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DESCRIPCION
Composiciones de ésteres de acido cannabidiolico y usos de las mismas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El &cido cannabidiolico (CBDA) es un componente importante de Cannabis sativa. Fue aislado por primera
vez en 1955 (Krejci y Santavy, 1955) y su estructura fue dilucidada en 1965 mediante el analisis de las propiedades

fisicas de su éster metilico (Mechoulam y Gaoni, 1965). Posteriormente se inform6 de su sintesis a partir del
cannabidiol (Mechoulam y Ben-Zvi, 1969).

CBDA

El &cido cannabididlico (CBDA) se descarboxila gradualmente, mientras aun esta en la planta, a cannabidiol
(Mechoulam, 1973), un proceso que se acelera con el calor. Mientras que el cannabidiol ha sido el tema de un gran
numero de publicaciones, y sus propiedades bioldgicas/terapéuticas se han identificado ahora razonablemente bien
(Mechoulam et al., 2002; Zhornitsky & Potvin, 2012; Cascio y Pertwee, 2014), nuestro conocimiento de la
farmacologia del acido cannabidiélico es mucho mas limitada.

La cantidad limitada de informacion sobre este fitocannabinoide que se ha publicado sugiere que puede
tener una amplia variedad de acciones y efectos. Por consiguiente, se ha demostrado que inhibe la migracién de
células de cancer de mama (Takeda et al., 2017) y provoca una regulaciéon por disminucion de la ciclooxigenasa-2
(COX-2) (Takeda et al., 2014). La evidencia reciente sugiere que el CBDA (a una dosis tan baja como 1 ug-kg™' i.p.)
puede inducir potentes efectos contra las nauseas mediados por el receptor 5-HT1a, como lo indica su aparente
capacidad para prevenir tanto los vémitos en Suncus murinus como el comportamiento inducido por nduseas agudas
de boca abierta condicionado en ratas (Grill & Norgren, 1978) potenciando la activacion del receptor 5-HT1a
(Bolognini et al., 2013; Rock et al., 2013; 2015b). Ademas de reducir las nauseas agudas, el CBDA tiene el potencial
de reducir las nduseas anticipatorias (condicionadas), un efecto experimentado por los pacientes de quimioterapia
tras volver a la clinica en la que recibieron su tratamiento para las nauseas (Rock et al., 2014; 2015a; 2016).
Actualmente no hay tratamientos selectivos eficaces para las nduseas anticipatorias una vez que se desarrollan en
dichos pacientes. Por lo tanto, es digno de mencién que Rock et al, (2014; 2015a; 2016) han demostrado que el
CBDA reduce la apertura de boca condicionada provocada por el contexto (un modelo de nauseas anticipatorias),
también mediante un mecanismo de accion dependiente de 5-HT1a. Finalmente, al igual que el CBD, también se ha
demostrado que el CBDA produce efectos similares a los ansioliticos en condiciones de alto estrés en dosis tan
bajas como 0,1 ug-kg™, i.p. (Rock et al., 2017). La WO 2015158381 A1 divulga derivados de cannabidiol quinona y la
sintesis de esos compuestos. La US 2010298579 A1 divulga un proceso para preparar estereoisémeros y
homologos de cannabinoides. Yukihiro Shoyama et al. divulgan el aislamiento y la estructura de cuatro nuevos
acidos propilcannabinoides de la ‘variante Meao’ de cannabis tailandés (Yukihiro Shoyama et al., Chemical &
Pharmaceutical Bulletin, vol. 25(9), p. 2306-2311, 1 de enero de 1977). Petrzilka et al. divulgan la sintesis de (-)-
cannabidiol a partir de (+)-cis- y (+)-trans-p-mentadien-(2,8)-ol-(1) y olivetol (Petrzilka T et al., Helvetica Chimica
Acta, vol 54(123,4), p. 1102-1133, 1 de enero de 1969). La WO 2015198071 A1 divulga ingredientes farmacéuticos
activos que comprenden cannabinoides para su uso en el tratamiento del cancer.

Sin embargo, el CBDA es altamente inestable, especialmente cuando se somete a calor. Por lo tanto, habia
una necesidad creciente de encontrar un analogo de CBDA, que tuviese una mayor estabilidad. Sorprendentemente,
los inventores de la presente solicitud descubrieron que los derivados de éster de CBDA proporcionaban tanto la
estabilidad posterior buscada como un perfil biol6gico similar o mas eficaz que el CBDA.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona, por lo tanto, un compuesto que tiene la férmula general (1):
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OH
R1

HO R,
m

para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o sintoma asociado con el receptor de 5-HT1a.

Rt se selecciona de -C(=0)ORs, -OC(=0)R4; Rz se selecciona de un alquilo C1-Cs1s lineal o ramificado,
alquenilo C2-Css lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s lineal o ramificado; cada
uno independientemente opcionalmente sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi (-OH),
halégeno, amina y amida o cualquier combinacién de los mismos; Rs y R4 se seleccionan cada uno
independientemente de un alquilo C1-Css lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s
lineal o ramificado, alquinilo C2-Cis lineal o ramificado (tales alquilo, alquenilo o alquinilo estan opcionalmente
sustituidos con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi (-OH), halégeno, amina y amida o cualquier
combinacion de los mismos), halégeno, amina y amida. Ademas, la afeccion, enfermedad o sintoma se selecciona
de ansiedad, estrés, depresion, esquizofrenia, panico, sindrome de abstinencia, enfermedad autoinmune,
inflamacién, obesidad, sindrome metabdlico, retinopatia, nduseas, vomitos, disfuncién renal, isquemia/lesién por
reperfusion renal, dafo neuronal, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral,
encefalopatia hepatica, lesion cerebral traumatica, isquemia cerebral, lesion de la médula espinal, angiogénesis,
epilepsia, convulsiones, dolor neuropatico, obstrucciéon de las vias respiratorias, comportamiento obsesivo-
compulsivo, deterioro cognitivo, deseo y funcion sexual deteriorados, alteraciéon del suefio, supresion respiratoria
relacionada con opioides, adicién y cualquier combinacion de los mismos.

La invencion proporciona ademas un compuesto que tiene la formula general (I1):

OH O
OR3
HO R,

(I
para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o sintoma como se ha mencionado anteriormente.

Rz se selecciona de un alquilo C+-Cis lineal o ramificado, alquenilo C2-Css lineal o ramificado, alqueninilo
C4-C1s5 lineal o ramificado y alquinilo C2-Cs1s lineal o ramificado; cada uno independientemente opcionalmente
sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi, halégeno, amina y amida o cualquier
combinacion de los mismos; Rs se selecciona de un alquilo C1-C1s lineal o ramificado, alquenilo C2-Cis lineal o
ramificado, alqueninilo Cs4-C1s lineal o ramificado, alquinilo C2-C1s lineal o ramificado (dichos alquilo, alquenilo o
alquinilo estan cada uno opcionalmente sustituidos con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi (-OH),
halégeno, amina y amida o cualquier combinacion de los mismos), halégeno, amina y amida.

En algunas realizaciones, Rz es un alquilo C1-C+s lineal o ramificado. En otras realizaciones, Rz es un
alquenilo C2-Ci1s lineal o ramificado. En realizaciones adicionales, Rz es un alquinilo C2-Cis lineal o ramificado o un
alqueninilo Cs4-Cis lineal o ramificado.

En algunas realizaciones, Rs es un alquilo Ci-C1s5 lineal o ramificado. En otras realizaciones, R3 es un
alquenilo C2-Cis lineal o ramificado. En realizaciones adicionales, Rs es un alquinilo C2-Cis lineal o ramificado o un
alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado. En otras realizaciones mas, Rs se selecciona de un halégeno, una amina y una
amida. En algunas realizaciones, Rs siendo un alquilo, alquenilo o alquinilo o alqueninilo est4d opcionalmente
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sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi (-OH), halégeno, amina y amida o cualquier
combinacion de los mismos.

Un compuesto de la presente invencion puede ser HU-580:

OCHs

HO

HU-580.

La divulgacién proporciona ademas un compuesto que tiene la férmula general (111):

(1)

para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o sintoma como se ha mencionado anteriormente.

Rz se selecciona de un alquilo C1-C1s lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s lineal
o ramificado; cada uno independientemente opcionalmente sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado
de hidroxi, halégeno, amina y amida o cualquier combinacién de los mismos; R4 se selecciona de un alquilo C1-Ci1s
lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s lineal o ramificado, alquinilo C2-C1s lineal o ramificado (dichos alquilo, alquenilo o
alquinilo estan cada uno opcionalmente sustituidos con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi (-OH),
halégeno, amina y amida o cualquier combinacién de los mismos), halégeno, amina y amida. De acuerdo con otra
realizacién, la invencion también proporciona un compuesto que tiene la formula general (1):

OH
Ry

HO Ro
M

en donde R1 se selecciona de -C(=0)ORs, -OC(=0O)R4; Rz se selecciona de un alquenilo C2-C1s lineal o ramificado,
alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado o alquinilo Cz-Cis lineal o ramificado; cada uno independientemente
opcionalmente sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi, halégeno, amina y amida o
cualquier combinacién de los mismos; Rs se selecciona de un alquinilo C2-C1s lineal o ramificado, alqueninilo Cs-Cis
lineal o ramificado, halégeno, amina y amida; y R4 se selecciona de un alquilo C1-C1s lineal o ramificado, alqueninilo
C4-C15s lineal o ramificado, alquenilo C2-Cis lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s lineal o ramificado, halégeno, amina
y amida.
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El término "halégeno" significa F, Cl, Bro I.

El término "amina" como se usa en la presente se refiere a un radical -NRR'R” en donde cada uno de R, R’
y R” se selecciona de H, alquilo C+-C1s lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s
lineal o ramificado.

