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DESCRIPCION

Agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B para utilizarse como un promotor de la autorrenovacion
y/o diferenciacion de células satélite

Introduccién

La presente invencion se refiere al campo de la regeneracion de musculos y mas en particular a la reposicion del
conjunto de células madre musculares in vivo. Se refiere mas especificamente a un agente que estimula, directa
o indirectamente, el receptor de 5-hidroxitriptamina 1B, y a una composicién que comprende dicho agente, para la
utilizacion como i) un promotor de autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite, y/o ii) un agente que
previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite. La invenciéon comprende ademas métodos
terapéuticos y de cribado.

Las células satélite son células madre musculares que se encuentran entre una miofibra y su lamina basal, y que
participan en el desarrollo y la regeneracion del tejido muscular.

En los musculos maduros, las células satélite suelen ser inactivas, pero pueden reclutarse segun sea necesario,
después de un traumatismo muscular sutil o masivo. Cuando el dafio muscular es minimo, las células satélite y/o
su progenie se fusionan con las miofibras existentes; en contraste, ante el dafio muscular masivo, las células
satélite se fusionan entre si para formar nuevas miofibras (Grounds y Yablonka-Reuveni, 1993, Hawke y Garry,
2001). Sin embargo, dado que las lesiones sutiles de miofibra ocurren rutinariamente durante la actividad muscular
normal, la necesidad de una reparacion continua es esencial para el mantenimiento muscular. Esta reparacion es
posible gracias a una autorrenovacién continua de las células satélite que implica un proceso complejo que
comprende no solo la proliferacion de estas células, sino también su almacenamiento y diferenciacion en miocitos
maduros.

La proliferacion de células satélite tipicamente se activa con lesiones menores o mayores o con la rotura de la
lamina muscular basal, lo que finalmente lleva a que algunas de estas células se diferencien en nuevas células
miogénicas y algunas otras a restablecer una reserva residual in vivo de células quiescentes que presentan la
capacidad de soportar rondas de regeneracion adicionales (Moss y Leblond, 1971; Schulz y Jaryszak, 1985;
Bischoff, 1994). Este proceso de "dos destinos" se produce mas especificamente de acuerdo con las siguientes
etapas, que se pueden rastrear mediante el seguimiento del transcriptoma y el perfil molecular de los
biomarcadores expresados en estas células: en la regeneracion muscular, el conjunto de células satélite contiene
células Pax7+ heterogéneas, mas particularmente distinguidas sobre la base de la expresién de Myf5 en algun
punto de su linaje. Las células Pax7+/Myf5- (es decir, las células que nunca han expresado Myf5 y tampoco han
tenido ancestros que expresaron Myf5) representan una poblacion capaz de autorrenovacion y diferenciacion en
las células Pax7+/Myf5+. Una vez que la expresion de Myf5 ha ocurrido en una célula, dicha célula y su progenie
estan comprometidas con la proliferacion y la diferenciacion (Kuang, Kuroda et al. 2007). Estas diferencias se
logran a través de la division celular asimétrica que se rige por las propiedades fisicas del conjunto de células
satélite. Cada célula satélite presenta un lado basal en contacto con la lamina basal y un lado apical en contacto
con la miofibra del huésped. Cuando una célula satélite se divide, la célula hija junto a la lamina basal experimenta
una autorrenovacion, mientras que la célula hija en contacto con la miofibra sufrird una amplificacion y
diferenciacion transitorias. A medida que progresa la ruta miogénica, MyoD también se expresa en células
activadas Pax7+/Myf5+ (es decir, células autorrenovadoras). Sin embargo, se ha observado que existe una
poblacién de células MyoD autorrenovadoras que expresan Myf5 cuando las células satélite se ven obligadas a
diferenciarse: estas células en realidad desdiferencian y reponen el nicho de la célula satélite (Baroffio, Hamman
et al., 1996; Beauchamp, Helsop et al., 2000). Junto con una expresion continua de MyoD y Myf5, la expresion de
miogenina y MRF4 (entre otros) se regula positivamente en las células de diferenciacion, mientras que la expresion
de Pax7 disminuye (Smith, Janney et al., 1994; Yablonka-Reuveni, 1994; Cornelison y Wold, 1997). Esto conduce
a la detencion del ciclo celular mediante la activacion de p21 y la expresion de proteinas especificas de musculo
como la cadena pesada de miosina (Charge y Rudnicki, 2004), seguida de una regulacion positiva de la expresion
de M-cadherina, m-caplaina y proteinas intermedias de filamentos tales como desmina y vimentina para formar
una miofibra madura multinucleada (Kuch et al., 1997, Kwak et al., 1993, Smythe et al, 2001, Vaittinen et al., 2001).
Por lo tanto, la regeneracion muscular es un proceso complejo de varias etapas iniciado por la activacion de células
satélite, que impulsa tanto su autorrenovacion como su diferenciacion en miofibras maduras.

No obstante, la capacidad regenerativa de las celdas satélite no es ilimitada. De hecho, una disminucién en la
abundancia y/o funcién de las células satélite con la edad puede limitar aln mas la reparacion de la miofibra y
contribuir a la pérdida muscular asociada con la edad (Bentzinger et al., 2014; Cosgrove et al., 2014; Bernet al.,
2014; Goodell et al., 2015). Se han informado de miopatias relacionadas con la edad, como la sarcopenia, tanto
en humanos como en animales, y se caracterizan por una disminucion de la masa, fuerza y resistencia de los
musculos esqueléticos, lo que a su vez puede aumentar la susceptibilidad al dafio muscular inducido por la
contraccion. También se ha establecido que el agotamiento de la poblacion de células satélite es un factor
importante en el deterioro y la desaparicion de los pacientes afectados por miopatias congénitas como la distrofia
muscular de Duchenne. Kudryashova et al. (2012) informaron de que la vejez de las células satélite es una
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caracteristica subyacente de las miopatias en un modelo de distrofia muscular en roedores. Sin embargo, la
implicacion precisa de las células satélite en miopatias congénitas y adquiridas no se comprende completamente.

Por lo tanto, existe una demanda continua de células satélites funcionales durante toda la vida, ya sea que la
disminucion en su conjunto in vivo resulte de una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales (relacionados con la
edad) o patolégicos (congénitos o relacionados con una lesion) del(de los) tejido(s) muscular(es) esquelético(s).
En este contexto, el documento WO 2012/174537 divulga unos procedimientos de cribado que se dirigen a
identificar agentes proliferativos que son activos en las células satélite. Se han seleccionado algunas moléculas a
este respecto, pero existe todavia necesidad en la técnica de nuevos agentes proliferativos.

La presente invencién aborda la necesidad expuesta anteriormente en la técnica.

