSP-4).

El procedimiento para administrar reserpina que reduce el nivel de aminas biogénicas e induce dolor muscular
cronico y/o alodinia tactil cronica se ajusta opcionalmente segln la especie y el peso corporal del animal y
propiedades del agente. La administracion puede ser tanto una administracién Gnica como administracion repetida
(administracion de dos o mas veces dejando hueco durante un cierto periodo de tiempo). Por ejemplo, en el caso de
la administracion repetida, la administracion puede llevarse a cabo una vez o dos 0 mas veces al dia durante 2 dias
a 1 mes. La via de administracién incluye administracién subcutanea, administracién intraperitoneal, administracion
por via oral y similares, aunque no se limitan a éstas. La dosis se ajusta opcionalmente segun la especie y peso
corporal del animal, via de administracion, propiedades del agente y similares. Por ejemplo, es preferible de 0,3
mg/kg a 1 mg/kg cuando la reserpina se administra subcutaneamente repetidamente a la rata una vez al dia durante
3 dias. Por tanto, es preferible de 1 mg/kg a 3 mg/kg en el caso de administracién Unica de reserpina a la rata. Como
disolvente de administracion puede usarse agua, solucion salina fisiolodgica y similares, aunque no se limitan a éstos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2385138 T3

La administracién puede llevarse a cabo usando una jeringuilla y similares, aunque no se limita a este
procedimiento.

El dolor cronico es un dolor que es referido por un paciente independientemente de superar el periodo de tiempo
generalmente requerido para curar la enfermedad o un dolor relacionado con enfermedades no cancerigenas
progresivas. Aunque el dolor crénico continda generalmente durante 3 a 6 meses o mas en el caso del ser humano,
no es apropiado aplicar la duracion del dolor de tal ser humano a otros mamiferos que tienen periodos de vida
diferentes del ser humano. En el caso de roedores que tienen un periodo de vida de aproximadamente 1 a 3 afios,
un dolor que es generalmente mantenido durante varios dias 0 mas puede considerarse un dolor crénico.

El dolor crénico en el modelo de roedor de enfermedad para su uso en la presente invencién puede evaluarse por un
valor umbral de dolor por presion muscular que es un indice del dolor muscular crénico y/o por la reduccién de un
valor umbral de sensacion de dolor en la piel que es un indice de alodinia tactil. Ademas, el dolor crénico también
puede evaluarse por la reduccion del valor umbral de reaccién para una estimulacion mecénica tal como una
estimulacién plantar por un Randall-Selitto y una estimulacion por pellizco, reduccion del umbral de reaccion para
una estimulacion térmica, reduccion del umbral de reaccién para estimulacién por frio, reduccion de umbral de
reaccion para estimulacion eléctrica, aumento del comportamiento de dolor para estimulacion quimica, aumento del
comportamiento de dolor espontaneo tal como comportamiento de elevacién de los patas en ausencia de una
estimulacion y similares. Sin embargo, los procedimientos de evaluacion de dolores cronicos no se limitan a éstos.

Por ejemplo, el dolor crénico puede evaluarse por la medicion de uno o dos o mas de un valor umbral de dolor por
presion muscular que se convierte en el indice del dolor muscular crénico; reduccién de un valor umbral de
sensacion de dolor en la piel que se convierte en el indice de alodinia tactil; sensibilidad al frio que se convierte en el
indice de alodinia fria; y sensibilidad al calor que se convierte en el indice de hiperalgesia térmica.

El valor umbral de dolor por presion muscular es una magnitud de la estimulacion por presion minima a la que un
animal genera una reaccion de retirada cuando una estimulacién por presién gradualmente creciente se aplica a un
musculo, y al igual que su medicion, pueden usarse diversos procedimientos convencionalmente conocidos
seleccionandolos segun la especie de animal. Por ejemplo, en el caso de rata, puede medirse mediante el
procedimiento de Schafers y col. como se muestra mas adelante en los ejemplos, es decir, el tamafio de
estimulacién por presién minima al que la rata muestra una reaccion de retirada se usa como el valor umbral de
dolor por presién muscular, afiadiendo una estimulacién por presiéon gradualmente creciente al mdsculo gemelo de la
pata trasera derecha.

El valor umbral de sensacién de dolor en la piel es una magnitud de la estimulacién tactil minima a la que un animal
genera una reaccion de retirada cuando una estimulacién tactil gradualmente creciente se aplica a la piel, y al igual
gue su medicion, pueden usarse diversos procedimientos convencionalmente conocidos seleccionandolos segun la
especie de animal. Por ejemplo, en el caso de rata, por el procedimiento de pelo de von Frey como se muestra mas
adelante en los ejemplos, filamentos de von Frey que tienen diferentes diametros se aplican a la superficie plantar
de la pata trasera derecha por el procedimiento de pelo de von Frey como se muestra mas adelante en los ejemplos,
y el filamento de didmetro minimo al que la rata muestra una reaccion de retirada se mide como el valor umbral de
dolor de piel.

La sensibilidad al frio es la reactividad de un animal cuando un estimulo frio se afiade al mismo, y al igual que su
medicion, diversos procedimientos convencionalmente conocidos pueden usarse seleccionandolos segun la especie
de animal. Por ejemplo, en el caso de rata, como se muestra méas adelante en los ejemplos, puede medirse como el
namero de reacciones cuando se aplica acetona a las patas traseras de la rata por el procedimiento de acetona.

La sensibilidad al calor es la reactividad de un animal cuando un estimulo de calor se afiade al mismo, y al igual que
su medicion, diversos procedimientos convencionalmente conocidos pueden usarse seleccionandolos segun la
especie de animal. Por ejemplo, en el caso de rata, como se muestra mas adelante en los ejemplos, puede medirse
mediante el procedimiento de Hargreaves y col., como la ocultacién por reaccién de retirada de la pata trasera
cuando la pata trasera de una rata se estimula con calor de infrarrojos.

Por otra parte, el sintoma depresivo puede evaluarse usando, como indice, el aumento del tiempo de inmovilidad en
la prueba de natacion forzada. Sin embargo, la medicién del sintoma depresivo no se limita a este indice, y ademas
de éste, el tiempo de inmovilidad en la prueba de suspension de la cola, actividad motora espontanea y similares
también pueden usarse como indice.

En el procedimiento de cribado de la presente invencion, la administracién de una sustancia de prueba puede
llevarse a cabo en cualquier momento después del tratamiento para inducir dolor muscular crénico y/o alodinia tactil
cronica. Por ejemplo, se administra en el plazo de 1 semana después de completarse el tratamiento. Por ejemplo, el
efecto de una sustancia de prueba puede evaluarse administrandola durante un periodo opcional desde el 3° dia
hasta el 7° dia después de la administracion repetida de reserpina a un roedor, durante el cual el valor umbral de
dolor por presion muscular y el valor umbral de sensacién de dolor en la piel son significativamente reducidos
(Ejemplo 1) y el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién forzada como indice de sintoma depresivo es
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significativamente reducido (Ejemplo 3). Ademas, su efecto puede evaluarse administrando la sustancia de prueba
durante un periodo opcional desde el 2° dia hasta el 10° dia después de la administracién Unica de reserpina a un
roedor, durante el cual el valor umbral de dolor por presion muscular, el valor umbral de sensacién de dolor en la piel
y la sensibilidad al frio son significativamente acelerados (Ejemplo 5).