El término "amida", como se usa en la presente, se refiere a un radical -C(=O)NRR'R” o -NRC(=O)R', en
donde cada uno de R, R'y R” se selecciona de H, lineal o alquilo C1-Cis lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s lineal o
ramificado y alquinilo C2-C1slineal o ramificado.

El término "alquilo C:-Ci5" como se usa en la presente representa un grupo hidrocarbonado lineal,
ramificado o saturado que tiene 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 atomos de carbono, todos conectados
a través de enlaces sigma.

El término "alquenilo C2-C15" como se usa en la presente representa un grupo hidrocarbonado lineal o
ramificado que tiene 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 atomos de carbono, en donde por lo menos uno de
los enlaces que conectan dichos atomos de carbono es un enlace doble, todos los demas enlaces pueden ser de
cualquier otro tipo (simples y/o dobles).

El término "alquinilo C2-C15" como se usa en la presente representa un grupo hidrocarbonado lineal o
ramificado que tiene 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 atomos de carbono, en donde por lo menos uno de
los enlaces que conectan dichos atomos de carbono es un enlace triple, todos los demas enlaces pueden ser de
cualquier otro tipo (simples y/o triples). El término "alqueninilo C4-C15" como se usa en la presente representa un
grupo hidrocarbonado lineal o ramificado que tiene 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 a&tomos de carbono, en
donde por lo menos uno de los enlaces que conectan dos atomos de carbono adyacentes es un enlace doble y por
lo menos uno de los enlaces que conectan dos atomos de carbono adyacentes es un enlace triple.

Como se usa en la presente, el término "sustituyente opcional' indica que el sustituyente correspondiente
puede estar presente o puede estar ausente. Por consiguiente, un compuesto de la invencion puede tener 1, 2, 3 0
mas sustituyentes opcionales en cualquier punto del radical que se define que tiene esta sustitucién opcional.

Debe entenderse que los compuestos proporcionados en la presente pueden contener uno o0 mas centros
quirales. Tales centros quirales pueden ser cada uno de la configuracién (R) o (S). En caso de que un compuesto de
la invencion contenga mas de un centro quiral, cada uno de esos centros quirales puede ser de configuracion (R) o
(S), independientemente. Por tanto, los compuestos proporcionados en la presente pueden ser enantioméricamente
puros o ser mezclas estereoisoméricas o diastereoisémeras.

La invencion proporciona ademas una composicién que comprende por lo menos un compuesto como se
define en la presente anteriormente y a continuacién, de formula general (1) y (ll) para su uso en el tratamiento de las
afecciones, enfermedades o sintomas como se describe en la presente anteriormente.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un compuesto como se define en la presente con
anterioridad y a continuacién, de formula general (1) y (ll), para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad
o sintoma asociado con el receptor de 5-HT1a.

En un aspecto, la invencion proporciona un compuesto como se define en la presente con anterioridad y a
continuacion, de formula general (1) y (ll), para su uso en el tratamiento de una afeccion, enfermedad o sintoma
seleccionado de nduseas, vomitos, convulsiones y cualquier combinacién de los mismos.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un compuesto como se define en la presente con
anterioridad y a continuacion, de formula general (1) y (ll), para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad
0 sintoma asociado con la depresion.

Por tanto, la invencién proporciona un compuesto como se define en la presente con anterioridad y a
continuacion, de formula general (1) y (ll), para su uso en el tratamiento de una afeccion, enfermedad o sintoma
seleccionado de ansiedad, estrés, depresion, esquizofrenia, panico, sindrome de abstinencia, enfermedad
autoinmune, inflamacioén, reduccién del tamano del infarto, aumento del flujo sanguineo en ataque cerebral,
obesidad, sindrome metabdlico, retinopatia, nduseas, lesion por isquemia de miocardio, higado, renal/reperfusion,
dano neuronal, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral, encefalopatia hepatica, lesion
traumatica cerebral, isquemia cerebral, lesién de la médula espinal, efectos de rescate de la memoria, cancer,
angiogénesis, epilepsia, convulsiones, dolor neuropatico, obstruccién de las vias respiratorias, comportamiento
obsesivo-compulsivo, deterioro cognitivo, impulso y funcion sexual deteriorados, trastornos del suefo, supresién
respiratoria relacionada con opioides, adiccion y cualquier combinacién de los mismos.
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En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método que puede ser Util en el tratamiento de una
enfermedad, la enfermedad caracterizada por ser mejorada por el acido cannabididlico (CBDA), que comprende:
administrar a un sujeto con necesidad de dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
como se define en la presente con anterioridad y a continuacién, de formula general (1) y (l1).

Ejemplos no limitativos de enfermedades, afecciones y sintomas son: ansiedad y estrés, depresion,
esquizofrenia, panico y ansiedad, sintomas de abstinencia en la adiccion al cannabis y al tabaco, efecto facilitador de
la recompensa de la morfina y la cocaina, enfermedades autoinmunes de cualquier tipo (siendo la diabetes tipo 1y
la GVHD ejemplos especificos no limitativos), inflamacién (enfermedad de Crohn, colitis, pancreatitis, artritis
reumatoide), reduccion del tamafo del infarto y aumento del flujo sanguineo en el ataque cerebral, obesidad (tratada
mediante la reducciéon del consumo de alimentos o mediante la disminucion del apetito), sindrome metabdlico,
retinopatia asociada con diabetes, nauseas, lesion isquémica/por reperfusion de miocardico, hepatica, renal, dano
neuronal (debido a enfermedades o lesiones neurolégicas, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral, encefalopatia hepatica, lesién cerebral traumatica, isquemia cerebral,
lesion de la médula espinal, efectos de rescate de la memoria, cancer y resistencia a la quimioterapia para el cancer,
migracion de células cancerosas (metéstasis), angiogénesis, epilepsia y convulsiones, dolor crénico inflamatorio y
neuropatico, obstruccion de las vias respiratorias, conducta obsesivo-compulsiva y cualquier combinaciones de los
mismos.

En algunas realizaciones, las condiciones y sintomas de la enfermedad se seleccionan de nauseas (tanto
anticipatorias como agudas), vomitos, ansiedad y trastornos afectivos de cualquier tipo, como depresion (incluyendo
depresion mayor, depresion leve y enfermedad bipolar).

La presente divulgacion se refiere a un método que puede ser Util en el tratamiento de una enfermedad en
la que un efecto beneficioso clinico es evidente mediante la activacién de los receptores 5HT1a, que comprende
administrar a un sujeto con necesidad de dicho tratamiento una cantidad eficaz de por lo menos un compuesto de
férmula general (1) o (l1).

Ejemplos no limitativos de tales enfermedades y afecciones son: hipertension, ansiedad, vémitos y
nduseas, dolor, esquizofrenia, enfermedad de Parkinson, deterioro cognitivo, impulso y funcién sexuales
deterioradas, obesidad (el efecto es la supresion del consumo de alimentos), trastornos del suefio (en particular
corta duracién de rem), supresién respiratoria relacionada con opioides, adiccion y cualquier combinaciéon de los
mismos.

En particular, las enfermedades que muestran una evolucién clinica mejorada, debido a la activacién de
5HT1a, son las nauseas (tanto anticipatorias como agudas) y los vémitos (antieméticos y antinauseosos), la ansiedad
y los trastornos afectivos de cualquier tipo, principalmente la depresién (incluyendo la depresién mayor, depresién
leve y enfermedad bipolar) y cualquier combinacién de los mismos.

Por tanto, cuando se hace referencia en la presente a una "afeccion, sintoma o enfermedad asociada con el
receptor 5HT14", debe entenderse que incluye hipertension, ansiedad, vémitos y nauseas, dolor, esquizofrenia,
enfermedad de Parkinson, deterioro cognitivo, deseo y funcion sexual alterados, obesidad (el efecto es la supresion
del consumo de alimentos), trastornos del suefio (en particular corta duracién de rem), supresion respiratoria
relacionada con los opioides, adicciéon, nauseas (tanto anticipatorias como agudas) y vomitos (antieméticos y
antinauseosos), ansiedad y trastorno afectivo de cualquier tipo, principalmente depresion (incluyendo depresién
mayor, depresién leve y enfermedad bipolar) y cualquier combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método que puede ser Util en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada de: nauseas (tanto anticipatorias como agudas), ansiedad y trastorno afectivo de cualquier
tipo, principalmente depresion (incluyendo depresion mayor, depresion leve y depresion bipolar); que comprende:
administrar a un sujeto con necesidad de dicho tratamiento una cantidad eficaz de CBDA-ME.

En otro de sus aspectos, la invencién proporciona un compuesto como se divulga en la presente con
anterioridad y a continuacién para su uso en el tratamiento de por lo menos una enfermedad, afeccion, sintoma o
trastorno asociado con la disfuncion renal. La divulgacién proporciona ademas un método que puede ser Util en el
tratamiento de por lo menos una enfermedad, afeccidn, sintoma o trastorno asociado con la disfuncién renal en un
paciente con necesidad de ello; que comprende administrar a dicho paciente por lo menos un compuesto de la
presente invencion.

Cuando se hace referencia a "disfuncion renal' en el contexto de la presente solicitud, debe entenderse que
incluye cualquier tipo (cualitativo o cuantitativo) de reduccién o insuficiencia de la funcién renal y puede ser aguda o
cronica. Tal disfuncion renal puede estar provocada por cualquier motivo incluyendo lesién, enfermedad, disposicion
genética y demas. Las causas de la disfuncion renal aguda incluyen presién arterial baja, bloqueo del tracto urinario,
medicamentos, degradacion muscular, sindrome urémico hemolitico y cualquier combinacién de los mismos. Causas
adicionales de disfuncién renal cronica incluyen, diabetes, presion arterial alta, sindrome nefrético, enfermedad renal

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2909350 T3

poliquistica y cualquier combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, tales enfermedades, afecciones, sintomas y trastornos que estan asociados con
la disfuncién renal incluyen nefropatia diabética, lesiones renales crénicas y agudas, enfermedades renales cronicas
y agudas, insuficiencia renal crénica reagudizada, dafo renal asociado a la obesidad y cualquier combinacién de los
mismos.