En particular, los inventores han descubierto de manera sorprendente e inesperada que la fluoxetina y la
vortioxetina promueven la proliferacién de células satélite, incrementando particularmente su tasa de division.
Aumentan particularmente el diametro de la fibra muscular en un modelo in vivo de distrofia muscular de Duchenne,
y también mejora la regeneracion muscular de una manera sostenible, incluso después de mudiltiples rondas de
lesiones. Los presentes resultados demuestran asi que estos agentes antidepresivos se pueden usar para inducir
la regeneracion muscular y ralentizar la progresion de las distrofias musculares. Los inventores descubrieron
ademas que estos efectos sorprendentes estaban mediados por el receptor de 5-hidroxitriptamina 1B expresado
en el tejido muscular, lo que sugiere que cualquier agente (selectivo o no selectivo) que estimula el receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B, directa o indirectamente, ejerceria una accion ventajosa similar en las células satélite.

Por lo tanto, la presente solicitud divulga un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B, y a una
composicion que comprende dicho agente, para la utilizacion como:

i) un promotor de autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite, y/o

ii) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite.
La invencion divulga ademas las utilizaciones in vitro, asi como métodos terapéuticos y de cribado.
Descripcion detallada de la invencién

A menos que se defina de otro modo, los términos cientificos y técnicos usados en conexion con la presente
invencion tendran los significados que los expertos en la materia entienden cominmente. Ademas, a menos que
el contexto requiera lo contrario, las nomenclaturas usadas en la presente memoria y las técnicas de biologia
molecular, cultivo celular y farmacologia son las bien conocidas y utilizadas cominmente en la técnica. Tales
técnicas estan completamente explicadas en la literatura (véase, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Eds., John Wiley & Sons, Inc. New York, 2013; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 22nd
ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 2012).

Sin embargo, con respecto al uso de diferentes términos a lo largo de la presente memoria, se aplican mas
particularmente las siguientes definiciones.

En el contexto de la presente solicitud, el término "receptor de 5-hidroxitriptamina", "receptor de 5-HT", "5-HT R" o
"receptor de serotonina", se refiere a una superfamilia de receptores transmembrana de polipéptido Unico 7,
encontrados en los sistemas nerviosos central y periférico de casi todos los animales, que actian a través de la
activacion de las vias de sefializacion de la proteina G y/o como canales iénicos activados por ligando. Los
receptores de 5-hidroxitriptamina son activados por su ligando natural, serotonina, con el fin de modular la
liberacion de muchos neurotransmisores, tales como el glutamato, GABA, la dopamina, la epinefrina/norepinefrina,
y la acetilcolina, asi como muchas hormonas como la oxitocina, prolactina, vasopresina , cortisol, corticotropina y
sustancia P, entre otros.

Los receptores de 5-hidroxitriptamina se clasifican adicionalmente en 7 grupos de acuerdo con su acoplamiento
de proteina G, entre los que se encuentra el grupo 5-HT1, que es de particular interés en el contexto de la presente
solicitud.

El "grupo receptor de 5-HT1" comprende los subtipos 5-HT1 A, B, D, E y F, que comparten en humanos entre 40 y
63% de homologia estructural, y se acopla preferentemente a las proteinas Gai/o. La activacion de los subtipos
del receptor de 5-HT1 tipicamente provoca una neurotransmision inhibidora a través de la activacion de los canales
de potasio, lo que disminuye la produccion intracelular de cAMP.

Entre el grupo de receptores 5-HT1, el "receptor de 5-HT1 B" ("receptor de 5-hidroxitriptamina 1B", "receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B", "5-HT-1B", "5-HT-1D-beta", "receptor beta 1D de serotonina" o "receptor 1B de serotonina")
ha sido identificado y caracterizado en 1992 por Jin et al. En humanos, esta codificado por el gen HTB1R (Numeros
de adhesion RefSeq y version de NCBI NM_000863.1 y Gl: 4504532; proteina codificada correspondiente:
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Numeros de version y acceso NCBI RefSeq NP_000854.1 y Gl: 4504533), que se localiza en el cromosoma 6 en
la posicidon 6g13. La secuencia de este receptor esta muy conservada en humanos, chimpancés, monos Rhesus,
perros, vacas, ratones, ratas, pollos, peces cebra, C.elegans, y rana; y hasta el momento es conocido que 135
organismos presentan ortélogos con el gen humano HTR1B.

Por "agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR)", o "agente estimulador de 5-HT1 BR",
se entiende en la presente memoria un agente activo capaz de estimular, directa o indirectamente, la actividad del
receptor de 5-hidroxitriptamina 1B, o es decir, capaz de imitar o potenciar los efectos que normalmente ejerce el
ligando natural de dicho receptor (es decir, serotonina). Una estimulacion directa requiere la union del agente a
dicho receptor, mientras que una estimulacion indirecta no implica la union de dicho agente a dicho receptor (es
decir, actla sobre el receptor a través de otro mecanismo de accién). La capacidad de un agente candidato para
activar dicho receptor puede evaluarse mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
sobreexpresando 5-HT1 BR en células y midiendo la produccién de cAMP intracelular antes y después del contacto
de las células recombinantes con dicho agente candidato. Se han descrito en la técnica otros métodos para medir
la actividad de 5-HT1 BR, e incluyen, entre otros, una cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa
acoplada a un detector electroquimico (HPLC-ED) usando un detector amperométrico. En el contexto de la
presente solicitud, dicho agente puede ser selectivo para el receptor de 5-hidroxitriptamina 1B, o puede actuar no
s6lo sobre el receptor de 5-hidroxitriptamina 1B sino también sobre otros receptores tales como otros receptores
de 5-HT. En cualquier caso, la promocién de la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite, y/o la
prevencion y/o inhibicion del agotamiento del conjunto de células satélite, tal como se propone en la presente
memoria, esta mediada por la estimulacion directa o indirecta del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B por los agentes
de la solicitud.

De acuerdo con los diferentes aspectos y formas de realizacion de la invencion descritos en la presente memoria,
un "sujeto” o "huésped" se refiere a un sujeto que posee un sistema serotoninérgico, comprendiendo dicho sistema
mas particularmente receptores de 5-hidroxitriptamina, que incluyen notablemente el receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B. Por lo tanto, dicho sujeto preferentemente incluye animales y humanos.

Ademas, por "células satélite", se entienden en la presente memoria pequefas células madre mononucleares que
estan localizadas naturalmente debajo de la lamina basal de la miofibra, y que son capaces de autorrenovacion y
de formar nuevas células musculares esqueléticas (es decir, miogénicas). El marcador mas definitivo de células
satélite es Pax7, que esta presente en todas las células satélite de los musculos posnatales y se expresa en la
proliferacién de mioblastos hasta que comienzan a diferenciarse. Otros factores de transcripcién comunes a las
células satelitales quiescentes incluyen Foxk1 y Pax3. Los marcadores de superficie celular también se pueden
usar para distinguir las células satélite del tejido circundante, incluyendo CD56 (la molécula de adhesion celular
neural o NCAM), el receptor del factor de crecimiento hepatico (HGF) y c-Met. La M-cadherina (Cdh15) también
esta presente tipicamente en las células satélite en reposo y se regula positivamente una vez que se activan. Otros
marcadores incluyen CD106 (VCAM-1), CD34, sindecan 3 y 4, Sox8 y Sox15. La expresion de MyoD, Myf6 y Myf5
comienza una vez que las células satélite se activan, seguida por la expresion de miogenina (MyoG), Desmin y
MRF4 que indica que las células se estan diferenciando en miotubos. Los principales marcadores celulares
expresados en cada etapa del proceso de regeneracion muscular se resumen en las figuras 1A y 1B. Esta
comprendido dentro de la habilidad del experto en la materia evaluar la presencia o ausencia de dichos marcadores
celulares mediante métodos bien conocidos en la técnica, tales como FACS (clasificacion celular activada por
fluorescencia).