Como sustancia de prueba puede usarse un compuesto sintético convencionalmente conocido o novedoso, un
producto natural, un anticuerpo, un acido nucleico, un péptido, una proteina y similares, ademas de un extracto de
tejido biolégico, un sobrenadante de cultivo celular y similares.

La administracion de una sustancia de prueba se lleva a cabo segun las caracteristicas de la sustancia de prueba,
por administracion por via oral, administracion intravenosa, administracion percutanea, administracion
intraperitoneal, administracion intratecal, administracion intracerebroventricular y similares. La sustancia de prueba
se administra generalmente usando un disolvente de administracién. Por ejemplo, si la sustancia de prueba se
administra por via oral, se prefiere un procedimiento en el que se disuelva o suspenda en agua, un disolvente
organico o similares, y se administra forzosamente usando una jeringuilla, un cuentagotas o similares.

En la realizacién del procedimiento de cribado de la presente invencion se desea usar un grupo de control en el que
solucion salina fisiol6gica, agua destilada o similares solos en lugar de la sustancia de prueba como un grupo de
control comparativo con el que se compara el grupo administrado con la sustancia.

Ejemplos

Lo siguiente describe la presente invencion adicionalmente en detalle basandose en los ejemplos, aunque la
presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplo 1 Influencia de administracion repetida de reserpina en el valor umbral de dolor por presién muscular y el
valor umbral de sensacion de dolor en la piel

1. Procedimientos de prueba
Se usaron ratas Sprague-Dawley macho y hembra (Japan SLC, Hamamatsu, Japén).

La medicién del valor umbral de dolor por presién muscular se llevé a cabo segun el procedimiento de Schafers y
col. (Schafers M. y col., Pain, 104, 579 - 588, 2003). Un estimulo por presién de gradualmente creciente a 250 g
como maximo se afiadié al masculo gemelo de la pata trasera derecha de la rata. La magnitud del estimulo por
presion minimo al que la rata muestra reaccién de retirada del estimulo por presion de la pata trasera derecha se
midié como el valor umbral de dolor por presion muscular (g). La medicion se llevo a cabo 3 veces en cada momento
de tiempo de la medicion, y el promedio se usé como valor de medicion. La medicion del valor umbral de sensacion
de dolor en la piel se llevd a cabo segin el procedimiento de Chaplan y col. (Chaplan y col., J. Neurosci. Methods,
53, 55 - 63, 1994). Este se midi6 usando una serie de filamentos de von Frey que tenian diferentes diametros que
podian afiadir una presion constante. Después de la adaptacion de cada rata a una jaula de fondo de malla de
alambre para la medicién, el flamento de von Frey (0,42, 0,74, 1,2, 2,1, 3,5, 6,0, 9,3 6 15,8 g) se aplicé a la
superficie plantar de la pata trasera derecha de la rata hasta que se produjo la reaccion de retirada en la pata trasera
derecha o no se produjo la reaccién con un lapso de 6 segundos. El flamento de von Frey se aplicd usando el
procedimiento de arriba y abajo. Es decir, aplicando en primer lugar un filamento de didmetro medio, se aplicé un
filamento que tenia un diametro de menor rango cuando la reaccién de retirada se observé o se aplicd un filamento
gue tenia un diametro de mayor rango cuando no se observo la reaccion de retirada. El valor umbral de sensacion
de dolor en la piel en cada momento de tiempo de la medicion se calculdé como un valor umbral de reaccién de
retirada de la pata trasera (g) usando la férmula de calculo informada por Chaplan y col. (Chaplan y col., descrito
anteriormente). Las influencias de la reserpina en el valor umbral de dolor por presién muscular y el valor umbral de
sensacion de dolor en la piel se examinaron por el siguiente protocolo. Se usaron un total de 24 animales para cada
una de las ratas macho y hembra. Después de medir el valor umbral de dolor por presidon muscular y el valor umbral
de sensacion de dolor en la piel antes del tratamiento con reserpina (linea base), basandose en la dosis de
administracion de reserpina se dividieron en un grupo de disolvente (0,5% de disolucion acuosa de &cido acético),
un grupo de 0,1 mg/kg de reserpina, un grupo de 0,3 mg/kg y un grupo de 1 mg/kg (el nimero de animales por grupo
fue 6). El disolvente o la reserpina se administraron subcutaneamente en el lomo de las ratas de cada grupo una vez
al dia durante 3 dias. Todo el volumen de administracion del disolvente o reserpina se fijo a 1 ml por 1 kg de peso
corporal de cada animal. Después de la administracion final del disolvente o reserpina, el valor umbral de dolor por
presién muscular y el valor umbral de sensacién de dolor en la piel de cada rata se midieron 1, 3, 5, 7, 10, 14y 21
dias después. La medicion del valor umbral de dolor por presién muscular y del valor umbral de sensacion de dolor
en la piel se llevé a cabo por los experimentadores que no conocian las dosis de administracion de reserpina a los
animales.

Todos los valores medidos se expresaron como valor promedio + error estandar. La prueba de significancia
estadistica de los valores medidos entre los grupos de administracion de reserpina y el grupo de administracion de
disolvente en cada momento de tiempo se llevé a cabo por un andlisis bilateral de la varianza y el método de
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Bonferroni. El valor de probabilidad (P) inferior al 5% se juzgd como estadisticamente significativo (P < 0,05 se
expresé como * en las gréaficas).

2. Resultados
(1) Valor umbral de dolor por presién muscular

Los resultados en machos y hembras se muestran respectivamente en la Fig. 1A y la Fig. 1B. El tratamiento con
reserpina redujo significativamente el valor umbral de dolor por presion muscular en ratas tanto macho como hembra
(analisis bilateral de la varianza). El valor umbral de dolor por presién muscular fue notablemente reducido en el
grupo de 1 mg/kg de reserpina. En comparacién con el grupo de disolvente, el valor umbral de dolor por presién
muscular en el grupo de 1 mg/kg de reserpina fue estadisticamente significativamente bajo hasta 10 dias después
de la administracion final de reserpina en ratas macho, y hasta 7 dias después de la administracion final de
reserpina en ratas hembra (andlisis bilateral de la varianza y método de Bonferroni).

Los resultados anteriores revelaron que la administracion subcutanea repetida de 1 mg/kg de reserpina una vez al
dia durante 3 dias induce reduccion suficiente y persistente del valor umbral de dolor por presibn muscular en ratas
macho y hembra. Esta accidn farmacoldgica inductora de dolor muscular persistente de la reserpina no se ha
informado hasta ahora, pero se encontrd recientemente por este ejemplo.

(2) Valor umbral de sensacion de dolor en la piel

Los resultados en machos y hembras se muestran respectivamente en la Fig. 2A y la Fig. 2B. El tratamiento con
reserpina redujo significativamente el valor umbral de sensacion de dolor en la piel en ratas tanto macho como
hembra (analisis bilateral de la varianza). El valor umbral de sensacion de dolor en la piel fue notablemente reducido
en el grupo de 1 mg/kg de reserpina. En comparaciéon con el grupo de disolvente, el valor umbral de sensacion de
dolor en la piel en el grupo de 1 mg/kg de reserpina fue estadisticamente significativamente bajo hasta 21 dias
después de la administracion final de reserpina en ratas macho, y hasta 14 dias después de la administracién final
de reserpina en ratas hembra (analisis bilateral de la varianza y método de Bonferroni).