Las afecciones y los sintomas asociados con la disfuncién renal incluyen: niveles altos de urea en sangre,
vémitos, diarrea, nauseas, pérdida de peso, miccion nocturna, cambios en la frecuencia y cantidad de la miccion,
sangre en la orina, presion o dificultad para orinar, acumulacion de fosfatos en la sangre, picazén, dafo 6seo, falta
de unién en huesos rotos, calambres musculares, acumulacion de potasio en la sangre, ritmos cardiacos anormales,
paralisis muscular, fallo de los rifiones para eliminar el exceso de liquido, hinchazén de las piernas, tobillos, pies,
cara, o manos, dificultad para respirar, enfermedad renal poliquistica, quistes grandes llenos de liquido en los
rifones, dolor en la espalda o el costado, disminucién de la produccién de eritropoyetina, producciéon disminuida de
glébulos rojos, anemia, orina espumosa o burbujeante, hinchazén en las manos, pies, abdomen o cara, pérdida de
apetito, exceso de proteinas en sangre y orina, convulsiones cuando se administra con altas dosis de penicilina y
cualquier combinacién de los mismos.

La presente divulgacién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
de la presente invencién mezclado con productos auxiliares farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otros
agentes terapéuticos. Los productos auxiliares deben ser "aceptables” en el sentido de ser compatibles con los
demas ingredientes de la composicion y no perjudiciales para los receptores de la misma.

Las composiciones farmacéuticas incluyen las adecuadas para administracién oral, rectal, nasal, tépica
(incluyendo transdérmica, bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular,
intravenosa e intradérmica) o administracion a través de un implante. Las composiciones pueden prepararse
mediante cualquier método bien conocido en el campo de la farmacia.

Tales métodos incluyen el paso de asociar compuestos usados en la invencién o combinaciones de los
mismos con cualquier agente auxiliar. El o los agentes auxiliares, también denominados ingredientes accesorios,
incluyen los convencionales en la técnica como portadores, rellenos, aglutinantes, diluyentes, disgregantes,
lubricantes, colorantes, aromatizantes, antioxidantes y humectantes.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion oral pueden presentarse como
unidades de dosificaciéon discretas como pildoras, comprimidos, grageas o capsulas, o como polvo o granulos, o
como solucién o suspension. El ingrediente activo también puede presentarse en forma de bolo o pasta. Las
composiciones pueden procesarse adicionalmente en un supositorio 0 enema para administracion rectal.

La divulgacion se refiere ademas a una composicion farmacéutica, como se ha descrito anteriormente en la
presente, en combinacion con material de envasado, incluyendo las instrucciones para el uso de la composicion para
un uso como se ha descrito anteriormente en la presente.

Para la administracién parenteral, las composiciones adecuadas incluyen inyeccion estéril acuosa y no
acuosa. Las composiciones pueden presentarse en envases de dosis unitarias 0 multidosis, por ejemplo viales y
ampollas sellados, y pueden almacenarse en un estado secado por congelacion (liofilizado) que requiere solo la
adicion de un portador liquido estéril, por ejemplo agua, antes de su uso. Para la administracién transdérmica, por
ejemplo, pueden contemplarse geles, parches o aerosoles. Las composiciones o formulaciones adecuadas para la
administracién pulmonar, por ejemplo, por inhalaciéon nasal, incluyen polvos finos o nebulizaciones que pueden
generarse por medio de aerosoles presurizados de dosis medidas, nebulizadores o insufladores.

La dosis exacta y el régimen de administracion de la composicién dependeran necesariamente del efecto
terapéutico o nutricional a lograr y pueden variar con la formula particular, la via de administraciéon y la edad y
condicion del individuo al que se va administrar la composicién.

La invencion se refiere a un compuesto para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o
sintoma asociado con el receptor 5-HT1a; que comprende administrar a un paciente con necesidad de ello por lo
menos un compuesto divulgado en la presente o anteriormente (compuestos de férmula (1), (II) y demas).

La divulgacion se refiere ademas a un compuesto para su uso en el tratamiento de una afeccion,
enfermedad o sintoma seleccionado de nauseas, vomitos, convulsiones y cualquier combinacion de los mismos; que
comprende administrar a un paciente con necesidad de ello por lo menos un compuesto divulgado en la presente o
anteriormente (compuestos de férmula (1), (Il) y demas).

La divulgacion se refiere ademas a un compuesto para su uso en el tratamiento de una afeccion,
enfermedad o sintoma asociado con la depresion; que comprende administrar a un paciente con necesidad de ello

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2909350 T3

por lo menos un compuesto divulgado la presente o anteriormente (compuestos de formula (1), (1) y demas).

La divulgacién se refiere a un compuesto para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o
sintoma seleccionado de ansiedad, estrés, depresion, esquizofrenia, panico, sindrome de abstinencia, enfermedad
autoinmune, inflamacién, reduccién del tamafo del infarto, aumento del flujo sanguineo en un ataque cerebral,
obesidad, sindrome metabdlico, retinopatia, nauseas, lesion isquémica/por reperfusion de miocardio, hepatica, renal,
dano neuronal, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral, encefalopatia hepatica, lesion
cerebral traumatica, isquemia cerebral, lesion de la médula espinal, efectos de rescate de la memoria, cancer,
angiogénesis, epilepsia, convulsiones, dolor neuropatico, obstruccion de las vias respiratorias, comportamiento
obsesivo-compulsivo, deterioro cognitivo, impulso y funcién sexual alterados, trastornos del suefio, supresion
respiratoria relacionada con opioides, adiccién y cualquier combinacién de los mismos; que comprende administrar a
un paciente con necesidad de ello por lo menos un compuesto divulgado en la presente o anteriormente
(compuestos de férmula (1), (1) y demas).

La divulgacion se refiere ademas a un compuesto para si uso en el tratamiento de por lo menos una
enfermedad, afeccion, sintoma o trastorno asociado con la disfuncion renal; que comprende administrar a un
paciente con necesidad de ello por lo menos un compuesto divulgado en la presente o anteriormente (compuestos
de férmula (1), (Il) y demas).

Como se usa en la presente, el término "tratar una enfermedad, trastorno, afeccion o sintoma" se refiere a
una ralentizacién o una reversion del progreso de la enfermedad, trastorno o sintoma del mismo. El tratamiento de
una enfermedad o trastorno incluye tratar un sintoma y/o reducir los sintomas de la enfermedad.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La materia considerada como la invencion se sefiala en particular y se reivindica claramente en la parte
final de la memoria descriptiva. Sin embargo, la invencién, tanto en cuanto a la organizacion como al método de
funcionamiento, junto con los objetos, las caracteristicas y las ventajas de la misma, puede entenderse mejor con
referencia a la siguiente descripcion detallada cuando se lee junto con los dibujos acompafantes en los que:

Las Figuras 1A-1E muestran el efecto del CBDA (0,01, 0,1, 1,0, 10 o 100 nM) sobre la estimulacién inducida por
8-OH-DPAT de la unién de [*®S]-GTPyS a membranas obtenidas de células CHO transfectadas establemente
con receptores 5-HT1a humanos. Los simbolos representan valores medios + SEM (n = 6). En la Tabla 1 se
enumeran los valores medios de Emax Y ECso para 8-OH-DPAT determinados en presencia de CBDA o solo de su
vehiculo (VEH), DMSO, junto con los limites de confianza del 95% de estos valores.

Las Figuras 2A-2F muestran el efecto de HU-580 (0,001, 0,01, 0,1, 1,0, 10 o 100 nM) sobre la estimulacion
inducida por 8-OH-DPAT de la union de [¥°S]-GTPyS a membranas obtenidas de células CHO transfectadas
establemente con receptores 5-HT1a humanos. Los simbolos representan valores medios + SEM (n = 6). En la
Tabla 2 se enumeran los valores medios de Emax y ECso para 8-OH-DPAT determinados en presencia de HU-580
o0 solo de su vehiculo (VEH), DMSO, junto con los limites de confianza del 95% de estos valores.

La Figura 3 muestra el numero medio de aperturas de la boca condicionadas provocados por una solucion de
sacarina emparejada con LiCl entre las ratas pretratadas con varias dosis de CBDA (n = 8 por grupo) o HU-580
(n = 8 por grupo) o solo con vehiculo (VEH; n = 8). A los grupos adicionales se les administré un pretratamiento
de WAY100635 (0,1 mg-kg-1) 15 min antes de 0,1 mg-kg-1 de HU-580 (n = 6) o VEH (n = 8). Los resultados se
presentan como media + SEM y *P < 0,05, representan las respuestas medias a CBDA o HU-580, que difieren
significativamente de las respuestas medias a VEH.

La Figura 4A muestra el efecto de CBDA o HU-580 (0,01, 0,1 pg-kg™") o vehiculo (VEH) administrado i.p. 45 min
antes de la prueba de nauseas anticipatorias (n = 6 por grupo). A grupos adicionales se les administrd un
pretratamiento de WAY100635 (0,1 mg-kg!) 15 min antes de 0,1 mg-kg™' HU-580 (n = 8) o VEH (n = 8). El
numero medio de respuestas de aperturas de boca condicionadas se midié durante el ensayo de prueba de
nauseas anticipatorias. Cada barra representa la media + SEM. *P < 0,05, diferencia significativa con respecto a
los animales de control tratados con VEH.

La Figura 4B muestra la distancia media (cm) recorrida medida en una prueba de actividad realizada después de
la prueba de nauseas anticipatorias. Cada barra representa la media + SEM.