Por "conjunto de células satélite”, se entiende en la presente memoria la reserva o existencia natural in vivo de
células satélite existentes en un sujeto, que se encuentra entre el plasmalema y la lamina basal de la fibra muscular.
Este conjunto solo consiste en células satélite quiescentes (es decir, latentes), cuyo fenotipo celular es Pax7+ y/o
Pax3+. Particularmente, dicho fenotipo puede ser CD34+, Cdh15+, Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+, Sdc3/4+, Sox8+,
Sox15+,VCAM1+, Myf5-, Myf6-, MyoD-, Desmin-, MyoG-, y MRF4-. Mas particularmente, el fenotipo celular de
células satélite quiescentes (es decir, latentes) puede ser CD34+, Cdh15+, Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+, Sdc3/4+,
Sox8+, Sox15+,VCAM1+, Myf5-, Myf6-, MyoD-, Desmin-, MyoG-, MRF4-, CD56+, y MyHC-.

El "agotamiento de la conjunto de células satélite" se refiere por lo tanto al agotamiento o disminucion de dichas
células quiescentes. La expresion "autorrenovacion de células satélite” significa en la presente memoria que dichas
células proliferan o se dividen a fin de generar una progenie, que o bien se pondra en reposo o experimentara una
diferenciacién celular. En consecuencia, el fenotipo celular de células satélite proliferativas o autorrenovables es
Pax7+, Myf5+, MyoD+, Desmin-, MyoG- y MRF4-. Particularmente, dicho fenotipo puede ser CD34+, Cdh15+,
Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+, Sdc3/4+, Sox8+, Sox15+, VCAM1+, Myf5+, Myf6+, MyoD+, Desmin-, MyoG-, y
MRF4-. Mas paricularmente, el fenotipo celular de células proliferativas o satélite de autorrenovaciéon puede ser
CD34+, Cdh15+, Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+, Sdc3/4+, Sox8+, Sox15+, VCAM1+, Myf5+, Myf6+, MyoD+,
Desmin-, MyoG-, MRF4-, CD56+, y MyHC-.

El término "diferenciacion de células satélite" se refiere en la presente memoria al proceso celular mediante el cual
dichas células cambian de un fenotipo celular a otro para formar fibras musculares maduras, mas particularmente
desde un fenotipo celular autorrenovable a un fenotipo de mioblastos, a continuacién a un fenotipo miotubo. En
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consecuencia, el fenotipo celular de las células satélite diferenciadoras es Desmin +, MyoG + y MRF4 +, mientras
que el fenotipo celular de las células satélite completamente diferenciadas es MyHC +. Particularmente, el fenotipo
de diferenciacién de las células satélite puede ser CD34+, Cdh15+, Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+ Sdc3/4+, Sox8+,
Sox15+, VCAM1+, Myf5+, Myf6+, MyoD+, Desmin+, MyoG+, y MRF4+ (es decir, fenotipo de mioblastos), mientras
que el fenotipo celular de células satélite completamente diferenciadas puede ser CD34-, Cdh15-, Foxk1-, Met-,
Pax3-, Pax7-, Sdc3/4-, Sox8-, Sox15-, VCAM1-, Myf5+, Myf6+, MyoD+, Desmin+, MyoG+, y MRF4+ y MyHC+ (es
decir, el fenotipo miotubo). Mas particularmente, el fenotipo celular de células satélite de diferenciacion puede ser
CD34+, Cdh15+, Foxk1+, Met+, Pax3+, Pax7+/-, Sdc3/4+, Sox8+, Sox15+, VCAM1+, Myf5+, Myf6+, MyoD+,
Desmin+, MyoG+, MRF4+, CD56+/-, y MyHC+/- (es decir, fenotipo de mioblastos), mientras que el fenotipo celular
de células satélite completamente diferenciadas puede ser CD34-, Cdh15-, Foxk1-, Met-, Pax3-, Pax7-, Sdc3/4-,
Sox8-, Sox15-, VCAM1-, Myf5+, Myf6+, MyoD+, Desmin+, MyoG+, MRF4+, CD56-, y MyHC+ (es decir, el fenotipo
miotubo).

Se proporcionan unas definiciones adicionales a lo largo de la memoria.

La presente invencion se puede entender mas facilmente haciendo referencia a la siguiente descripcion detallada,
que incluye formas de realizacion preferidas de la invencion, y los ejemplos incluidos en la presente memoria.

Los presentes inventores han descubierto que, al contacto con fluoxetina o vortioxetina, inhibidores bien conocidos
de la recaptacién de serotonina que aumentan los niveles de serotonina y a su vez estimulan 5-HT1 BR (la
fluoxetina que actua indirectamente sobre 5-HT1 BR y la vortioxetina que actua indirectamente asi como
directamente en 5-HT1 BR como un agonista parcial de dicho receptor), las células satélite presentes en el musculo
lesionado experimentan una division celular mas activa y mas rapida en comparacion con los animales no tratados,
lo que conduce a la diferenciacion de las células satélite en miotubos maduros y la aparicion de nuevas células
satélite quiescentes de reserva. También demostraron que la fluoxetina mejoré el fenotipo muscular en un modelo
de ratéon muscular de Duchenne (Mdx), reduciendo notablemente la necrosis de las miofibras, aumentando el
tamafio de las miofibras y disminuyendo los marcadores de inflamacion.

Por lo tanto, la presente invencion propone utilizar agentes que estimulen la actividad de 5-HT1 BR como nuevos
farmacos para favorecer la proliferacion y diferenciacion de células satélite y prevenir su agotamiento in vivo,
promoviendo la regeneracion muscular.

Por lo tanto, la presente solicitud divulga un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR),
para la utilizacién como:

i) un promotor de autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o
ii) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite.
Como se expone anteriormente, dicho agente puede actuar directa o indirectamente sobre dicho 5-HT1 BR.

Mas precisamente, la solicitud divulga la utilizacion de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina
1B (5-HT1 BR) como se describe en la presente memoria, para i) promover la autorrenovacion y/o diferenciacion
de células satélite y/o ii) prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de células satélite.

Dicha utilizacién puede ser una utilizacion in vivo o una utilizacion in vitro , preferentemente una utilizacion in vivo.

Mas particularmente, la solicitud divulga la utilizacion de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina
1B (5-HT1 BR) como se describe en la presente memoria, para fabricar un medicamento para i) promover la
autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite y/o ii) prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de
células satélite.

Es decir, la solicitud divulga un método para i) promover la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite
y/o ii) prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de células satélite, que comprende la etapa de administrar
una cantidad eficaz de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) como se describe
en la presente memoria, a un sujeto que lo necesite.