Los resultados anteriores revelaron que la administracion subcutanea repetida de 1 mg/kg de reserpina una vez al
dia durante 3 dias induce reduccion suficiente y persistente del valor umbral de sensacién de dolor en la piel en
ratas macho y hembra (alodinia tactil: un dolor generado por un estimulo tactil que generalmente no produce dolor).
Esta accion farmacoldgica de la reserpina a reducir persistentemente el valor umbral de sensacion de dolor en la piel
no se ha informado hasta ahora, pero se encontré recientemente por este ejemplo. Es decir, como se generan
sintomas de dolor crénico de dolor muscular coherente y alodinia tactil, los resultados anteriores de (1) y (2)
mostraron que este modelo animal de enfermedad es excelente desde el punto de vista de la validez de aspecto.

Ejemplo 2 Influencias de la administracion repetida de reserpina en las cantidades de dopamina, norepinefrina y
serotonina en la médula espinal, talamo y corteza prefrontal

1. Procedimientos de prueba
Como animal se usaron ratas Sprague-Dawley macho (7 semanas de edad, Japan SLC, Hamamatsu, Japén).

Un total de 96 ratas se dividieron en 8 programas de muestra (recogida de muestras antes de la administracion y 1,
3,5, 7, 10, 14 6 21 dias después de la administracion final) y cada uno de ellos se dividié adicionalmente en un
grupo de administracion de vehiculo (0,5% de disolucién acuosa de acido acético), un grupo de administracion de
0,1 mg/kg de reserpina, un grupo de administracion de 0,3 mg/kg y un grupo de administracién de 1 mg/kg, a 3 ratas
por grupo. Como se muestra en el Ejemplo 1, el vehiculo o 0,1, 0,3 6 1 mg/kg de reserpina se administraron
repetidamente a cada rata una vez al dia durante 3 dias, y el cerebro y la médula espinal se recogieron rapidamente
1, 3,5, 7, 10, 14 6 21 dias después de la administracién final. El talamo y la corteza prefrontal se separaron del
cerebro en un disco frio con hielo.

Con respecto al muestreo antes de la administracion, las muestras se recogieron antes de empezar la
administracion repetida de vehiculo o reserpina. Las muestras recogidas se congelaron rapidamente y se guardaron
a -80°C hasta su uso en las mediciones. El dia de la medicion, tejidos de muestras respectivas se sometieron a
medicion del peso en humedo, se homogeneizaron en acido perclérico 0,2 M/disolucion de EDTA-2Na 0,1 mM
usando un homogeneizador ultrasénico. Después de la centrifugacion a 15.000 g y a 4°C durante 15 minutos, el
sobrenadante se ajustdé a pH 3,5 usando acetato sddico y se filtr6 usando un filtro. Las cantidades de dopamina,
norepinefrina y serotonina en estas muestras se midieron usando una cromatografia liquida de alta resolucion
(columna: SC-50DS 30, 150 mm, Eicom Co., Ltd., Kyoto, Jap6n, composicion de la fase movil: tampdn acetato
sadico 0,1 M, tampon citrato 0,1 M, pH 3,5, 5 mg/l de EDTA-2Na, 190 mg/I de acido octanosulfonico de sodio, 17%
de metanol) y un detector electroquimico (ECD-300, Eicom Co., Ltd., Kyoto, Japén). La medicion se llevé a cabo en
condiciones de velocidad de flujo 0,5 ml/min, voltaje aplicado 750 mV y 25°C. Las cantidades de dopamina,
norepinefrina y serotonina en las muestras se cuantificaron comparando &reas pico de muestras de patrones
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respectivos medidos el mismo dia de la medicion de muestras. Todos los valores medidos se expresaron como valor
promedio + error estandar en las graficas, y la unidad de los valores medidos se fijo a ng/g de peso humedo de
tejido.

La diferencia estadistica de los valores medidos entre el grupo de administracion de reserpina y el grupo de
administracion de vehiculo en cada programa de prueba se llevé a cabo por el andlisis bilateral de la varianza y el
método de Bonferroni. El valor de probabilidad (P) inferior al 5% se juzgd como estadisticamente significativo (P <
0,05 se expresé como * en las gréficas). Ademas, los valores promedio de grupos respectivos en cada momento de
tiempo se expresaron como porcentajes de los valores promedio de grupos de administracion de vehiculo
correspondientes.

2. Resultados

Los efectos de la administracion de reserpina sobre las cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina en la
médula espinal se muestran respectivamente en la Fig. 3A, la Fig. 3B y la Fig. 3C, los efectos de la administracion
de reserpina sobre las cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina en el tadlamo se muestran
respectivamente en la Fig. 3D, la Fig. 3E y la Fig. 3F y los efectos de la administracion de reserpina sobre las
cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina en la corteza prefrontal se muestran respectivamente en la Fig.
3 g, laFig. 3H y la Fig. 3lI.

En la médula espinal, por la administracion de 0,1, 0,3 y 1 mg/kg de reserpina, la cantidad de dopamina 1 dia
después se redujo al 46,4%, 26,3% y 18,4% del grupo de administracion de vehiculo, y todas fueron una reduccion
significativa en comparacién con el grupo de administraciéon de vehiculo. Del mismo modo, la cantidad de
norepinefrina se redujo al 19,1%, 2,6% y 0,6%, y todas fueron una reduccion significativa. Por tanto, la cantidad de
serotonina se redujo al 45,4%, 15,7% y 0,1%, y todas fueron una reduccion significativa. Después, las cantidades de
dopamina, norepinefrina y serotonina se aumentaron gradualmente. Sin embargo, las cantidades de dopamina,
norepinefrina y serotonina después de 21 dias en el grupo de administracién de 1 mg/kg de reserpina fueron el
70,1%, 59,4% y 67,8%, respectivamente, del grupo de administracion de vehiculo, y todas fueron significativamente
bajas en comparacion con el grupo de administracion de vehiculo. Es decir, se reveld que la administracion repetida
de 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante 3 dias reduce notablemente y persistentemente las cantidades de
dopamina, norepinefrina y serotonina en la médula espinal de rata.

En el talamo, por la administracion de 0,1, 0,3 y 1 mg/kg de reserpina, la cantidad de dopamina 1 dia después se
redujo al 49,2%, 53,2% y 24,5% del grupo de administracién de vehiculo, y todas fueron una reduccién significativa
en comparacion con el grupo de administraciéon de vehiculo. Del mismo modo, la cantidad de norepinefrina se redujo
al 43,8%, 6,1% y 1,2%, y todas fueron una reduccién significativa. Por tanto, la cantidad de serotonina se redujo al
28,8%, 14,8% y 8,9%, y todas fueron una reduccioén significativa. Después, todas las cantidades de dopamina,
norepinefrina y serotonina se aumentaron gradualmente. Sin embargo, las cantidades de dopamina, norepinefrina y
serotonina después de 21 dias en el grupo de administracion de 1 mg/kg de reserpina fueron 66,5%, 46,0% y 60,7%,
respectivamente, del grupo de administracion de vehiculo, y todas fueron significativamente menores en
comparacion con el grupo de administracién de vehiculo. Es decir, se reveldé que la administracion repetida de 1
mg/kg de reserpina una vez al dia durante 3 dias reduce notablemente y persistentemente las cantidades de
dopamina, norepinefrina y serotonina en el talamo de rata.