La Figura 5 muestra el tiempo medio que las ratas pasan en la caja con luz, 24 h después de la exposicién a
descargas en las patas (No-FS) o a FS. A todas las ratas se les inyect6 i.p. vehiculo (VEH; n =9 o 12), 0,01
ug-kg', CBDA (n=8) 0 0,01 pug-kg' HU-580 (n = 8), 45 min antes de una prueba de emergencia de caja con luz-
oscuridad de 5 min. A grupos adicionales se les inyectaron 0,1 mg-kg™' de WAY100635 15 min antes de VEH (n
=7 u 8) o 0,01 ug-kg' de HU-580 (n = 8). Cada barra representa la media + SEM. *P < 0.05, indica una
diferencia significativa entre los grupos de estrés por FSy No FS.

Se apreciara que por simplicidad y claridad de la ilustracién, los elementos que se muestran en las figuras
no se han dibujado necesariamente a escala. Por ejemplo, las dimensiones de algunos de los elementos pueden
exagerarse con respecto a otros elementos para mayor claridad. Ademas, cuando se considere apropiado, los
nuameros de referencia pueden repetirse entre las figuras para indicar elementos correspondientes o analogos.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

En la siguiente descripcion detallada, se exponen numerosos detalles especificos para proporcionar una
comprensién exhaustiva de la invenciéon. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderan que la presente
invencion puede ponerse en practica sin estos detalles especificos. En otros casos, los métodos, procedimientos y
componentes bien conocidos no se han descrito en detalle para no oscurecer la presente invencion.

SINTESIS
Sintesis de acido cannabididlico (CBDA):

Se calienta una mezcla de cannabidiol (CBD, 314 mg, 1 mmol) y una soluciéon 2 molar de carbonato de
metilo y magnesio (MMC/2 M, 1,5 ml, 3 mmol) en dimetilformamida (DMF) a 130° C durante 3 horas. Luego la
reaccion se enfria a 02 C, se acidifica con &cido clorhidrico al 10% y se extrae con éter. La capa organica se lava con
solucién salina, se seca sobre el agente secante sulfato de magnesio (MgSQO4) y luego se evapora. Luego, el
compuesto bruto se limpia mediante cromatografia en columna (éter-éter de petréleo al 20%).

Sintesis del éster metilico del acido cannabididlico (HU-580):

A una solucién de acido canabidiélico (CBDA) (175 mg, 0,488 mmol) en 2,5 ml de diclorometano (CH2Cl2),
se le afnaden 0,02 ml de metanol (CH3OH, 0,488 mmol) y 7,2 mg de 4-pirrolidinopiridina (0,048 mmol). La reaccion
se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente seguido de la adicion del agente de acoplamiento, N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (121 mg, 0,585 mmol) y se agita durante la noche. Luego se evapora el solvente y la
mezcla bruta se acidifica con acido clorhidrico al 5% y se extrae con diclorometano (CH2Cl2). La capa organica se
lava con bicarbonato de sodio acuoso saturado (NaHCOs), se seca sobre el agente secante sulfato de magnesio
(MgSO0a4) y luego se evapora. Luego, el compuesto bruto se limpia mediante cromatografia en columna (éter-éter de
petréleo al 2%).

Los espectros de 'H-NMR se obtuvieron usando un aparato Bruker AMX de 300 MHz usando DMSO
deuterado. La cromatografia en capa fina (TLC) se llevd a cabo en placas de gel de silice 60F2s4 (Merck). La
cromatografia en columna se realizé en gel de silice 60 A (Merck). Los compuestos se localizaron usando una
lampara UV a 254 nm. Los analisis GCMS se realizaron en un instrumento HP GCMS (Modelo GCD PLUS) con un
detector El y una columna de metilsilicona de 30 m.

H NMR (300 MHz, ((CD3)2S0)) & 6.18 (1H, s, Ar), 5.07 (1H, s), 4.4 (1H, s), 4.41 (1H, s), 3.82 (3H, s), 3.35
(1H, m), 2.66 (1H, m), 2.49 (2H, 1), 2.09 (1H, b), 1.95 (3H, s),1.71-1.05 (12, ms), 0.86 (3H, 1). GC MS = 314 m/z.

METODOS BIOLOGICOS
Procedimientos in vitro

Células CHO. Se mantuvieron células CHO transfectadas establemente con ADNc que codifica receptores
5-HT1a humanos (un generoso regalo del Dr. Keith Parker) a 372 C y 5% de CO:2 en Mezcla Nutriente F-12 de Ham
Gibco™ suministrada por Fisher Scientific UK Ltd que fueron ambos suplementados con L-glutamina 2 mM, FBS al
10% y penicilina-estreptomicina al 0,6%, todos ellos también suministrados por Fisher Scientific UK Ltd, y con la sal
de disulfato de G418 [(2R,3S,4R,5R,6S)-5-amino-6-{[(1R,2S,3S,4R,6S)-4,6-diamino-3-{[(2R,3R,4R,5R)-3,5-dihidroxi-
5-metil-4-(metilamino)oxan-2-ilJoxi}2-hidroxiciclohexilloxi}-2-[(1R)-1-hidroxietiljoxano-3,4-diol; 600 mg-ml']
suministrado por Sigma-Aldrich UK.

Ensayo de unién de [F°S]-GTPyS. Cada ensayo se llevd a cabo con membranas de células CHO 5-HT1a
humanas (50 pg de proteina por pocillo), tampdn de unién a GTPyS (Tris-HCI 50 mM; Tris-Base 50 mM; MgClz 5
mM; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM; DTT 1 mM y BSA al 0,1%), [*S]-GTPyS 0,1 nM y GDP 30 uM, en un volumen final
de 500 pl (Cascio et al., 2010). La union se inici6 mediante la adicion de [*®S]-GTPyS a los pocillos. La unién no
especifica se midio en presencia de GTPyS 30 uM. Los ensayos se realizaron a 30° C durante 60 min (Cascio et al.,
2010). La reaccion se termind mediante un método de filtracion al vacio rapido usando tampén de unién a Tris como
se ha descrito anteriormente por Cascio et al. (2010), y la radiactividad se cuantificé por espectrometria de centelleo
liquido. En todos los ensayos de union de [®®S]-GTPyS, se us6 [®®S]-GTPyS 0,1 nM, GDP 30 mM y una
concentracién de proteina de 5 pg por pocillo. Se almacenaron CBDA, HU-580, 8-OH-DPAT y WAY100635 a -20° C
como soluciones madre 10 mM disueltas en DMSO.

Procedimientos in vivo
Animales. Los procedimientos con animales cumplieron con el Consejo Canadiense de Cuidado de

Animales, y los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado de Animales de la Universidad
de Guelph. Los estudios en animales se informan de conformidad con las pautas ARRIVE (Kilkenny et al., 2010;
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McGrath y Lilley, 2015). Se usaron un total de 200 ratas Sprague-Dawley macho sin tratar, obtenidas de Charles
River Laboratories (St Constant, Quebec), para todos los estudios in vivo. Las ratas se alojaron individualmente
(para estudios de nauseas agudas) o en parejas [para estudios de emergencia luz-oscuridad y nauseas
anticipatorias] en jaulas de origen hechas de plastico blanco opaco (48 x 26 x 20 cm), que contenian lecho de
mazorca de Harlan Laboratories, Inc. (Mississauga, Ontario), una toalla de papel marrén y CrinkI'Nest™ de The
Andersons, Inc. (Maumee, Ohio). Ademas, en las jaulas de origen, se proporcioné a las ratas un recipiente de papel
blanco suave que tenia 14 cm de largo y 12 cm de didmetro. Todas las ratas se sometieron a una temperatura
ambiente de 212 C y un horario de luz-oscuridad de 12/12 h (luces apagadas a las 07:00 h) y se mantuvieron con
comida (Highland Rat Chow [8640]) y agua a voluntad. Para los estudios de nauseas agudas y anticipatorias, sus
pesos corporales variaron de 263 a 329 g el dia del acondicionamiento. Para los estudios de emergencia luz-
oscuridad, sus pesos corporales variaron de 320 a 387 g el dia de la prueba.

Aparato. Para los estudios de nauseas agudas (experimento in vivo 1), las ratas se colocaron en camaras
de reactividad gustativa (Grill y Norgren, 1978) con su canula conectada a una bomba de infusién (Modelo KDS100,
KD Scientific, Holliston, MA, USA) para la administracién de fluidos. Las cdmaras de reactividad gustativa estaban
hechas de plexiglas transparente (22,5 x 26 x 20 cm) que se colocaban sobre una mesa con una tapa de vidrio
transparente. Un espejo debajo de la camara en un angulo de 45° facilitd la visualizacion de la superficie ventral de
la rata para observar las respuestas orofaciales. La cadmara de acondicionamiento estaba en un cuarto oscuro junto
a una fuente de luz de 25 W. Una camara de video (Sony DCR-HC48, Henry's Cameras, Waterloo, ON, Canada)
conectada a un ordenador se enfoco en el espejo y se usd para registrar las reacciones orofaciales de cada rata
durante la prueba de reactividad gustativa de 2 minutos. Posteriormente, las cintas de video se calificaron usando el
software 'The Observer' (Noldus Information Technology Inc., Leesburg, VA, USA).

Para el experimento in vivo 2, se midié la apertura de boca condicionada provocada contextualmente (un
modelo de ndusea anticipatoria) usando una camara de acondicionamiento distintiva hecha de plexiglas negro opaco
(22,5 x 26 x 20 cm) con una tapa opaca colocada sobre una mesa con una tapa de vidrio transparente. Un espejo
debajo de la cdmara en un angulo de 45° facilité la visualizacion de la superficie ventral de la rata para observar las
respuestas orofaciales. La camara de acondicionamiento estaba en un cuarto oscuro junto a una fuente de luz de 25
W. Una camara de video conectada a un ordenador se enfoc6 en el espejo para registrar las reacciones orofaciales
de cada rata durante el ensayo de prueba de 5 minutos. Posteriormente, las cintas de video se calificaron usando el
software 'The Observer'. Para evaluar la actividad se us6 una camara de actividad de plexiglas blanco (60 x 25 x 25
cm), iluminada por una luz roja que se encuentra en una habitacion diferente que la camara contextual para crear un
contexto diferente de la cdmara AN. La actividad de cada rata fue capturada por una camara de video y se envi6 al
programa de software Ethovision (Noldus, Inc., NL) para medir la distancia (cm) recorrida.