La solicitud divulga asimismo la utilizacion in vitro de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B
(5-HT1 BR) como se describe en la presente memoria, para promover la autorrenovacion y/o diferenciacion de
células satélite.

Es decir, la solicitud divulga un método vitro para promover la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite,
que comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de un agente estimulador del receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) como se describe en la presente memoria a una muestra bioldgica aislada que
comprende células satélite, en particular un conjunto de células satélite. Dicha muestra biologica puede ser en la
presente memoria una muestra de musculo.
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Por "cantidad eficaz", en la presente memoria se entiende que el agente de la invencion se administra en una
cantidad suficiente para proporcionar el efecto para el que esta indicado, es decir, la promociéon de la
autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite, y/o prevencion y/o inhibicion del agotamiento del conjunto
de células satélite.

La autorrenovacion y/o diferenciacion y reposicion de los conjuntos de células satélite pueden evaluarse analizando
el fenotipo de las células satélite como se describié anteriormente.

El agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) se utiliza en la presente invencion en un
sujeto afectado por una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s) esquelético(s)
muscular(es).

El término "pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales del(de los) tejido(s) muscular(es) esquelético(s)" comprende
en la presente memoria el proceso natural de envejecimiento muscular, que da como resultado la pérdida
progresiva del musculo esquelético. Incluye, por ejemplo, sarcopenia y sus complicaciones relacionadas, como
disminucion de la fuerza muscular (es decir, debilidad muscular), fracturas 6seas y pérdida de movilidad y funcion
fisica. Tipicamente, cantidades modestas de masa muscular comienzan a disminuir a los 30 afios en humanos,
pero la pérdida de fuerza resultante aumenta exponencialmente con la edad. Es conocido que la prevalencia de
pérdida muscular aumenta de 15 a 25% en personas menores de 70 afios a mas de 50% en personas mayores de
80 arios. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, dicho sujeto afectado por una pérdida natural y/o dafio
y/o deterioro del tejido del musculo esquelético es un sujeto adulto, preferentemente de por lo menos 30 afios de
edad, mas preferentemente de por lo menos 70 afios de edad, y ain mas preferentemente de por lo menos 80
afios de edad. Con respecto a la sarcopenia, la sarcopenia de clase | ha sido definida en la literatura por Messier
et al. (2009) como un indice de masa corporal magra apendicular (ALBMI) <o= 6.44 kg.m (masa/altura corporal
magra apendicular), que se puede identificar al examinar las piernas y/o los brazos para determinar la masa
muscular. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, dicho sujeto afectado por una pérdida natural y/o
dafio y/o deterioro del tejido muscular esquelético presenta una ALBMI inferior o igual a aproximadamente 6 kg/m?,
preferentemente inferior o igual a aproximadamente 6.3 kg/m?, mas preferentemente inferior o igual a
aproximadamente 6.4 kg/m?, e incluso mas preferentemente inferior o igual a aproximadamente 6.44 kg/m?. La
sarcopenia también puede identificarse midiendo las mediciones antropométricas, como la circunferencia del
musculo del brazo y la circunferencia de la pantorrilla para determinar una cantidad inferior a la normal del misculo
esquelético de las extremidades (Bauer et al., 2008). Baumgartner et al. (1998) identificaron ademas sarcopenia
cuando la masa de musculo esquelético en un sujeto mayor es mas de 2 desviaciones estandar por debajo de la
media para adultos jovenes sanos.

Por "pérdida y/o dafio y/o deterioro patolégicos del(de los) tejido(s) del musculo esquelético”, se entiende en la
presente memoria cualquier degeneracion, debilidad, disfuncién y/o pérdida muscular congénita o adquirida que
afecte al(a los) musculo(s) esquelético(s). Las patologias congénitas tipicas que afectan al musculo esquelético
incluyen, por ejemplo, miopatias tales como distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia muscular de Becker,
distrofia muscular congénita, distrofias muscular de cinturas (LGMD), distrofia muscular facioescapulohumeral,
distrofia muscular mioténica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular distal y distrofia muscular de
Emery-Dreifuss. Por el contrario, las patologias adquiridas que afectan al(a los) musculo(s) esquelético(s) no se
heredan y pueden ser inducidas por inflamaciéon (miopatia inflamatoria), farmacos (miopatia inducida por
farmacos), traumatismo o lesion (miopatia inducida por traumatismo o miopatia inducida por cirugia), tejido
conectivo e isquemia muscular (enfermedad de Buerger), cancer (sarcopenia inducida por cancer) o incluso dieta
(miopatia inducida por la dieta).

El agente estimulador de 5-HT1 BR divulgado en la presente solicitud se selecciona de entre el grupo que consiste
en agentes antidepresivos y farmacos antimigrafiosos, derivados, analogos, is6meros, metabolitos
farmacéuticamente aceptables., sales, solvatos, clatratos, polimorfos y cocristales de los mismos, y combinaciones
de los mismos.

Por "derivado", se entiende en la presente memoria un compuesto que deriva directamente de un compuesto
quimico de interés (es decir, un agente estimulador de 5-HT1 BR) y es estructuralmente similar aunque no idéntico
a dicho compuesto, y que retiene la misma actividad biolégica y/o propiedades fisicoquimicas.

Por "analogo", o "analogo funcional", se entiende en la presente memoria un compuesto que no deriva
directamente de un compuesto quimico de interés y, por lo tanto, es estructuralmente diferente, pero exhibe la
misma actividad bioldgica y/o propiedades fisicoquimicas, tales como isoésteres.

"Derivados" y "analogos" de los agentes estimuladores 5-HT1 BR comprenden en la presente memoria los
compuestos que retienen la actividad estimuladora de 5-HT1 BR como se definié anteriormente, pero que no
atraviesan la barrera hematoencefalica, como se describe a continuacion.

Por “isémero”, en la presente memoria se entiende un compuesto que presenta la misma férmula quimica que un
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compuesto de interés, pero una estructura quimica diferente. Este término comprende isdmeros y estereoisdbmeros
estructurales. Si el isémero de la invencién es un estereoisdmero, los estereoisémeros individuales (enantidmeros
y diastereoisdbmeros) y mezclas de los mismos pueden utilizarse. Algunos de los compuestos pueden existir en
formas tautoméricas (un tipo de isdbmero estructural).

Por "metabolito” como se usa en la presente memoria, se entiende cualquier compuesto que es un intermedio y/o
un producto del metabolismo. Un metabolito de un compuesto quimico generalmente se forma como parte del
proceso bioquimico natural de degradacion y eliminacién del compuesto de interés en un sujeto al que se
administra. Los ejemplos de metabolitos de agentes antidepresivos se proporcionan adicionalmente a
continuacion.