En la corteza prefrontal, la administracion de 0,1, 0,3 y 1 mg/kg de reserpina, la cantidad de dopamina 1 dia después
se redujo al 49,1%, 21,4% y 13,4% del grupo de administracién de vehiculo, y todas fueron una reduccion
significativa en comparacién con el grupo de administraciéon de vehiculo. Del mismo modo, la cantidad de
norepinefrina se redujo al 10,2%, 0,7% y 0,2%, y todas fueron una reduccion significativa. Por tanto, la cantidad de
serotonina se redujo al 42,0%, 15,5% y 4,6%, y todas fueron una reduccién significativa. Después, todas las
cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina se aumentaron gradualmente. Sin embargo, las cantidades de
dopamina, norepinefrina y serotonina después de 21 dias en el grupo de administracién de 1 mg/kg de reserpina
fueron el 54,9%, 29,1% y 47,0%, respectivamente, del grupo de administracion de vehiculo, y todas fueron
significativamente menores en comparacién con el grupo de administracién de vehiculo. Es decir, se revel6 que la
administracion repetida de 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante 3 dias reduce notablemente y
persistentemente las cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina en la corteza prefrontal de rata.

La dopamina, norepinefrina y serotonina participan en la transmision de la sensacion de dolor, y la médula espinal, el
tadlamo y la corteza prefrontal son las principales regiones responsables de la transmision de la sensacion de dolor.
Por consiguiente, estos resultados muestran que la reduccion del valor umbral de dolor por presion muscular y la
reduccién del valor umbral de sensacion de dolor en la piel mostrados en el Ejemplo 1 se inducen por la reduccion
del nivel de aminas biogénicas en las regiones relacionados con la ruta de la transmision de la sensacién de dolor.
Es decir, se mostrd que este modelo animal de enfermedad es excelente en la validez de la construccion desde el
punto de vista de que la reduccién del nivel de aminas biogénicas en el sistema nervioso central asociada a la
transmision de dolor participa en esto como un mecanismo de patogénesis del dolor.
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Ejemplo 3 Influencia de la administracion repetida de reserpina en el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién
forzada

1. Procedimientos de prueba

Como animal se usaron ratas Sprague-Dawley macho (7 semanas de edad, Japon SLC, Hamamatsu, Japén). La
prueba de natacion forzada se llevé a cabo maodificando el procedimiento de Porsolt y col. (1977) del siguiente modo.
Un alambre suave equipado con un iman (1 mm de diametro, 3 mm de longitud) se uni6 a ambas extremidades
delanteras de cada animal, y el animal se dej6 que nadara en un bafio de agua de plastico cilindrico (20 cm de
diametro, 45 cm de altura) lleno de agua (24 + 1°C) a una profundidad de 30 cm. En esta prueba, el tiempo de
inmovilidad de cada animal se midié usando un dispositivo de medicién automatico de natacion forzada (version 1.06
de prueba de arafiazos MicroAct; Neuroscience, Tokio, Japén) que detecta el movimiento de las extremidades
delanteras equipadas con el iman mediante una bobina alrededor del cilindro.

La influencia de la reserpina en el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion forzada se examind segun el
siguiente protocolo. Un total de 80 ratas se dividieron en 5 programas de muestra (medicion del tiempo de
inmovilidad después de 1, 3, 5, 7 6 14 dias de la administracion final) y cada uno de ellos se dividié adicionalmente
en un grupo de administracion de vehiculo (0,5% de disolucién acuosa de &cido acético) y un grupo de
administracion de 1 mg/kg de reserpina, a 8 ratas por grupo. Como se muestra en el Ejemplo 1, el vehiculo o 1
mg/kg de reserpina se administraron repetidamente subcutaneamente una vez al dia durante 3 dias. Una prueba de
natacion forzada incluy6 una sesién de prueba previa (15 minutos de nado) y una sesion de prueba (5 minutos de
nado) 24 horas después de la sesién de prueba previa, y la medicion del tiempo de inmovilidad se llevé a cabo en la
sesion de prueba. La sesidon de prueba previa se llevé a cabo después de 0 (es decir, justo después de la
administracion final), 2, 4, 6 y 13 dias de la administracion final del vehiculo o reserpina, y la sesién de prueba se
llevé a cabo después de 1, 3, 5, 7 y 14 dias de la administracion final del vehiculo o reserpina. Cada rata se sometié
a solo una prueba de natacion forzada. Todos los valores medidos se expresaron como valor promedio + error
estandar. La diferencia estadistica de los valores medidos entre los grupos de administracion de reserpina y el grupo
de administracion de vehiculo en cada programa de prueba se llevé a cabo por la prueba de la t de Student. El valor
de probabilidad (P) inferior al 5% se juzgd como estadisticamente significativo (P < 0,05 se expres6 como * en las
graficas).

2. Resultados

Los resultados de las pruebas de nataciéon forzada después de 1, 3, 5, 7 y 14 dias de la administracion final de
reserpina se muestran en la Fig. 4A, la Fig. 4B, la Fig. 4C, la Fig. 4D y la Fig. 4E, respectivamente. No se
encontraron aumentos significativos en el tiempo de inmovilidad por la administracion de reserpina después de 1 dia
de la administracion final (P = 0,625, prueba de la t de Student). Por otra parte, el grupo de administracion de
reserpina mostré un aumento significativo en el tiempo de inmovilidad en comparacion con el grupo de
administracion de vehiculo después de 3, 5, 7 y 14 dias de la administracién final (respectivamente P = 0,0007, P =
0,004, P <0,0001 y P = 0,0008, prueba de la t de Student). Los resultados anteriores muestran que la administracion
repetida de 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante 3 dias induce un sintoma depresivo al menos durante el
periodo de 3 a 14 dias de la administracion final. Como es muy sabido que pacientes con fibromialgia presentan
depresién como sintoma comérbido a una alta tasa, se muestra que el modelo animal de enfermedad tiene una alta
similitud con los pacientes con fibromialgia desde el punto de vista de que presenta un sintoma depresivo como un
sintoma comdrbido. Es decir, se mostré que el modelo animal de enfermedad es excelente desde el punto de vista
de la validez de aspecto debido a que el sintoma de dolor iba acompafiado de un sintoma depresivo.

Ejemplo 4 Evaluacion de los efectos de farmacos en la reduccion inducida por la administracion repetida de
reserpina del valor umbral de dolor por presién muscular y el valor umbral de sensacion de dolor en la piel

1. Procedimientos de prueba

Como animal se usaron ratas Sprague-Dawley macho (Japan SLC, Hamamatsu, Japon). Un total de 30 ratas se
usaron para cada farmaco. Como se muestra en el Ejemplo 1, 1 mg/kg de reserpina se administré repetidamente
subcutaneamente en el lomo de 24 ratas una vez al dia durante 3 dias para inducir la reduccion del valor umbral de
dolor por presiéon muscular y el valor umbral de sensacion de dolor en la piel. Las otras 6 ratas se sometieron a la
prueba como un grupo de control sano sin llevar a cabo el tratamiento con reserpina.