Para el experimento in vivo 3, se evalud la respuesta de tipo ansiolitico usando el aparato de emergencia
luz-oscuridad, que consistia de una caja rectangular de plastico blanco opaco que se dividia en dos compartimentos:
una caja oscura cerrada pequefa (25 cm de anchura x 20,5 cm de largo x 20,5 cm de alto) construida de plastico
negro opaco con una puerta (8 cm de anchura x 10 cm de alto) que lleva a una caja iluminada abierta mas grande
(39,5 cm de largo x 25 cm de anchura). La caja iluminada abierta se iluminé con una lampara (con una bombilla de
60 W, 180 lux en la camara de luz) colocada 115 cm por encima del centro de la caja iluminada. Se mont6 una
camara de video sobre la caja con luz-oscuridad, y las cintas de video se analizaron con el software Ethovision
(Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA) durante el tiempo que se pasé en la caja con luz durante la
prueba de 5 min. Para la sesién de descargas en las patas (FS), las ratas se colocaron en camaras de
acondicionamiento de miedo de MED Associates atenuantes de sonido (St. Albans, VT, USA). La sesion de FS de 6
min consistié de seis descargas de 0,8 mA en los pies administradas con 1 min de diferencia. Cada descarga de 0,5
s fue precedida por un tono auditivo de 30 s (90 Db, 5000 Hz) como lo describe Bluettet al. (2014).

Procedimientos in vivo

Experimento in vivo 1: efectos relacionados con la dosis de CBDA y HU-580 sobre las nauseas agudas y la
mediacion del receptor 5-HT1a de los efectos de HU-580.

A todas las ratas se les implanté quirdrgicamente una canula intraoral de acuerdo con los procedimientos
descritos por Limebeer et al. (2010). El dia de la cirugia, a las ratas se les inyectd un antibiético (Derapin: 00 mg-kg!
s.c.; Pfizer Animal Health, Pfizer Canada Inc, Kirkland, Quebec, Canada) 30 min antes de ser anestesiadas con
isoflurano (induccién al 4-5%, mantenimiento al 1,5% en O2). Se indujo anestesia en el plano quirlrgico, segun lo
indicado por la ausencia del reflejo de retirada de las patas traseras y definido por el Consejo Canadiense de
Cuidado Animal, antes de que comenzara cualquier cirugia, y se ajusté segun fue necesario. Una vez que se hubo
inducido suficiente anestesia, se afeitd una seccion de piel de 2 cm? en la parte posterior del cuello al nivel de la
escapula. La piel se preparé limpiando con jabon (Bactistat; Ecolab, St. Paul, MN, USA) y frotando con alcohol
isopropilico al 70% seguido de una solucion de Betadine al 7% (Purdue Products LP, Stamford, CT, USA). Luego, a
cada rata se le administré una inyeccion de 5 mg-kg™ (i.p.) del farmaco antiinflamatorio/analgésico carprofeno
(Rimadyl; Pfizer Canada Inc., Kirkland, Quebec, Canada). Se insert6 una aguja de acero inoxidable de calibre 15 de
pared delgada en el area afeitada del cuello, se dirigié6 subcutdneamente alrededor de la oreja y se sacé por detras
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del primer molar dentro de la boca. Luego, se inserté a través de la aguja un tubo Intra Medic PESO de 10 cm de
longitud (Clay Adams Brand; Becton Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) con un diametro interior de 0,86 mm y un
diametro exterior de 1,27 mm después de lo cual se retird la aguja. Se aplico Betadine (10%) en el sitio de puncién y
se colocaron tres discos elasticos (2 cm?) sobre el extremo expuesto del tubo y se sacaron a la piel en la parte
posterior del cuello con el proposito de estabilizar la canula. La canula se mantuvo segura en la cavidad oral
mediante un disco de malla de polipropileno de 6 mm (297 micras; Small Parts Inc., Miramar, FL, USA) asegurado
detras de la abertura intraoral con reborde térmico. Luego, las ratas se devolvieron a su jaula de origen y se
monitorizaron diariamente durante 3 dias. Durante los 3 dias siguientes a la cirugia, las ratas se pesaron y sus
canulas se enjuagaron con un enjuague bucal antiséptico. Durante este tiempo, también se monitoriz6 a las ratas en
cuanto a actividad, vocalizacion, deshidratacion, rigidez y presencia de tinciéon de porfirina alrededor de los ojos. En
el primer dia posquirargico, a las ratas también se les administré una inyeccion analgésica/antiinflamatoria de
Rimadyl (5 mg-kg-1i.p.).

Después de la monitorizacién posquirdrgica, las ratas recibieron una prueba de adaptacion en la que se
colocaron en la camara de reactividad gustativa con la canula de cada rata conectada a la bomba de infusién.
Durante la adaptacion, se infundidé agua en sus céanulas intraorales durante 2 min a una velocidad de 1 ml-min-'. Al
dia siguiente del ensayo de adaptacion, las ratas recibieron un ensayo de acondicionamiento en el que se les
administré una inyeccion pretratamiento de vehiculo (VEH) (n = 8), CBDA (0,01, 0,1, 1 pg-kg™; n = 8 por grupo) o
HU-580 (0,01, 0,1, 1 ug-kg™'; n =8 por grupo). Cuarenta y cinco minutos después de la inyeccion de pretratamiento,
las ratas se colocaron individualmente en la cdmara y se infundieron, p.o. con solucién de sacarina al 0,1% durante 2
min a razén de 1 ml-min-'. Inmediatamente después de la infusién de sacarina, a todas las ratas se les inyectaron 20
ml-kg™! de LiCl 0,15 M y se las devolvid a su jaula de origen. Setenta y dos horas mas tarde, las ratas se probaron
libres de drogas. A las ratas se les infundié de nuevo p.o. solucién de sacarina al 0,1% durante 2 min a una
velocidad de 1 ml-min"' mientras que las respuestas orofaciales se grabaron en video desde un espejo en un angulo
de 45° por debajo de las camaras. Luego, las ratas se devolvieron a sus jaulas de origen. Se afadieron dos grupos
adicionales para determinar el mecanismo de accién. A estas ratas se les inyecté WAY100635 (0,1 mg-kg™') 15 min
antes de una inyeccion de vehiculo (n = 8) 0 0,1 pg-kg™' HU-580 (n = 6). Posteriormente, las cintas de video fueron
calificadas por un observador ciego a las condiciones experimentales usando 'The Observer' para los
comportamientos de apertura de boca (grandes aberturas de la boca y la mandibula, con los incisivos inferiores
expuestos).

Experimento in vivo 2: efecto de CBDA y HU-580 sobre las nduseas anticipatorias y la mediacion del
receptor 5-HT1a de los efectos de HU-580.

Para comparar el potencial de HU-580 y CBDA para reducir las nauseas anticipatorias, se usé el paradigma
de apertura de boca condicionada provocada contextualmente (por ejemplo, Limebeer et al., 2010; Rock et al.,
2014). Las ratas se sometieron a cuatro ensayos de acondicionamiento durante los cuales el contexto distintivo se
emparej6 con 127 mg-kg™! de LiCl. En cada ensayo, se inyecté LiCl a las ratas y luego se colocaron inmediatamente
en la camara de acondicionamiento durante 30 min. Este procedimiento se repitié cuatro veces con un intervalo de
48 horas entre los ensayos de acondicionamiento. Para el ensayo de prueba, las ratas se asignaron aleatoriamente
a uno de los cinco grupos de tratamiento (n = 6 por grupo): VEH, 0,1 ug-kg' CBDA, 0,1 pg-kg™' HU-580, 0,01 ug-kg'
CBDA, 0,01 pg-kg' HU-580. Los pretratamientos se inyectaron 45 min antes de que las ratas recibieran una
inyeccion de solucion salina (20 mL-kg™ i.p.) y se colocaron individualmente en la cdmara de acondicionamiento
(contextual) durante 5 min, y se grabaron en video las respuestas orofaciales. Para investigar el mecanismo de
accion de HU-580, a dos grupos adicionales de ratas se les administraron 0,1 mg-kg™' de WAY-VEH (n =8), 0,1
mg-kg™' de WAY-0,1 ug-kg' de HU-580 (n= 8). EI VEH o WAY100635 se administraron 15 min antes que HU-308 o
VEH. Las cintas de video del ensayo de prueba fueron calificadas por un observador ciego a las condiciones
experimentales usando 'The Observer’ para los comportamientos de apertura de boca (aberturas grandes de la boca
y la mandibula, con los incisivos inferiores expuestos). Inmediatamente después del ensayo de prueba, las ratas se
colocaron en la cdmara de actividad (plexiglas blanco, 60 x 25 x 25 cm, iluminada por una luz roja) durante 15
minutos, y una camara de video captur6 la actividad locomotora y la envié a un ordenador usando el software
EthoVision (Noldus, Inc, NL) para medir la distancia (cm) recorrida.

Experimento in vivo 3: efecto de CBDA y HU-580 sobre la respuesta similar a ansiedad y la mediacion del
receptor 5-HT1a de los efectos de HU-580.