El término "sal farmacéuticamente aceptable" o "sal" como se usa en la presente memoria se refiere a una sal que
es fisioldgicamente tolerada (es decir, no tdxica) cuando se usa de manera apropiada en el contexto de la presente
solicitud, particularmente cuando se usa en mamiferos. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
derivadas de acidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de acidos
adecuados incluyen acido clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, nitrico, perclérico, fumarico, maleico, fosférico,
glicdlico, lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfurico, tartarico, acético, citrico, metanosulfénico, férmico,
benzoico, maldnico, naftaleno-2-sulfdrico, bencenosulfénico, gluconico, glutamico, bis-metilenosalicilico,
etanodisulfénico, propiénico, p-amino-benzoico, malico, mandélico, cinamico, citracénico, aspartico, estearico,
palmitico, itacénico y acido sulfamico, asi como los acidos acéticos teofilina y 8-haloteofilinas como la 8-
bromoteofilina. Otros acidos, tales como acido oxalico, aunque no son farmacéuticamente aceptables por si
mismos, se pueden utilizar en la preparacion de sales Utiles como intermedios en la obtencién de los compuestos
y sus sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables. Las sales derivadas de bases adecuadas incluyen
metal alcalino (por ejemplo, sodio), metal alcalinotérreo, (por ejemplo, magnesio), sales de amonio y N-(alquilo de
C1-C4)4".

El término "solvato" como se utiliza en la presente memoria debe entenderse que significa cualquier forma del
agente activo de acuerdo con la solicitud (es decir, el agente estimulador 5-HT1 BR), en el que dicho compuesto
esta unido mediante interacciones no covalentes a otra molécula (normalmente un disolvente polar), que incluye
especialmente hidratos y alcoholatos, como el metanolato. Los métodos de solvatacion son bien conocidos en la
materia.

Por "clatrato”, se entiende en la presente memoria una sustancia quimica que consiste en una red o jaula que
atrapa o contiene un segundo tipo de molécula/compuesto de interés, y que puede usarse para aumentar la
estabilidad y la solubilidad en agua de la molécula/compuesto de interés. Los clatratos son tipicamente poliméricos

El término "polimorfos" significa en la presente memoria formas cristalinas diferentes de un compuesto de interés
en el que las moléculas presentan diferentes disposiciones y/o una diferente conformacién molecular. Incluye forma
liquida cristalina o forma sdlida cristalina de un compuesto de interés. Los hidratos y clatratos pueden ser
polimorfos.

Por "cocristal", se entiende en la presente memoria una estructura cristalina que se compone de por lo menos dos
componentes, en la que los componentes pueden ser atomos, iones o moléculas. Los solvatos y clatratos pueden
ser cocristales en ciertas condiciones.

En el contexto de la presente solicitud, los derivados, analogos, isémeros, metabolitos, sales, solvatos, clatratos,
polimorfos y cocristales farmacéuticamente aceptables como se definieron anteriormente son activos, es decir,
exhiben una actividad estimulante de 5-HT1 BR. Dicha actividad puede evaluarse como se describié anteriormente.

Se debe entender ademas que los agentes estimuladores de 5-HT1 BR como se describen en la presente memoria,
o sus derivados, analogos, isomeros, metabolitos, sales, solvatos, clatratos, polimorfos y cocristales estan
preferentemente en forma farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura. Por forma farmacéuticamente
aceptable, se pretende hacer referencia, entre otras cosas, a que presenta un nivel de pureza farmacéuticamente
aceptable, es decir, que excluye aditivos farmacéuticos normales, tales como diluyentes y portadores y cualquier
material téxico considerado en niveles de dosis normal. En el contexto de la presente solicitud, los niveles de
pureza estan preferentemente por encima de 98%, mas preferentemente por encima de 99%, e incluso mas
preferentemente por encima de 99.9%. En una forma de realizacion preferida, dicho nivel de pureza es 99.9%.

Como se expone anteriormente, los agentes estimuladores de 5-HT1 BR divulgados en la solicitud pueden
seleccionarse de entre farmacos antimigrafiosos, tales como triptanos o ergotamina. Los triptanos son bien
conocidos en la técnica como los medicamentos a base de triptamina utilizados en el tratamiento de migrafias y
cefaleas en racimos, debido a sus efectos agonistas sobre 5-HT1 BR y 5-HT1 DR. Los ejemplos de triptanos de
acuerdo con la invencion incluyen, por ejemplo, sumatriptan, rizatriptan, zolmitriptan, eletriptan, almotriptan,
frovatriptan, naratriptan, avitriptan y donitriptan. Los ejemplos no limitativos de sales de dichos compuestos son
hidrocloruro de donitriptan, hidrobromuro de eletriptan y benzoato de rizatriptan.
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Los triptanos de acuerdo con la solicitud pueden seleccionarse de entre el grupo que consiste en sumatriptan,
rizatriptan, zolmitriptan, eletriptan, almotriptan y frovatriptan.

Los agentes estimuladores de 5-HT1 BR divulgados en la solicitud se pueden seleccionar alternativamente de
entre los agentes antidepresivos.

Por "agente antidepresivo", se entiende en la presente memoria un agente activo que es capaz de tratar trastornos
del estado de animo, tales como depresion (incluyendo depresion grave) y/o distimia. Los agentes antidepresivos
incluyen, por ejemplo, inhibidores de la recaptacion de serotonina (SRI); antidepresivos ftriciclicos (TCA);
inhibidores de la monoaminooxidasa (MAQ); antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos especificos
(NaSSA); antidepresivos atipicos o potenciadores antidepresivos.

Los inhibidores de la recaptacion de serotonina (SRI) designan una clase de compuestos que tipicamente actian
inhibiendo la recaptacion del neurotransmisor de la serotonina en el terminal presinaptico, aumentando asi el nivel
extracelular de serotonina y, por lo tanto, la transmision serotoninérgica. Dichos compuestos pueden actuar de
forma selectiva o no selectiva sobre la serotonina neurotransmisora. Los SRI también pueden mostrar varios
grados de selectividad hacia los otros sistemas de recaptacion de monoaminas, en particular los transportadores
de norepinefrina y dopamina. Los SRI generalmente incluyen inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
(SSRI), inhibidores de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (SNRI) y el inhibidor de la recaptacion de
serotonina-norepinefrina-dopamina (SNDRI).

Los ejemplos de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI) incluyen, por ejemplo, fluoxetina,
citalopram, escitalopram, sertralina, norsertralina, paroxetina, fluvoxamina, femoxetina, indalpina, alaprolato,
cericilamina, ifoxetina, zimelidina, dapoxetina y etoperidona, preferentemente fluoxetina, citalopram, escitalopram,
sertralina, norsertralina, paroxetina, fluvoxamina, femoxetina, indalpina, alaproclato, cericilamina, ifoxetina y
zimelidina.
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Los ejemplos de metabolitos de SSRI activos incluyen, por ejemplo, desmetilcitalopram, didesmetilcitalopram y
seproxetina (es decir, (S)-norfluoxetina).

Los ejemplos de inhibidores de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (SNRI) incluyen, sin limitacion,
duloxetina, venlafaxina, desvenlafaxina, milnacipran, levominalcipran y sibutramina.

Los ejemplos de inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina-dopamina (SNDRI) (también conocido
como inhibidor triple de la recaptacion o TRI) incluyen, por ejemplo, bicifadina, brasofensina, tesofensina y
nomifensina, preferentemente bicifadina.