Todas las evaluaciones de los efectos del farmaco se llevaron a cabo 5 dias después de la administracion final de
reserpina. En este momento, la reduccion del valor umbral de dolor por presién muscular y la reduccién del valor
umbral de sensacion de dolor en la piel fueron niveles sorprendente y estadisticamente significativos (Ejemplo 1) y el
tiempo de inmovilidad en el momento de la prueba de natacion forzada, como indice de un sintoma depresivo, fue
significativamente prolongado en comparacion con el grupo de control (Ejemplo 3).

El dia de la evaluacion del efecto del farmaco (5 dias después de la administracion final de reserpina), el valor
umbral de dolor por presién muscular y el valor umbral de sensacién de dolor en la piel fueron en primer lugar
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medidos en todas las ratas (24 ratas tratadas con reserpina y 6 ratas sanas). Las 24 ratas tratadas con reserpina se
dividieron en 4 grupos basandose en las dosis del farmaco de prueba y el valor umbral de dolor por presién
muscular y el valor umbral de sensacién de dolor en la piel se midieron después de 30, 60, 120 6 240 minutos de la
administracion del farmaco o disolvente. En las 6 ratas sanas, la administracion del farmaco no se llevé a cabo, pero
solo se llevé a cabo la medicién del valor umbral de dolor por presion muscular y el valor umbral de sensacion de
dolor en la piel. La medicion de los efectos del farmaco se llevé a cabo por experimentadores que no conocian las
dosis de tratamiento con farmaco de los animales. Los disolventes, las dosis de administracion y las vias de
administracion de los farmacos de prueba respectivos se muestran en la siguiente tabla

Farmaco de prueba | Disolvente Via de administracién Dosis de administracion
Pregabalina Agua destilada Administracién por via oral | 0, 3, 10, 30 mg/kg
Duloxetina Agua destilada Administracién por via oral | 0, 3, 10, 30 mg/kg
Pramipexol Solucion salina fisiolégica | Administracién subcutanea | 0, 0,1, 0,3, 1 mg/kg
Diclofenac 0,5% de metilcelulosa Administracion por via oral | 0, 1, 3, 10 mg/kg

Todos los valores medidos se expresaron como valor promedio + error estandar. La prueba de significancia
estadistica de los valores medidos entre los grupos de administracion de farmaco de prueba y el grupo de
administracion de disolvente en cada momento de tiempo se llevo a cabo por un andlisis bilateral de la varianza y el
método de Bonferroni. El valor de probabilidad (P) inferior al 5% se juzgd como estadisticamente significativo (P <
0,05 se expres6 como * en las graficas).

2. Resultados

Los efectos de la pregabalina en la reduccion del valor umbral de dolor por presiéon muscular inducida por la
administracion repetida de reserpina y la reduccién del valor umbral de sensacion de dolor en la piel se muestran
respectivamente en la Fig. 5A y la Fig. 5B. La pregabalina recuper6 dependientemente de la dosis la reduccion del
valor umbral de dolor por presién muscular inducida por la administracion repetida de reserpina y la reduccion del
valor umbral de sensacién de dolor en la piel. El efecto de la pregabalina fue estadisticamente significativo a una
dosis de 10 6 30 mg/kg por el indice de valor umbral de dolor por presion muscular, y a una dosis de 30 mg/kg por el
indice de valor umbral de sensacion de dolor en la piel (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni).
Este resultado muestra que el efecto (til de la pregabalina, cuya utilidad se ha demostrado por un ensayo clinico en
pacientes con fibromialgia (Mease PJ y col., J. Rheumatol., 35, 502 - 514, 2008), puede detectarse por el modelo
animal de enfermedad.

Los efectos de la duloxetina en la reduccién del valor umbral de dolor por presion muscular inducida por la
administracion repetida de reserpina y la reduccion del valor umbral de sensacion de dolor en la piel se muestran
respectivamente en la Fig. 5C y la Fig. 5D. La duloxetina recupero estadisticamente significativamente la reduccion
del valor umbral de dolor por presion muscular inducida por la administracion repetida de reserpina a una dosis de
30 mg/kg (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). La duloxetina mostré una tendencia a
recuperar la reduccion del valor umbral de sensacion de dolor de la piel inducida por la administracion repetida de
reserpina, pero no fue estadisticamente significativa (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Este
resultado muestra que el efecto Util de la duloxetina, cuya utilidad se ha demostrado por un ensayo clinico en
pacientes con fibromialgia (Russell 1J y col., dolor, 136, 432 - 444, 2008), puede detectarse por el modelo animal de
enfermedad.

Los efectos de pramipexol en la reduccion del valor umbral de dolor por presién muscular inducida por la
administracion repetida de reserpina y la reduccién del valor umbral de sensacion de dolor en la piel se muestran
respectivamente en la Fig. 5E y la Fig. 5F. El pramipexol recuperé dependientemente de la dosis la reduccion del
valor umbral de dolor por presién muscular inducida por la administracion repetida de reserpina y la reduccion del
valor umbral de sensacion de dolor en la piel. El efecto del pramipexol fue estadisticamente significativo a una dosis
de 0,3 6 1 mg/kg por el indice de valor umbral de dolor por presion muscular y el valor umbral de sensacion de dolor
en la piel (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Este resultado muestra que el efecto util del
pramipexol, cuya utilidad se ha demostrado por un ensayo clinico en pacientes con fibromialgia (Holman AJ y Myers
RR, Arthritis Rheum., 52, 2495 - 2505, 2005), puede detectarse por el modelo animal de enfermedad.

Los efectos de un agente antiinflamatorio no esteroideo, diclofenac, en la reduccién del valor umbral de dolor por
presion muscular inducida por la administracion repetida de reserpina y la reduccién del valor umbral de sensacion
de dolor en la piel se muestran respectivamente en la Fig. 5G y la Fig. 5H. El diclofenac hasta la dosis de 10 mg/kg
no recupero la reduccion del valor umbral de dolor por presién muscular inducida por la administracion repetida de
reserpina y la reduccion del valor umbral de sensacion de dolor en la piel. El efecto del diclofenac no fue
estadisticamente significativo por el indice de valor umbral de dolor por presién muscular y el valor umbral de
sensacion de dolor en la piel (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Este resultado esta de
acuerdo con los hallazgos de que los agentes antiinflamatorios no esteroideos ibuprofeno (Yunus MB y col., J
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Rheumatol, 16, 527 - 532, 1989) y naproxeno (Goldenberg DL y col., Arthritis Rheum, 29, 1371 - 1377, 1986) no
tienen un efecto significativo en el tratamiento de pacientes con fibromialgia, mostrando asi que el modelo animal de
enfermedad no detecta no especificamente efectos de analgésicos.

Los resultados de la evaluacion de los cuatro farmacos de prueba anteriormente mencionados mostraron que el
modelo animal de enfermedad tiene una alta predictibilidad en el efecto clinico de farmacos de prueba en los
pacientes con enfermedad de dolor crénico tales como de fibromialgia. Es decir, el modelo animal de enfermedad es
excelente en la validez predictiva.