El efecto de CBDA y HU-580 en la respuesta similar a ansiedad se evalué usando la prueba de emergencia
de caja claro-oscuro después de un estrés por descarga en los pies 0 sin estrés por descarga en los pies (sin FS).
Bluett et al. (2014) han demostrado que la respuesta similar a ansiedad en esta prueba aumenta considerablemente
24 h después del estrés por descarga en los pies. Ademas, Roca et al. (2017) han demostrado que el CBDA (en
dosis tan bajas como 0,1 pg-kg™ i.p.) previene la respuesta similar a ansiedad intensificada después del estrés por
descarga en los pies, mediante un mecanismo de accién dependiente de 5-HT1a. Por lo tanto, se compard la eficacia
relativa de una dosis aun mas baja (0,01 pg-kg™, i,p.) de CBDA y HU-508. Como se descubrié que HU-580 era
ansiolitico a esta dosis baja, se evalu6 posteriormente la capacidad del antagonista del receptor 5HT1a, WAY 100635,
de revertir la supresion de la respuesta similar a ansiedad por HU-580.
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Todas las ratas se aclimataron a la instalacion durante 13 dias antes de las manipulaciones experimentales,
el pesaje y la manipulacién produciéndose durante ocho de estos dias. Después de esta aclimatacién, las ratas
recibieron una Unica sesion de estrés por FS o una sesion de estrés sin FS 24 h antes de la prueba de emergencia
luz-oscuridad (Bluett et al., 2014). Para el grupo FS, las ratas se colocaron en camaras de acondicionamiento de
miedo de MED Associates atenuadoras de sonido (St. Albans, VT, USA). La sesion de FS de 6 min consistié de seis
FS de 0,8 mA administradas con 1 min de diferencia. Cada descarga de 0,5 s fue precedida por un tono auditivo de
30 s (90 Db, 5000 Hz) como se describe por Bluett et al. (2014). El grupo de estrés son FS permaneci6 en su jaula
de origen durante esta sesion.

Veinticuatro horas mas tarde, las ratas se sometieron a la prueba de emergencia luz-oscuridad. Las ratas
del grupo FS y del grupo sin FS se pretrataron con VEH, 0,01 ug-kg™' de CBDA o 0,01 ug-kg™' de HU-580. Cuarenta
y cinco minutos mas tarde, se colocaron en la camara oscura de la caja con luz y oscuridad y se siguié su
movimiento durante una prueba de 5 minutos. Para investigar la posibilidad de que el efecto de HU-580 estuviera
mediado por el receptor 5-HT1a, se inyectd WAY100635 a grupos adicionales, 15 min antes de VEH o 0,01 ug-kg’
de HU-580. Se midié el niumero de segundos pasados en la caja con luz. Los grupos fueron los siguientes: Sin FS-
VEH (n =9), FS-VEH (n = 12), Sin FS-0.01 pg-kg™ de CBDA (n= 8), FS-0,01 pg-kg' de CBDA (n = 8), Sin FS-0,01
de HU-580 (n = 8), FS-0,01 de HU-580 (n = 8), Sin FS-0,1 ug- kg' de WAY-VEH (n = 8), FS-0,1 pug-kg' de WAY-
VEH (n =7), Sin FS-0,1 ug-kg™' de WAY-0.01 pg-kg™' de HU580 (n = 8), FS-0,1 ug-kg™' de WAY-0,01 pg-kg"' de HU-
580 (n = 8).

Analisis de datos in vitro e in vivo

Los valores de unién de [3S]-GTPyS estimulados por agonista neto se calcularon restando los valores de
unién de referencia (obtenidos en ausencia de agonista) de los valores estimulados por agonista (obtenidos en
presencia de agonista) (Cascio et al., 2010). Los valores se expresan como medias y la variabilidad como SEM o
como limites de confianza del 95%. Los valores medios de ECso y de efecto maximo medio (Emax), y SEM o limites
de confianza del 95% de estos valores, se calcularon mediante analisis de regresion no lineal usando la ecuacion
para una curva de concentracién-respuesta sigmoidea (GraphPad Prism). Los valores de P <0,05 se consideraron
significativos. Los datos y el analisis estadistico cumplen con las recomendaciones sobre disefio experimental y
andlisis en farmacologia (Curtis et al., 2015).

Para el andlisis de los datos del experimento de nauseas agudas (experimento in vivo 1), se realiz6 un
ANOVA de un solo factor para el nimero medio de aperturas de la boca en la prueba de 2 minutos, y las
comparaciones por pares posteriores se evaluaron con pruebas post hoc de diferencia minima significativa (LSD).
Para el analisis de los datos del experimento de nauseas anticipatorias (AN) (experimento in vivo 2), se realiz6 un
ANOVA de un solo factor para el nimero de aperturas de la boca en la prueba de AN de 5 min y para la distancia
total recorrida en la prueba de actividad, y las comparaciones por pares posteriores se evaluaron con pruebas post
hoc de LSD. Para el andlisis de datos del experimento de respuesta similar a ansiedad (Experimento in vivo 3), la
cantidad de tiempo pasado en la caja con luz durante la prueba de emergencia luz-oscuridad se introdujo en un
ANOVA de 2 x 5 entre factores con los factores de estrés con FS/estrés sin FS y cada pretratamiento y pg-kg™ i.p.
condicién de dosis (VEH, 0,01 pug-kg' de CBDA, 0,01 pg-kg™' de HU-580, WAY-VEH o WAY-HU-580). Se realizaron
pruebas t posteriores independientes para explorar la interaccién. Los niveles de significacion se establecieron en P
< 0,05.

Materiales y farmacos usados in vitro. El 8-OH-DPAT y WAY 100635 fueron suministrados por Bio-Techne
(Abingdon, Reino Unido). El [¥5S]-GTPyS (1250 Ci mmol') se adquirié de PerkinElmer Life Sciences, Inc. (Boston,
MA, USA), y GTPyS, GDP y DMSO de Sigma-Aldrich UK. El CBDA y su éster metilico (HU-580) fueron
proporcionados por Raphael Mechoulam.

Farmacos usados in vivo. Se preparo6 cloruro de litio (LiCl; Sigma Aldrich) en una solucién 0,15 M con agua
estéril y se administré i.p. a un volumen de 20 ml-kg™' (dosis de 127,2 mg-kg™). El CBDA y su éster metilico (HU-
580), ambos proporcionados por Raphael Mechoulam, se disolvieron en un tubo graduado de vidrio en 1 ml de
etanol con 1 ml de Tween80 (Sigma) anadido a la solucion y el etanol se evapor6é con una corriente de nitrégeno,
después de lo cual se afadieron 9 ml de solucién salina (relacion final de Tween80: solucién salina = 1:9). Se
administr6 CBDA o HU-580 a ratas i.p. a dosis de 0,01, 0,1 0 1,0 pug-kg™, en un volumen de 1 ml-kg!, usando una
solucién madre que contenia uno u otro de estos compuestos a una concentracion de 0,01, 0,1 o 1,0 ug-ml’
respectivamente. El WAY100635 (Sigma, St Louis, MO, USA) se disolvié en solucién salina a una concentraciéon de
0,1 mg-ml'" y se administro a ratas i.p. a una dosis de 0,1 mg-kg™' (1 ml-kg").

RESULTADOS

CBDA y HU-580 mejoran la capacidad de un agonista del receptor 5-HT14 para estimular la unién de [?°S]
GTPyS a los receptores 5-HTi1a humanos in vitro
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Como se ha descubierto anteriormente en experimentos de union de [3S]GTPyS realizados con
membranas de tronco cerebral de rata (Bolognini et al., 2013), el CBDA mejord la estimulacion de la union de [*°S]-
GTPyS inducida por el agonista selectivo del receptor 5-HT1a, 8- OH-DPAT, a membranas obtenidas de células CHO
transfectadas establemente con receptores 5-HT1a humanos (Figura 1A-1Ey Tabla 1). Concentraciones de CBDA en
el rango submicromolar, produciendo aumentos significativos en la Emax media de 8-OH-DPAT a 0,1, 1,0 y 10 nM,
pero no a 0,01 o 100 nM. Ninguno de estos aumentos en la Emax media estuvo acompanado de ningin cambio
significativo en la ECso media de 8-OH-DPAT (P > 0,05; Tabla 1). El éster metilico de CBDA, HU-580, fue incluso
més potente que CBDA para mejorar la estimulacién inducida por 8-OH-DPAT de la unién de [¥S]-GTPyS a las
membranas de células CHO que expresan el receptor 5-HT1a humano (Figura 2A-2Fy Tabla 2). Por tanto, produjo un
aumento significativo en la Emax media de 8-OH-DPAT no solo a 0,1, 1,0 y 10 nM (como CBDA) sino también a 0,01
nM (a diferencia de CBDA). HU-580 no aumentd la Emax media de 8-OH-DPAT a 100 nM (como CBDA) o a 0,001 nM
y no afect6 significativamente a la ECso media de 8-OH-DPAT a ninguna de las concentraciones investigadas (Tabla
2). Cuando se administré por si mismo, a concentraciones de 0,01, 0,1, 1, 10 o 100 nM, HU-580 no se comporté
como un agonista o agonista inverso del receptor 5-HT1a como lo indica la falta de un efecto detectable de
cualquiera de estas concentraciones. sobre la union de [¥S]-GTPyS a membranas obtenidas a partir de células CHO
transfectadas con receptor 5-HT1a humano (n = 6; datos no mostrados).

Tabla 1: Efectos de varias concentraciones de CBDA sobre los valores medios de ECso y Emax de 8-OH-DPAT para
su estimulacién de la union de [**S]GTPyS a membranas obtenidas de células CHO transfectadas establemente
con receptores 5-HT1a humanos (Ver también Figuras 1A-1E)

Pretratamiento Ec"’("nrﬂ()edia Limi(tjzlsgseo/f (():'{Iil)anza Emax media (%) Limit(;eesl ggio(l;zi)anza n
Vehiculo 17,48 10,14y 30,12 97,69 88,57y 106.8 6
CBDA 0,04 A"‘)M (Figura 5, 66 10,32 y 49,46 95,64 83,23y 108,1 6
Vehiculo 10,77 5,74y 20,21 98,67 88,26 y 109,1 6
cepbao? g;"' (Figura | 4y 49 8,18y 15,29 115,3* 109,6 y 120,9 6
Vehiculo 15,52 7,51y 32,08 96,56 84,51y 108.,6 6
cepbAle 2;"' (Figura | 25 g 31,86y 166,4 167,1* 138,3y 195,9 6
Vehiculo 16,77 8,58 y 32,80 101,7 89,55y 113,9 6
CBDA 101'5';" (Figura | 57 44 23,55y 140,1 143,9* 118,4y 169,4 6
Vehiculo 20,00 11,46 y 34,88 108,6 98,03y 119,1 6
CBDA 10‘1’2)"" (Figura | 5, gg 10,73 y 48,70 109,0 96,14y 121,9 6

Cada asterisco indica una diferencia significativa (*P < 0,05) entre un valor medio de Emax de 8-OH-DPAT
determinado en presencia de una concentracién particular de CBDA y el valor medio de Emax de 8-OH-DPAT que se
muestra en la fila anterior, que se determind en el mismo experimento en presencia de vehiculo (DMSO) en lugar de
CBDA. Las diferencias significativas se indican mediante limites de confianza del 95% que no se superponen.