Los ejemplos de antidepresivos triciclicos (TCA) incluyen, sin limitacion, clomipramina, amoxapina, nortriptilina,
maprotilina, trimipramina, imipramina, desipramina y protriptilina.

Los ejemplos de inhibidores de monoaminooxidasa (MAQ) segun la invencion incluyen, sin limitacion, iproniazida,
fenelzina, tranilcipromina, moclobemida, selegilina y rasagilina.

Los ejemplos de antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos especificos (NaSSA), que actuan
preferentemente bloqueando los receptores alfa-2 adrenérgicos presinapticos, incluyen, entre otros, mirtazapina,
mianserina, aptazapina, esmirtazapina, setiptilina y S32212 (también conocido como N-[4-metoxi-3-(4-
metilpiperazin-1-il)fenil]-1,2-dihidro-3H-benzo[elindol-3-carboxamida), preferentemente mirtazapina y mianserina.

Los ejemplos de antidepresivos atipicos (definidos como tales que no pertenecen a ninguna de las clases
anteriores de antidepresivos) o potenciadores antidepresivos incluyen, por ejemplo, bisarilsulfanil aminas tales
como vortioxetina, asi como tianeptina, agomelatina, nefazodona, trazodona, buspirona, tandospirona y ketamina,
preferentemente vortioxetina, tianeptina, agomelatina, nefazodona, trazodona, buspirona, tandospirona y
ketamina.

Las bisarilsulfanil-aminas se han divulgado en la solicitud de patente WO 2003/029232. Dichos compuestos se
pueden describir de acuerdo con la siguiente férmula general (A):

11
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(A)
en la que
e mes102;
e pes0,1,2,3,4,5,6,708;
e qes0,1,2,304;
e ses102;

e cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo representado por alquilo C1., 0 dos R" unidos
al mismo atomo de carbono pueden formar un cicloalquilo espiro-unido de 3 a 6 miembros;

e cada R? se selecciona independientemente de entre los grupos representados por halégeno, ciano, nitro,
Ci-alqu(en/in)ilo, Cq.6-alqu(en/in)iloxi, C1.s-alqu(en/in)ilsulfanilo, hidroxi, hidroxi-C4-alqu(en/in)ilo, halo-C1.
g-alqu(en/in)ilo, halo-Cis-alqu(en/in)iloxi, Cs.g-cicloalqu(en)ilo, Cs.s-cicloalqu(en)il-Cis-aqu(en/in)ilo, acilo,
Cis-alqu(en/in)iloxicarbonilo, C1.s-alqu(en/in)ilsulfonilo, o -NRxRy; -NRxCO-C1.s-alqu(en/in)ilo;

e cada R?® se selecciona independientemente de entre un grupo representado por halégeno, ciano, nitro, C+.
g-alqu(en/in)ilo, Cis-alqu(en/in)iloxi, Css-alqu(en/in)ilsulfanilo, hidroxi, hidroxi-C4.s-alqu(en/in)ilo, halo-C1.¢-
alqu(en/in)ilo, halo-Ci.s-alqu(en/in)iloxi, Cssg-cicloalqu(en)ilo, Cs.s-cicloalqu(en)il-Cis-alqu(en/in)ilo, Ci.6-
alqu(enf/in)ilsulfonilo, arilo, Ci.s-alqu(en/in)iloxicarbonilo, acilo, -NR*CO-Cis-alqu(en/in)ilo, CONR*RY o
NR*RY;

o dos sustituyentes R* adyacentes juntos forman un heterociclo fusionado al anillo fenilo seleccionado de entre el
grupo que consiste en

w. R R® R@
— R W pa /] A K

)

Y b b
~~ R —, R \W’\Rb \/\Rb \//\/Rb

enelque Wes O 0 S, yR?y R son hidrogeno o C1s-alquilo;o dos sustituyentes R adyacentes forman juntos
un sistema heteroaromatico fusionado que contiene uno, dos o tres heteroatomos,

en el que cada R*y RY se selecciona independientemente de entre el grupo representado por hidrogeno, C1.-
alqu(en/in)ilo, Cs.g-cicloalqu(en)ilo, Cs.g-cicloalqu(en)il-C1s-alqu(en/in)ilo, o arilo; o R* y RY junto con el nitrégeno
al que se unen forman un anillo de 3 a 7 miembros que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional;

o su sal farmacéuticamente aceptable.

La sintesis de los compuestos de la formula general (A) se describe totalmente en el documento WO 2003/029232
y por lo tanto, no necesita detallarse en la presente memoria.

Una alternativa preferida de la férmula general (A) es en la que p es 0.

Una alternativa preferida de la férmula general (A) esenlaque mes 10 2.

12
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Una alternativa preferida de formula general (A) es en la que R? es trifluorometilo, o C1- alquilo.

Una alternativa preferida de la formula general (A) es en la que R® se selecciona de entre el grupo que consiste
en halégeno, Cq¢-alcoxi, Ci-sulfanilo, C1.6- alquil hidroxi y trifluorometilo.

Una alternativa mas preferida de la formula general (A) es en la que m=1, p=0, g=0, R® es metilo y s=2.

La alternativa particularmente preferida de la féormula general (A) es en la que el compuesto de formula (A) es
cualquiera de los siguientes:

1-[2-(2-Trifluorometilfenilsulfanil)fenillpiperazina,
1-[2-(4-Bromofenilsulfanil)fenil]piperazina,
1-{2-[4-(Metilsulfanil)fenilsulfanil]fenil}piperazina,
1-[2-(4-Hidroxifenilsulfanillfenil}piperazina,
1-[2-(2,4-Dimetilfenilsulfanil)fenillpiperazina, también conocida como vortioxetina

Vortioxetina:
CHs
; 'S
EN] CHj
N
H

)

1-[2-(3,5-Dimetilfenilsulfanil)fenil]piperazina,
1-[2-(2,6-Dimetilfenilsulfanil)fenil]piperazina,
1-[2-(2,5-Dimetilfenilsulfanil)fenil]piperazina,
1-[2-(2-Trifluorometilfenilsulfanil)fenil][1,4]diazepan,
1-[2-(3-Metilfenilsulfanil)fenil]-[1,4]-diazepan,
2-(4-Metilfenilsulfanil)fenil-1-piperazina,
1-[2-(4-Clorofenilsulfanil)fenil]-piperazina,
1-[2-(4-Metoxifenilsulfanil)-4-clorofenillpiperazina,
1-[2-(4-Metoxifenilsulfanil)-4-metilfenil]piperazina,
1-[2-(4-Metoxifenilsulfanil)-5-metilfenil]piperazina,
1-[2-(4-Fluorofenilsulfanil)-5-metilfenil]piperazina,
1-[2-(4-Metoxifenilsulfanil)-5-trifluorometilfenil]piperazina,
1-[2-(4-Clorofenilsulfanil)fenil]-3-metilpiperazina,
1-[2-(4-Clorofenilsulfanil)fenil]-3,5-dimetilpiperazina,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

“Haldégeno” significa en la presente memoria fluoro (F), cloro (Cl), bromo (Br) o yodo (1).