Ejemplo 5 Influencia de la administracion Unica de reserpina en el valor umbral de dolor por presion muscular, valor
umbral de sensacion de dolor en la piel, sensibilidad al frio y sensibilidad al calor

1. Procedimientos de prueba

Se usaron ratas Sprague-Dawley macho (Japan SLC, Hamamatsu, Japon). La medicién del valor umbral de dolor
por presion muscular se llevo a cabo del mismo modo que en el Ejemplo 1. Es decir, un estimulo por presiéon de
gradualmente creciente a 250 g como méximo se afiadié al musculo gemelo de la pata trasera derecha de cada rata.
La magnitud del estimulo por presion minimo al que la rata muestra reaccién de retirada del estimulo por presion de
la pata trasera derecha se midié como valor umbral de dolor por presién muscular (g). La medicién se llevo a cabo 3
veces en cada momento de tiempo de la medicion, y el promedio se us6 como valor de medicion.

La medicion del valor umbral de sensacion de dolor en la piel se llevo a cabo del mismo modo que en el Ejemplo 1.
Es decir, éste se midié usando una serie de filamentos de von Frey que tenian diferentes diametros que podian
afadir una presion constante. Después de la adaptacion de cada rata a una jaula de fondo de malla de alambre para
la medicidn, el filamento de von Frey (0,42, 0,74, 1,2, 2,1, 3,5, 6,0, 9,3 6 15,8 g) se aplicé a la superficie plantar de la
pata trasera derecha de la rata hasta que se produjo la reaccion de retirada en la pata trasera derecha o no se
produjo la reaccion dentro de 6 segundos. El filamento de von Frey se aplicé usando el procedimiento de arriba y
abajo. Es decir, aplicando en primer lugar un filamento de didmetro aproximadamente medio, se aplicé un filamento
gue tenia un diametro de menor rango cuando la reaccion de retirada se observé o se aplicé un filamento que tenia
un diametro de mayor rango cuando no se observo la reaccion de retirada. El valor umbral de sensacion de dolor en
la piel en cada momento de tiempo se calculé como un valor umbral de reaccién de retirada de la pata trasera (g).

La medicion de sensibilidad al frio se llevd a cabo segun el procedimiento de Choi y col. (Choi y col., Pain, 59, 369 -
376, 1994). Después de la adaptacion de cada rata a una jaula de fondo de malla de alambre para la medicién, 50 pl
de acetona se pulverizaron a la superficie plantar de la pata trasera derecha de la rata usando una jeringuilla para la
inyeccion de insulina. EI nimero de reacciones de la pata trasera derecha (estremecimiento, elevacion y lamedura
de las patas) producidas durante 1 minuto justo después de la pulverizacién se midié y se us6 como indice de
sensibilidad al frio. En cada momento de tiempo de la medicion, la pulverizacion de acetona se llevo a cabo 3 veces
a intervalos de 5 minutos, y el promedio se usé como el valor medido. En este sistema de medicion, la mayor
frecuencia de reaccion representa la aceleracion de la sensibilidad al frio.

La medicién de la sensibilidad al calor se llevé a cabo mediante el procedimiento de Hargreaves y col. (Hargreaves y
col., Pain, 32, 77 - 88, 1988). Una caja de medicién transparente se puso sobre una placa de vidrio soportada con
plataformas y una rata se puso en su interior y se aclimaté. Una fuente de calor de infrarrojos movil se dispuso bajo
la placa de vidrio y se centré en la superficie plantar de la pata trasera derecha de la rata. El tiempo de latencia
requerido para que la rata muestre una reaccion de retirada de pata trasera derecha de la fuente de calor se midid
como el tiempo de latencia de retirada y se us6 como indice de sensibilidad al calor. Segun este sistema de
medicion, el tiempo de latencia de retirada mas corto representa la aceleracion de la sensibilidad al calor de la piel.

Las influencias de la administracion unica de reserpina sobre el valor umbral de dolor por presion muscular, valor
umbral de sensacion de dolor en la piel, sensibilidad al frio y sensibilidad al calor se examinaron segun el siguiente
protocolo. Se usaron un total de 12 ratas macho. Se midieron el valor umbral de dolor por presién muscular, valor
umbral de sensacion de dolor en la piel, sensibilidad al frio y sensibilidad al calor antes del tratamiento con reserpina
(lineas base) y luego se dividieron en un grupo de disolvente (0,5% de disolucion acuosa de acido acético) y un
grupo de reserpina (3 mg/kg) (el nimero de animales por grupo fue 6). El disolvente o reserpina se administraron
subcutaneamente en el lomo de las ratas de cada grupo. El volumen de administracién del disolvente o reserpina se
fijo a 1 ml por 1 kg de peso corporal del animal en todos los casos. El valor umbral de dolor por presién muscular,
valor umbral de sensacién de dolor en la piel, sensibilidad al frio y sensibilidad al calor de cada rata se midieron en
los momento de tiempo de medicién de la fase aguda después de la administracién del disolvente o reserpina (2, 4,
8y 24 horas) y la fase crénica (2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias). La medicion se llevé a cabo por experimentadores que
no conocian las dosis de sustancia administradas.

Todos los valores medidos se expresaron como valor promedio + error estandar. La prueba de significancia
estadistica de los valores medidos entre los grupos de administracion de reserpina y el grupo de administracion de
disolvente en cada momento de tiempo se llevé a cabo por el analisis bilateral de la varianza y el método de
Bonferroni. El valor de probabilidad (P) inferior al 5% se juzgd como estadisticamente significativo (P < 0,05 se
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expresé como * en las gréficas).
2. Resultados
(1) Valor umbral de dolor por presién muscular

El cambio en el transcurso de tiempo en el valor umbral de dolor por presion muscular por administracion Unica de
reserpina se muestra en la Fig. 6A. La reserpina aumenté significativamente el valor umbral de dolor por presion
muscular después de 2, 4, 8 y 24 horas de su administracién. Por otra parte, redujo significativamente el valor
umbral de dolor por presién muscular después de 2, 3, 5, 7 y 10 dias de la administracién (analisis bilateral de la
varianza y el método de Bonferroni). Es decir, se reveld que, en la fase aguda (en el plazo de 24 horas después de
la administracion) y la fase crénica (en y después de 2 dias de la administracion), la administracion subcutdnea
Unica de reserpina induce diferentes cambios en el valor umbral de dolor por presién muscular (hiposensibilidad en
la fase aguda e hipersensibilidad en la fase crénica).

(2) Valor umbral de sensacion de dolor en la piel

El cambio en el transcurso de tiempo en el valor umbral de sensacién de dolor en la piel por administracion Unica de
reserpina se muestra en la Fig. 6B. La reserpina redujo significativamente el valor umbral de sensacion de dolor en
la piel después de 2 horas de su administracion. Por tanto, la reserpina redujo significativamente el valor umbral de
sensacion de dolor en la piel durante la fase crénica de 2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias después de su administracion
(andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Es decir, la administracion subcutdnea Unica de
reserpina indujo una alodinia tactil transitoria (se recupera 4 horas después de su administracion) durante la fase
aguda (en el plazo de 24 horas después de la administracion). Se revel6 que esta alodinia tactil se recuper6 una vez
y luego reaparecié durante la fase crénica (en y después de 2 dias de la administracion) como alodinia tactil
persistente.