Tabla 2: Efectos de varias concentraciones de HU-580 sobre los valores medios de ECso y Emax de 8-OH-DPAT
para su estimulacion de la unién de [3S]GTPyS a membranas obtenidas de células CHO transfectadas
establemente con receptores 5-HT1a humanos (ver también las Figuras 2A-2F)

Pretratamiento E052) nTn‘;dia Limi;zlsg;%(’: ?:Irlila)!mza Emax media (%) L"mit:; ggozo(lgi)anza n
Vehiculo 18,05 10,73y 30,38 102,4 9321y 111,7 6

0,001 nM HZ‘X;58° (Figural 4, 44 9,37y 22,25 99,80 98,33y 106,3 6
Vehiculo 15,49 7,84y 30,59 96,25 85,34y 107,2 6

0,01 nM Hg;‘;so (Figura| 5, 45 18,58 y 62,77 126,9* 113,5y 140,3 6
Vehiculo 18,69 9,74y 35,83 97,62 86,22y 109,0 6

0.1nM "'Uz'g?° (Figura | 45 94 6,88y 24,34 125,3* 113,0y 137.6 6
Vehiculo 19,75 11,44y 34,12 108,4 98,0y 118,7 6

1,0 nM "“’2'3?0 (Figura | ;g 55 31,31y 74,26 140,5* 1287 y 152,4 6
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(continuacién)

Pretratamiento Ec"’?nTn(;dia Limng;ise%c,: t():lcil';mza Emax media (%) Limitde; ggozo(r;i)anza n
Vehiculo 14,58 6,83y 31,15 99,36 86,58y 112,1 6
HU-580 "2’2)"" (Figura | 5394 8,82y 64,97 138,8* 1157y 161,9 6
Vehiculo 19,89 11,78y 33,58 101,6 92,04y 111,1 6

100 nM HU-580 (Figura | ¢ /4 187y 38,59 91,96 71,6y 1123 6

2F)

Cada asterisco indica una diferencia significativa (*P < 0,05) entre un valor medio de Emax de 8-OH-DPAT
determinado en presencia de una concentracion particular de HU-580 y el valor medio de Emax de 8-OH-DPAT
mostrado en la fila anterior, que se determin6 en el mismo experimento en presencia de vehiculo (DMSO) en lugar
de HU-580. Las diferencias significativas se indican mediante limites de confianza del 95% que no se superponen.

Experimento in vivo 1: efectos relacionados con la dosis de CBDA y HU-580 sobre las nauseas agudas y la
mediacion del receptor 5-HT1a de los efectos de HU-580

A una dosis de 0,1 ug-kg™', pero no a 0,01 ni a 1 pg-kg', HU-580 fue mas eficaz que CBDA para reducir las
nauseas agudas segun se evaludé mediante el modelo de apertura de boca de rata. El efecto supresor de HU-580
sobre las nauseas agudas (0,1 ug-kg™) fue bloqueado por WAY100635. Un ANOVA de factor Unico revelé un efecto
de grupo significativo F(8, 61) = 3,9; P <0,05. La Figura 3 presenta el nimero medio de aperturas de boca mostradas
por los varios grupos de pretratamiento. Las pruebas de comparacion post hoc de LSD posteriores revelaron que
ambos compuestos redujeron las respuestas abiertas inducidas por LiCl con respecto al vehiculo a una dosis de 1
ug-kg™ (P < 0,05), replicando nuestros descubrimientos anteriores (Limebeer et al., 2010; Rock y Parker, 2013). Sin
embargo, incluso a la dosis méas baja de 0,1 pg-kg™, es decir, el subumbral para una reduccion del comportamiento
similar a nduseas inducido por CBDA, HU-580 redujo el comportamiento de apertura de boca condicionado inducido
por LiCl con respecto al vehiculo (P < 0,05). Las ratas pretratadas con HU-580 (0,1 pg-kg™) también abrieron la boca
significativamente menos que el grupo de WAY-0,1 ug-kg™' HU-580 (P < 0,05), lo que indica un efecto mediado por el
receptor 5-HT1a.

Experimento in vivo 2: efecto de CBDA y HU-580 sobre las nduseas anticipatorias y la mediacion del
receptor 5-HT1a de los efectos de HU-580

A una dosis extremadamente baja de 0,01 ug-kg™', pero no a 0,1 pg-kg!, HU-580 fue mas eficaz que CBDA
para reducir las naduseas anticipatorias segun se evalué por el modelo de apertura de boca condicionada provocada
contextualmente. El efecto supresor de HU-580 (0,1 pug-kg™') se bloqueé mediante pretratamiento con WAY100635.
Un ANOVA de factor Unico reveld un efecto de grupo significativo F(6, 39) = 8,7; p <0,05. La Figura 4A presenta el
nuamero medio de aperturas de boca mostradas. Las comparaciones posteriores post hoc de LSD revelaron que, en
comparacion con los controles de VEH, a una dosis de 0,1 pg-kg™, tanto el CBDA como el HU-580 redujeron las
aperturas de boca condicionadas (valores de P < 0,05); sin embargo, los grupos difirieron a una dosis de 0,01 pug-kg-
1, con el grupo de HU-580 con aperturas de boca significativamente menores que los controles de VEH (P < 0,05) y
el grupo de 0,01 de CBDA (P = 0,05). Las ratas pretratadas con HU-580 (0,1 pg-kg™') también abrieron la boca
significativamente menos que el grupo de WAY-0,1 pg-kg™' de HU-580 (P < 0,05), lo que indica un efecto mediado
por el receptor 5-HT1a. Un ANOVA de factor Unico para la prueba de actividad locomotora (Figura 4B) no reveld
ningun efecto significativo sobre la distancia recorrida, F(6, 39) = 0,9, P> 0,05.

Experimento in vivo 3: efectos ansioliticos de CBDA y HU-580

La Figura 5 presenta el nimero medio de segundos que las ratas pasan en la caja con luz para cada uno
de los varios grupos de pretratamiento que recibieron FS o sin FS 24 h antes de la prueba de luz-oscuridad. Como
puede verse, el estrés por FS mejor6é en gran medida la respuesta similar a ansiedad de la disminucion del tiempo
pasado en la caja con luz. A una dosis baja de 0,01 pg-kg™, HU-580, pero no CBDA, revirtié el efecto de FS en la
respuesta similar a ansiedad de la disminucién del tiempo pasado en la caja con luz. EI ANOVA de 2x5 para el
numero de segundos pasados en la caja con luz reveld un efecto principal significativo del estrés por FS, F(1, 84) =
25,6; P < 0.05, y una interaccion de estrés por FS x pretratamiento, F(4, 84) = 3.2; P, 0,05). Para analizar la
interaccion, las pruebas t independientes posteriores revelaron que las ratas pretratadas con VEH (P < 0,05), 0,01
ug-kg' de CBDA (P < 0,05), WAY-VEH (P < 0,05) o WAY-0,01 ug-kg™' de HU-580 (P = 0,05) pasaron menos tiempo
en la caja con luz después del estrés por FS que después del estrés sin FS, pero las ratas pretratadas con 0,01
ug-kg' de HU-580 no mostraron esta respuesta similar a la ansiogénica. Ademas, los posteriores de un solo factor
ANOVA del tiempo pasado en la caja con luz revelaron un efecto de pretratamiento significativo entre los grupos de
FS, F (4, 38) = 4.6; P < 0,05, pero no entre los grupos sin FS. Entre los grupos de FS, las pruebas posteriores de
Bonferroni revelaron que solo el grupo 0.01 pg-kg' de HU-580 pasé significativamente méas tiempo en la caja con luz
que el grupo de VEH (P < 0,05).
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Analisis

Los resultados obtenidos confirmaron que el CBDA muestra una potencia significativa tanto para producir
un aumento aparente de la activacién de los receptores 5-HT1a, por el agonista directo del receptor 5-HT1a, 8-OH-
DPAT, in vitro, como para producir una reduccion mediada por el receptor 5-HT1a de tanto las nauseas agudas como
anticipatorias en ratas, in vivo.

Los nuevos datos in vitro muestran, en primer lugar, que el CBDA puede mejorar la activacion no solo de
los receptores 5-HT1a del tronco cerebral de rata (Bolognini et al., 2013), sino también de los receptores 5-HT1a
humanos y, en segundo lugar, que tanto los receptores 5-HT1a en el tronco cerebral de rata como en humanos, el
CBDA induce dicha mejora con una curva de respuesta a la concentracién en forma de campana en el rango
submicromolar. Los datos in vitro descritos en la presente también revelan una similitud importante entre los efectos
farmacolégicos de CBDA y su éster metilico, HU-580. Mas especificamente, estos datos han proporcionado
evidencias convincentes de que HU-580 comparte la capacidad de CBDA para producir una mejora aparente de la
activacion de receptores 5-HT1a humanos por 8-OH-DPAT en el ensayo de union de [°S]-GTPyS. Es importante
destacar que HU-580 produjo dicha mejora tanto con mayor potencia como con una curva de respuesta a la
concentracién en forma de campana aun mas amplia que CBDA. Por tanto, HU-580 indujo una mejora significativa a
concentraciones de 0,01 a 10 nM (Tabla 2) y CBDA a concentraciones de 0,1 a 10 nM (Tabla 1). Mientras que, a
concentraciones de 1, 10 y 100 nM, HU-580 produjo una mejora ligeramente menor de la activacion del receptor 5-
HT1a inducida por 8-OH-DPAT que CBDA, HU-580 produjo una mejora ligeramente mayor de esta activacion que
CBDA, a concentraciones de 0,01 y 0,1 nM (Tablas 1y 2).