“Alquilo”, “alquenilo”, “alquinilo”, y “arilo” se definen adicionalmente a continuacion.

La expresion Cqs-alqu(en/in)ilo significa un grupo Cs.s-alquilo, Cz.s-alquenilo o C.-alquinilo.

La expresion Cs.g-cicloalqu(en)ilo significa un grupo Cs.s-cicloalquilo o cicloalquenilo.

El término C1.6 alquilo se refiere a un grupo alquilo ramificado o no ramificado que presenta de uno a seis atomos
de carbono que incluyen por ejemplo metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, 1-butilo, 2-butilo, 2-metil-2-propilo y 2-metil-
1-propilo.

De manera similar, Cz.s alquenilo y Co.s alquinilo, respectivamente, designan tales grupos que presentan de dos a
seis atomos de carbono, que incluyen uno doble enlace y un triple enlace respectivamente, incluyendo por ejemplo

etenilo, propenilo, butenilo, etinilo, propinilo y butinilo.

El término Cs.s cicloalquilo designa un carbocilo monociclico o biciclico que presenta tres a ocho atomos de C que
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incluyen por ejemplo ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo, etc.

El término Cs.s cicloalquenilo designa un carbocilo monociclico o biciclico que presenta tres a ocho atomos de C y
que incluye un doble enlace.

En el término Cs.s-cicloalqu(en)il-Cs-alqu(en/in)ilo, Cs.s-cicloalqu(en)il y Cis-alqu(en/in)ilo son como se define
anteriormente.

Los términos C1.-alqu(en/in)iloxi, C1.6 alqu(en/in)ilsulfanilo, hidroxi-C1.s-alqu(en/in)ilo, halo-C1.s-alqu(en/in)ilo, halo-
Cis-alqu(en/in)iloxi, C1.s-alqu(en/in)ilsulfonilo etc. designan tales grupos en los que C1.s-alqu(en/in)ilo son como se
definen anteriormente.

Como se utiliza en la presente memoria, el término C.s-alqu(en/in)iloxicarbonilo se refiere a grupos de la formula
Cis-alqu(en/in)ilo -O-CO-, en los que C1¢-alqu(en/in)ilo son como se define anteriormente.

Como se utiliza en la presente memoria, el término acilo se refiere a formilo, Cig-alqu(en/in)ilcarbonilo,
arilcarbonilo, aril-C6-alqu(en/in)ilcarbonilo, Cs.s-cicloalqu(en)ilcarbonilo o un grupo Cssg-cicloalqu(en)il-C1.6-
alqu(en/in)il-carbonilo.

El término anillo de 3 a 7 miembros que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional como se utiliza en la
presente memoria se refiere a sistemas de anillos tales como 1-morfolinilo, 1-piperidinilo, 1-azepinilo, 1-
piperazinilo, 1-homopiperazinilo, 1-imidazolilo, 1-pirrolilo o pirazolilo, los cuales pueden sustituirse adicionalmente
como Cis-alquilo.

Los heterociclos formados por dos sustituyentes R¥ adyacentes y fusionados al anillo origen pueden formar juntos
anillos tales como anillos monociclicos de 5 miembros tales como 3H-1,2,3-oxatiazola, 1,3,2-oxatiazola, 1,3,2-
dioxazola, 3H-1,2,3-ditiazota, 1,3,2-ditiazola, 1,2,3-oxadiazola, 1,2,3-tiadiazola, 1H-1,2,3-triazola, isoxazola,
oxazola, isotiazola, tiazola, 1H-imidazola, 1H-pirazola, 1H-pirrola, furano o tiofeno y anillos monociclicos de 6
miembros tales como 1,2,3-oxatiazina 1,2,4-oxatiazina 1,2,5-oxatiazina 1,4,2-oxatiazina 1,4,3-oxatiazina 1,2,3-
dioxazina 1,2,4-dioxazina 4H-1,3,2-dioxazina 1,4,2-dioxazina 2H-1,5,2-dioxazina 1,2,3-ditiazina 1,2,4-ditiazina 4H-
1,3,2-ditiazina 1,4,2-ditiazina 2H- 1,5,2-ditiazina 2H- 1,2,3-oxadiazina, 2H- 1,2,4-oxadiazina 2H-1,2,5-oxadiazina,
2H-1,2,b-oxadiazina, 2H-1,3,4-oxadiazina, 2H-1,2,3-tiadiazina, 2H-1,2,4-tiadiazina, 2H-1,2,5-tiadiazina, 2H-1,2,6-
tiadiazina, 2H-1,3,4-tiadiazina, 1,2,3-triazina, 1,2,4-triazina, 2H-1,2-oxazina, 2H-1,3-oxazina, 2H-1,4-oxazina, 2H-
1,2-tiazina, 2H-1,3-tiazina, 2H-1,4-tiazina, pirazina, piridazina, pirimidina, 4H-1,3-oxatina, 1,4-oxatina, 4H-1,3-
dioxina, 1,4-dioxina, 4H-1,3-ditiina, 1,4-ditiina, piridina, 2H-pirano o 2H-tiina.

Ademas, los compuestos de la férmula general (A) puede existir tanto en formas no solvatadas como solvatadas
con solventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares,

Algunos de los compuestos de la férmula general (A) contienen centros quirales y tales compuestos existen en
forma de isdbmeros (es decir, enantiomeros). Dichos isdmeros y cualquier mezcla de los mismos que incluyen las
mezclas racémicas son asimismo Utiles.

La forma de realizacion mas preferida de la presente invencion es en la que el compuesto de férmula (A) es 1-[2-
(2,4-dimetilfenilsulfanil)fenil]piperazina (es decir, vortioxetina).

Otros agentes antidepresivos divulgados en la solicitud pueden ser seleccionados de entre el grupo que consiste
en bisarilsulfanilaminas como se describié anteriormente tales como vortioxetina y fluoxetina, citalopram,
escitalopram, sertralina, paroxetina, fluvoxamina, femoxetina, indalpina, alaproclato, zimelidina, duloxetina,
venlafaxina, desvenlafaxina, milnacipran, levominalcipran, sibutramina, bicifadina, clomipramina, amoxapina,
maprotilina, imipramina, desipramina, moclobemida, selegilina, mirtazapina, mianserina, tianeptina, agomelatina,
trazodona, buspirona, tandospirona y ketamina.

Otros agentes estimuladores de 5-HT1 BR adecuados divulgados en la solicitud pueden ser: clorhidrato de
anpirtolina, CGS-12066A, dimaleato CGS 12066B, oximetazolina, 5-carboxamidotriptamina, CP-93129 y sus sales
tales como dihidrocloruro CP-93129, CP-94253 y sales de éstos, tales como clorhidrato de CP-94253, CP-122,288,
CP-135,807, RU-24969 y sales de los mismos tales como hemisuccinato RU-24969, ziprasidona, asenapina,
oxalato de 5-niloxitriptamina, pindolol y (S)-(-)-pindolol.