(3) Sensibilidad al frio

El cambio en el transcurso de tiempo en la sensibilidad al frio por administracion Unica de reserpina se muestra en la
Fig. 6C. La reserpina no mostré aumento significativo en el nimero de reacciones en el plazo de 24 horas después
de su administracion. Por otra parte, aumenté significativamente el nimero de reacciones después de 2, 3,5, 7y 10
dias de su administracion (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Es decir, se reveld que la
administracion subcutanea Unica de reserpina no produce un cambio en la sensibilidad al frio durante la fase aguda
(en el plazo de 24 horas después de la administracion), pero induce la aceleracion de la sensibilidad al frio durante
la fase crénica (en y después de 2 dias de la administracion)

(4) Sensibilidad al calor

El cambio en el transcurso de tiempo en la sensibilidad al calor por administraciéon Unica de reserpina se muestra en
la Fig. 6D. La reserpina acorto significativamente el tiempo de latencia a 2 y 4 horas después de su administracion y
2 y 5 dias después de la administracion (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Es decir, la
administracion subcutanea Unica de reserpina indujo una aceleracion transitoria (se recupera 8 horas después de su
administracion) de la sensibilidad al calor durante la fase aguda (en el plazo de 24 horas después de la
administracion). Se reveld que esta aceleracion de la sensibilidad al calor se recuperé una vez y luego reaparecio
durante la fase cronica (en y después de 2 dias de la administracion).

Basandose en los resultados del Ejemplo 5, se revel6 que, en los animales que recibieron el tratamiento con
reserpina, un cambio en el valor umbral de la sensacién de dolor diferente del caso de fase aguda (en el plazo de 24
horas después de la administracién) se genera durante la fase cronica (en y después de 2 dias de la administracién)
después del tratamiento con reserpina.

Ejemplo 6 Influencias de la administracién Gnica de reserpina en las cantidades de dopamina, norepinefrina,
serotonina, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC; un metabolito de dopamina), 3-metoxi-4-hidroxifeniletilenglicol
(MHPG; un metabolito de norepinefrina) y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA; un metabolito de serotonina) en la
médula espinal, talamo y corteza prefrontal.

1. Procedimientos de prueba

Como animal se usaron ratas Sprague-Dawley macho (7 semanas de edad, Japén SLC, Hamamatsu, Japén).

Un total de 72 ratas se dividieron en 12 programas de muestra (recogida de muestras antes de la administracion, 2,
4, 8 y 24 horas después de la administracién y 2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias después) y cada uno de ellos se dividid
adicionalmente en un grupo de administracion de vehiculo (0,5% de disolucion acuosa de acido acético) y un grupo

de administracion de 3 mg/kg de reserpina, a 3 ratas por grupo. Como se muestra en el Ejemplo 5, el vehiculo o 3
mg/kg de reserpina se administraron subcutadneamente so6lo una vez a cada rata, y el cerebro y la médula espinal se
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recogieron rapidamente después de 2, 4, 8 6 24 horas 0 2, 3, 5, 7, 10, 14 6 21 dias de la administracion. El tAlamo y
la corteza prefrontal se separaron del cerebro en un disco frio con hielo. Con respecto al muestreo antes de la
administracion, las muestras se recogieron antes de empezar la administracién del vehiculo o reserpina. Las
muestras recogidas se congelaron rapidamente y se guardaron a -80°C hasta su uso en las mediciones. El dia de la
medicion, tejidos de muestras respectivas se sometieron a medicion del peso en humedo, se homogeneizaron en
acido perclérico 0,2 M/disolucion de EDTA-2Na 0,1 mM usando un homogeneizador ultrasénico. Después de la
centrifugacion a 15.000 g y a 4°C durante 15 minutos, el sobrenadante se ajust6 a pH 3,5 usando acetato sédico y
se filtré usando un filtro. Las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina, DOPAC, MHPG y 5-HIAA en estas
muestras se midieron usando una cromatografia liquida de alta resolucion (columna: SC-50DS 3,0, 150 mm, Eicom
Co., Ltd., Kioto, Japdn, composicién de la fase movil: tampén acetato sédico 0,1 M, tampén citrato 0,1 M, pH 3,5, 5
mg/l de EDTA-2Na, 200 mg/l de acido octanosulfonico de sodio, 16% de metanol) y un detector electroquimico
(ECD-300, Eicom Co., Ltd., Kioto, Japon). La medicién se llevd a cabo en condiciones de velocidad de flujo 0,5
ml/min, voltaje aplicado 750 mV y 25°C. Las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina, DOPAC, MHPG y 5-
HIAA en las muestras se cuantificaron comparando areas pico de muestras de patrones respectivos medidos el
mismo dia de la medicién de muestras.

Todos los valores medidos se expresaron como valor promedio + error estandar en las graficas, y la unidad de los
valores medidos se fijo a ng/g de peso humedo de tejido. La diferencia estadistica de los valores medidos entre el
grupo de administracion de reserpina y el grupo de administracién de vehiculo en cada programa de prueba se llevo
a cabo por el analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni. El valor de probabilidad (P) inferior al 5% se
juzgé como estadisticamente significativo (P < 0,05 se expres6 como * en las gréficas).

2. Resultados
(1) Cambios en la médula espinal

Los efectos de la administracion Unica de reserpina en las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina,
DOPAC, MHPG y 5-HIAA en la médula espinal se muestran respectivamente en la Fig. 7A, la Fig. 7B, la Fig. 7C, la
Fig. 7D, la Fig. 7E y la Fig. 7F. Después de 2, 4,8 y 24 horas y 2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias de la administracion, la
reserpina redujo significativamente cada una de las cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina (analisis
bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Por otra parte, la reserpina aumentd significativamente la
cantidad de DOPAC después de 2, 4, 8 y 24 horas de su administracion, y la cantidad de 5-HIAA después de 4, 8,
24 horas y 2 dias, pero no cambié significativamente en ambos casos después de 2 dias o en y después de 3 dias
después de la administracién (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Ademas, la reserpina
redujo significativamente la cantidad de MHPG después de 4 horas y 7 dias de la administracién (analisis bilateral de
la varianza y el método de Bonferroni). Es decir, en la médula espinal, las cantidades de dopamina, norepinefrina,
serotonina y MHPG se redujeron por la administracion subcutanea Unica de reserpina durante tanto la fase aguda
(en el plazo de 24 horas después de la administracion) como la fase cronica (en y después de 2 dias de la
administracion). Por otra parte, las cantidades de DOPAC y 5-HIAA sdélo aumentaron durante la fase aguda (s6lo
DOPAC aumenté después de 2 dias de la administracion), de manera que se revel6 que muestran cambios
diferentes durante la fase aguda y la fase cronica.

(2) Cambios en el talamo

Los efectos de la administracién Unica de reserpina en las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina,
DOPAC, MHPG y 5-HIAA en el talamo se muestran respectivamente en la Fig. 8A, la Fig. 8B, la Fig. 8C, la Fig. 8D,
la Fig. 8E y la Fig. 8F. Después de 2, 4, 8y 24 horas y 2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias de la administracion, la reserpina
redujo significativamente cada una de las cantidades de dopamina y norepinefrina y redujo significativamente la
cantidad de serotonina después de 8 y 24 horas y 3, 5, 7 y 10 dias de la administracién (analisis bilateral de la
varianza y el método de Bonferroni). Por otra parte, la reserpina aumenté significativamente la cantidad de 5-HIAA
después de 2, 4, 8 y 24 horas de su administracion, pero no hubo diferencia significativa en y después de 2 dias de
la administracion (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Ademas, la reserpina no cambio
significativamente las cantidades de DOPAC y MHPG (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Es
decir, en el tdlamo, las cantidades de dopamina, norepinefrina y serotonina se redujeron por la administracion
subcutanea Unica de reserpina durante tanto la fase aguda (en el plazo de 24 horas después de la administracion)
como la fase crénica (en y después de 2 dias de la administracién). Por otra parte, la cantidad de 5-HIAA s6lo
aumento durante la fase aguda, de manera que se revel6 que muestra diferentes cambios durante la fase aguda y la
fase cronica.