Cabe destacar que ninguna de las concentraciones de CBDA y HU-580 que aumentaron significativamente
los valores de Emax de 8-OH-DPAT para su estimulacion de la union de [3*S]-GTPyS a los receptores 5-HT1a produjo
ningun cambio significativo en la ECso de 8-OH-DPAT (Tablas 1 y 2). Este descubrimiento muestra que CBDA y HU-
580 pueden haber estado actuando como moduladores alostéricos positivos de la activaciéon de estos receptores por
8-OH-DPAT, habiendo evidencias de que algunos moduladores alostéricos positivos si aumentan los valores de Emax
pero no las potencias de agonistas en ciertos receptores (Christopoulos et al., 2014). Existe la posibilidad de que
CBDA y HU-580 se dirijan a un sitio alostérico en el receptor 5-HT1a, como moduladores alostéricos positivos.
También cabe destacar que los datos positivos in vitro para CBDA y HU-580 que se obtuvieron en la presente
provienen todos de experimentos realizados con células CHO transfectadas con receptores 5-HT1a humanos.

Los datos in vivo revelan similitudes entre los efectos farmacolégicos de HU-580 y CBDA. Por tanto, estos
datos muestran que la capacidad de CBDA para reducir las nduseas agudas y anticipatorias en ratas se extiende a
HU-580. Es importante destacar que, como también se descubri6 en nuestros experimentos in vitro, HU-580 mostrd
una potencia aun mayor que CBDA. Més especificamente, la supresion efectiva de la apertura de boca condicionada
inducida por nauseas agudas fue inducida por HU-580 a una dosis tan baja como 0.1 ug-kg™' i.p., mientras que la
dosis eficaz méas baja de CBDA para la produccion de dicha supresion fue de 1 pg-kg.™ i.p. (Figura 3). De hecho, se
descubrié que a una dosis tan baja como 0,01 pg-kg™ i.p., HU-580, pero no CBDA, suprimi la apertura de boca
condicionada provocada contextualmente. También se demostré que el antagonista selectivo del receptor 5-HT1a,
WAY 100635, puede prevenir completamente la supresién de la apertura de boca inducida por LiCl y la apertura de
boca condicionada provocada contextualmente por HU-580. Finalmente, aunque recientemente se ha descubierto
que el CBDA reduce la mejora por FS del comportamiento de tipo ansiogénico en la prueba de emergencia de la
caja con luz-oscuridad a dosis de 0,1, 1 y 100 pg-kg™' i.p. (Rock et al., 2017), se demostr6 en la presente que no
compartia la capacidad de HU-580 para reducir la mejora por FS del comportamiento ansiogénico en la prueba de
emergencia de luz-oscuridad a la dosis mas baja de 0.01 ug-kg™i.p., lo que sugiere que HU-580 puede ser incluso
mas potente que CBDA para reducir la ansiedad inducida por el estrés. Ademas, también se demostr6 que HU-580
tiene la capacidad de reducir la mejora por FS del comportamiento de tipo ansiogénico mediado por el receptor 5-
HT1a. Los resultados muestran que HU-580 es més estable que CBDA y més potente que CBDA (nauseas agudas y
anticipatorias).

Idealmente, los farmacos usados como medicamentos deberian, cuando se almacenan, mostrar estabilidad
durante un periodo de tiempo razonable. Por lo tanto, como el CBDA almacenado sufre una descomposicion
significativa, incluso a 4° C, un objetivo principal de este proyecto fue desarrollar un compuesto que no produjese
menos potencia que el CBDA en los ensayos descritos en la presente, sino que se muestre mucho mas estable
durante un periodo razonable de tiempo cuando se almacena a esta temperatura. Por lo tanto, cabe destacar que los
inventores han descubierto que HU-580 es, de hecho, méas estable que CBDA cuando se almacena a 4° C durante
21 dias. Ademas, el descubrimiento que demuestra que HU-580 es mas potente que CBDA tanto in vitro como in
vivo apoya la hip6tesis de que los efectos farmacoldgicos producidos por HU-580 en nuestros experimentos no
dependian de su descomposicién o metabolismo a CBDA.

En conclusién, la evidencia muestra que HU-580 muestra una mayor potencia que el CBDA para suprimir

los signos de nauseas tanto agudas como anticipatorias y de ansiedad inducida por el estrés en ratas, y que produce
estos efectos de una manera dependiente del receptor de 5-HT1a.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso en el tratamiento de una afeccién, enfermedad o sintoma asociado con el receptor 5-
HT1a, dicho compuesto teniendo la férmula general (1):

HO R,
m

en donde

R1 se selecciona de -C(=0)ORs, -OC(=0)R4;

Rz se selecciona de un alquilo C1-Ci1s lineal o ramificado, alquenilo C2-Css lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s
lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s5 lineal o ramificado; cada uno opcionalmente independientemente sustituido
con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi, hal6geno, amina y amida o cualquier combinacion de
los mismos;

Rs y R4 se seleccionan cada uno independientemente de un alquilo C1-C1s lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s
lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado, alquinilo C2-C1s lineal o ramificado, halégeno, amina y
amida.

en donde la afeccién, enfermedad o sintoma se selecciona de ansiedad, estrés, depresion, esquizofrenia, panico,
sindrome de abstinencia, enfermedad autoinmune, inflamacién, obesidad, sindrome metabdlico, retinopatia,
nauseas, vomitos, disfuncion renal, isquemia/lesion por reperfusion renal, dafo neuronal, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral, encefalopatia hepatica, lesién cerebral traumatica,
isquemia cerebral, lesion de la médula espinal, angiogénesis, epilepsia, convulsiones, dolor neuropatico,
obstruccion de las vias respiratorias, comportamiento obsesivo-compulsivo, deterioro cognitivo, deseo y funcién
sexual deteriorados, alteraciéon del suefio, supresion respiratoria relacionada con opioides, adicion y cualquier
combinacion de los mismos.

2. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccion, enfermedad o sintoma se
selecciona de nauseas, vomitos, convulsiones y cualquier combinacion de los mismos.

3. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccion, enfermedad o sintoma esta
asociado con depresion.

4. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la enfermedad, afeccién, sintoma o
trastorno esta asociado con disfuncion renal.

5. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el compuesto es un
compuesto que tiene la férmula general (l1):

ORj3
HO R,

y

en donde
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Rz se selecciona de un alquilo C1-Css lineal o ramificado, alquenilo C2-Css lineal o ramificado, alqueninilo Cs-C1s
lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s lineal o ramificado; cada uno independientemente opcionalmente sustituido
con por lo menos un sustituyente seleccionado de hidroxi, halégeno, amina y amida o cualquier combinacién de
los mismos;

Rs se selecciona de un alquilo C1-Ci1s lineal o ramificado, alquenilo C2-Css lineal o ramificado, alqueninilo Ca-C1s
lineal o ramificado, alquinilo C2-Cis lineal o ramificado, halégeno, amina y amida.

6. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rz es un alquilo Cs-
Cislineal o ramificado.

7. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rz es un alquenilo
C2-Cislineal o ramificado.

8. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rz es un alquinilo
C2-C1s lineal o ramificado o un alqueninilo C4-Ccis lineal o ramificado.

9. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rs es un alquilo Cs-
Cis lineal o ramificado.

10. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rs es un alquenilo
C2-Ci1slineal o ramificado.

11. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rs es un alquinilo
C2-C1s lineal o ramificado o un alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado.

12. El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde Rs se selecciona de
un halégeno, una amina y una amida.

13. Una composicion que comprende por lo menos un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, para su uso en el tratamiento de una afeccion, enfermedad o sintoma asociado con el receptor 5-HT1a, en
donde la afeccion, enfermedad o sintoma se selecciona de ansiedad, estrés, depresion, esquizofrenia, panico,
sindrome de abstinencia, enfermedad autoinmune, inflamacion, obesidad, sindrome metabdlico, retinopatia,
nauseas, vémitos, disfuncion renal, isquemia/lesion por reperfusién renal, dafio neuronal, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Alzheimer, infarto cerebral, encefalopatia hepatica, lesion cerebral traumatica, isquemia cerebral,
lesion de la médula espinal, angiogénesis, epilepsia, convulsiones, dolor neuropatico, obstruccion de las vias
respiratorias, comportamiento obsesivo-compulsivo, deterioro cognitivo, impulso y funcién sexual deteriorados,
trastornos del suefo, supresion respiratoria relacionada con opioides, adiccion y cualquier combinacién de los
mismos.

14. Un compuesto que tiene la formula general (1):

OH

HO Ro
M

en donde

R1 se selecciona de -C(=0)ORs, -OC(=0)R4;

Rz se selecciona de un alquenilo C2-C1s lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado o alquinilo Co-
Cis lineal o ramificado; cada uno independientemente opcionalmente sustituido con por lo menos un sustituyente
seleccionado de hidroxi, halégeno, amina y amida o cualquier combinacién de los mismos;

Rs se selecciona de un alquinilo C2-Cis lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado, halégeno,
amina y amida; y

R4 se selecciona de un alquilo C1-Css lineal o ramificado, alqueninilo C4-C1s lineal o ramificado, alquenilo C2-C1s
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lineal o ramificado y alquinilo C2-C1s lineal o ramificado, halégeno, amina y amida.
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