(3) Cambios en la corteza prefrontal

Los efectos de la administracién Unica de reserpina en las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina,
DOPAC, MHPG y 5-HIAA en la corteza prefrontal se muestran respectivamente en la Fig. 9A, la Fig. 9B, la Fig. 9C,
la Fig. 9D, la Fig. 9E y la Fig. 9F. La reserpina redujo significativamente la cantidad de dopamina después de 2, 4, 8
y 24 horasy 2, 3,5, 7, 10 y 14 dias de la administracion, la cantidad de norepinefrina después de 2, 4, 8 y 24 horas y
2,3,5,7,10, 14 y 21 dias de la administracion y la cantidad de serotonina después de 2, 4,8y 24 horasy 2, 3,5, 7
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y 10 dias de la administracion, respectivamente (analisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Por
tanto, la reserpina redujo significativamente la cantidad de MHPG después de 4 horas y 7 dias de la administracion y
la cantidad de 5-HIAA después de 8 horas y 2, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias de la administracién (andlisis bilateral de la
varianza y el método de Bonferroni). Por otra parte, la reserpina redujo significativamente la cantidad de DOPAC
después de 2, 3, 5, 7, 10 y 14 dias de la administracion, pero no cambi6 significativamente en el plazo de 24 horas
después de la administraciéon (andlisis bilateral de la varianza y el método de Bonferroni). Es decir, en la corteza
prefrontal, las cantidades de dopamina, norepinefrina, serotonina, MHPG y 5-HIAA se redujeron por la
administracion subcutanea Unica de reserpina durante tanto la fase aguda (en el plazo de 24 horas después de la
administracion) como la fase cronica (en y después de 2 dias de la administracion). Por otra parte, la cantidad de
DOPAC se redujo solo durante la fase crénica, de manera que se revel6 que muestra diferentes cambios durante la
fase aguda y la fase cronica.

Un resumen de los cambios en los niveles de aminas biogénicas y los niveles de metabolitos respectivos durante la
fase aguda (en el plazo de 24 horas después de la administracion) por el tratamiento de una administracion Unica de
reserpina, y un resumen de los cambios en los niveles de aminas biogénicas y los niveles de metabolitos respectivos
durante la fase cronica (en y después de 2 dias de la administracion) por el tratamiento de una administracion Unica
de reserpina se muestra en las siguientes Tabla 1 y Tabla 2, respectivamente.

[Tabla 1]
Dopamina Metabolito de Norepinefrina Metabolito de Serotonina Metabolito de
dopamina norepinefrina serotonina 5-
DOPAC MHPG HIAA
Médula i i
espinal l | i} |
)
Talamo ! - ! - !
Corteza l - l 1 l 1
prefrontal

Flecha hacia abajo o flecha hacia arriba: indica que el objeto es significativamente reducido, o significativamente
aumentado, en la rata tratada con reserpina en comparacion con la rata tratada con vehiculo en el momento de la
medicion durante la fase aguda (en el plazo de 24 horas después de la administracion) después del tratamiento con
reserpina.

-: Indica que no hay diferencia estadistica entre la rata tratada con reserpina y la rata tratada con vehiculo en el
momento de la medicion durante la fase aguda después del tratamiento con reserpina.

Nota): En el momento de la medicion durante la fase aguda después del tratamiento con reserpina, la sensibilidad
para estimulacion (por filamento) tactil y estimulacion por calor es acelerada, pero la sensibilidad para la
estimulacién por presién muscular es reducida y la sensibilidad para la estimulacién por frio no cambia.
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[Tabla 2]
Dopamina | Metabolito de | Norepinefrina Metabolito de Serotonina Metabolito de
dopamina norepinefrina serotonina 5-
DOPAC MHPG HIAA
Médula ! - l ! ! -
espinal (Distinto de
después de 2
dias)
Talamo ! - l - ! -
Corteza l l 1 l l l
prefronta
I

Flecha hacia abajo o flecha hacia arriba: Indica que el objeto es significativamente reducido, o significativamente
aumentado, en la rata tratada con reserpina en comparacion con la rata tratada con vehiculo en el momento de la
medicion durante la fase crénica (2 dias 0 mas después de la administracién) después del tratamiento con reserpina.
-: Indica que no hay diferencia estadistica entre la rata tratada con reserpina y la rata tratada con vehiculo en el
momento de la medicidn durante la fase crénica después del tratamiento con reserpina.

Nota): En el momento de la medicidon durante la fase cronica después del tratamiento con reserpina, todas las
sensibilidades para estimulacion de la presion muscular, estimulaciéon (por filamento) tactil, estimulacion por frio y
estimulacién por calor se aceleran.

Basandose en los resultados del Ejemplo 6 se reveld que los niveles de los metabolitos de aminas biogénicas en los
animales que recibieron el tratamiento con reserpina se diferencian entre la fase aguda (en el plazo de 24 horas
después de la administracién) y la fase cronica (2 dias o0 mas después de la administracion), dependiendo de la
especie de amina o las regiones en el cerebro. Como se ha sugerido que el aumento de los niveles de metabolitos
de aminas biogénicas significa la activacion de sefiales de aminas biogénicas (Roth y col., 1976), se considera que
los cambios en los niveles de metabolitos de aminas biogénicas estan influyendo en los valores umbral de la
sensacion de dolor. Es decir, se mostré que la diferencia en los valores umbral de la sensacion de dolor durante la
fase crénica y la fase aguda descritas en el Ejemplo 5 es debida a la diferencia en las condiciones de activacion de
las sefiales de aminas biogénicas sugeridas por los niveles de metabolitos de aminas biogénicas.

Aplicabilidad industrial

El modelo animal de enfermedad para su uso en la presente invencién que expresa tanto sintomas de dolor crénico
(dolor muscular cronico y alodinia tactil cronica) como sintoma depresivo es extremadamente Util como modelo que
refleja estados de enfermedad de dolores crénicos, particularmente fibromialgia, y sustancias como candidatos de
agentes terapéuticos para dolores cronicos, particularmente fibromialgia, pueden ser eficientemente evaluadas
mediante un procedimiento de cribado que usa este modelo animal de enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un roedor al que se administrd reserpina para la induccién de dolor muscular crénico y/o alodinia tactil
cronica como modelo animal de enfermedad para dolor crénico.

2. El uso segun la reivindicacién 1, en el que el modelo animal de enfermedad expresa adicionalmente un sintoma
de depresion.

3. El uso segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el roedor es una rata.
4. Un procedimiento para cribar un agente terapéutico de dolor crénico, caracterizado porque una sustancia de
prueba se administra al modelo animal de enfermedad como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

3.

5. El procedimiento para cribar segin la reivindicacion 4, en el que se miden el valor umbral de dolor por presion
muscular, el valor umbral de sensacion de dolor en la piel, la sensibilidad al frio y/o la sensibilidad al calor.

6. El procedimiento para cribar segun la reivindicacién 4 6 5, en el que el dolor crénico es fibromialgia.
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(Fig. 5]
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