No obstante, en el caso de que el agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) de la
presente invencion ejerza efectos adversos no deseados relacionados con el SNC, es particularmente ventajoso
limitar los efectos de dicho agente sobre el sistema periférico de serotonina. Los agentes antidepresivos son
particularmente conocidos por ejercer tales efectos secundarios. Los efectos secundarios pueden prevenirse
modificando quimicamente la estructura de dicho agente, e injertando particularmente una porcion quimica cargada
para evitar atravesar la barrera hematoencefalica.
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Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, el agente estimulador de 5-HT1 BR divulgado en la presente
solicitud se modifica para que comprenda por lo menos una porcién quimica cargada, preferentemente cargada
positivamente. Particularmente, la carga positiva se puede retener en un amplio intervalo de pH, en particular a un
pH fisiolégico.

En un primer aspecto, la presente solicitud divulga por lo tanto vortioxetina o un derivado de la misma, para la
utilizacién como:

i) un promotor de la autorrenovacion y/o diferenciacion de las células satélite; y/o
i) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite,

en un sujeto afectado por una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s)
muscular(es) esquelético(s), en la que dicho derivado de vortioxetina es vortioxetina que es modificada para
comprender por lo menos una porcién quimica cargada.

En otros términos, dichos agentes estimuladores de 5-HT1 BR modificados de acuerdo con la invencion no son
capaces de cruzar la barrera hematoencefalica. Los agentes antidepresivos modificados de esta manera son, por
lo tanto, antidepresivos desactivados.

Dichas modificaciones quimicas se han descrito ampliamente en la solicitud de patente WO 2007/148341, , y
pueden realizarse para retener la actividad estimuladora del 5-HT1 BR de los compuestos, al tiempo que evitan
que crucen la barrera hematoencefalica.

El término "porcién quimica cargada", "porcion cargada”, "grupo quimico cargado” o "grupo cargado”, como se
utiliza en la presente memoria, se refiere a un atomo o un grupo de atomos que forma parte de una molécula
organica, y que se caracteriza por una carga electrostatica positiva o negativa.

Por "porcidon quimica cargada positivamente", "porcidon cargada positivamente", "grupo quimico cargado
positivamente” o "grupo cargado positivamente", se entiende en la presente memoria una porcién quimica cargada
como se definié anteriormente, que se caracteriza por una carga electrostatica positiva. Los compuestos que
incluyen una o mas porciones cargadas positivamente son iones moleculares a menudo denominados cationes
moleculares. Un grupo de atomos con carga positiva presenta por lo menos un electrén menos que el nimero de
protones en estos atomos. Las porciones quimicas cargadas positivamente incluyen, por ejemplo, grupos amonio
y sulfonio.

Un grupo cargado positivamente que retiene su carga a pH fisiolégico es un grupo que no es capaz de participar
en interacciones de intercambio de protones en un intervalo de pH que es tipico del entorno fisiolégico en el cuerpo
donde el agente estimulador 5-HT1-BR esta activo. Tipicamente, el pH fisiolégico es aproximadamente 7.4; por lo
tanto, un grupo cargado positivamente que retiene su carga a pH fisiologico se refiere a un grupo quimico cargado
positivamente que permanece ionizado en un intervalo de pH de aproximadamente 5-8. Se observa que incluso
en el Gl, donde el nivel de pH es extremadamente bajo en términos de pH fisioldgico, la porcién quimica cargada
positivamente segun la invencion permanece cargada positivamente y, por lo tanto, los agentes estimuladores de
5-HT1-BR modificados de acuerdo con la presente invencion, no son afectados negativamente por los niveles de
pH Gl.

Sin embargo, todavia de acuerdo con una forma de realizacion preferida adicional, dicha porcion quimica cargada
positivamente es un grupo de amonio cuaternario o un grupo de sulfonio terciario.

Por "amonio cuaternario”, se entiende en la presente memoria un atomo de nitrégeno que forma parte de una
molécula (una amina) que esta unida a cuatro sustituyentes que no son hidrégeno y, por lo tanto, esta cargada
positivamente. El término "amina" describe un grupo -NR'R "en el que cada uno de R'y R" es independientemente
hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo.

Por "grupo sulfonio terciario”, se entiende en la presente memoria un atomo de azufre que forma parte de una
molécula (un sulfonio) que esta unida a tres sustituyentes que no son hidrégeno vy, por lo tanto, esta cargada
positivamente. El término “sulfonio” se refiere a un -S*R’'R”, en el que R’y R” son cada uno independientemente
alquilo, cicloalquilo, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo.

De acuerdo con la invencion, el término "grupo alquilo” se refiere a un grupo alifatico saturado lineal o ramificado.
Preferentemente, el grupo alquilo presenta de 1 a 20 atomos de carbono, mas preferentemente de 1 a 10 atomos
de carbono, y ain mas preferentemente entre 1 y 6 atomos de carbono. Siempre que un intervalo numérico; por
ejemplo, "1-10", se indique en la presente memoria, implica que el grupo, en este caso el grupo alquilo, puede
contener 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de carbono, etc., hasta e incluyendo 10 atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, por ejemplo, grupos metilo, etilo, propilo, butilo, terc-butilo e
isopropilo. El grupo alquilo puede estar sustituido adicionalmente. Cuando esta sustituido, el sustituyente puede

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 862 346 T3

ser, por ejemplo, un alquilo, un alquenilo, un alquinilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un haluro, un hidroxi,
un alcoxi y un hidroxialquilo. El término "alquilo", como se usa en la presente memoria, comprende ademas
hidrocarburo saturado o insaturado, por lo tanto, este término comprende ademas alquenilo y alquinilo.

El término "cicloalquilo" se refiere a un anillo alifatico monociclico o biciclico que presenta de 3 a 8 atomos de
carbono, e incluye, por ejemplo, ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo, etc.

El término "alquenilo” describe un alquilo insaturado, como se define en la presente memoria, que presenta por lo
menos dos atomos de carbono y por lo menos un doble enlace carbono-carbono, y que puede estar sustituido con
uno o mas sustituyentes, como se describié anteriormente. El término "aquinilo" es un alquilo no saturado que
presenta por lo menos dos atomos de carbono y por lo menos un enlace triple carbono-carbono y que puede
sustituirse con uno o mas sustituyentes, como se describe anteriormente.

El término “arilo” describe grupos monociclicos de carbono o policiclicos de anillo fusionado (es decir, anillos que
comparten los pares adyacentes de atomos de carbono) que presentan un sistema pi-electrén conjugado
completamente.

Por “grupo arilo o heteroarilo” se entiende en la presente memoria un grupo aromatico mono- o policiclico que
comprende preferentemente entre 4 y 15 atomos de carbono, preferentemente entre 5y 10 atomos de carbono.
Los ejemplos de grupos arilo incluyen, por ejemplo, fenilo, naftilo, etc. El grupo arilo de acuerdo con la invencion
puede ademas sustituirse por uno o mas sustituyentes, como se describe anteriormente. Los grupos heteroarilo
comprenden comunmente por lo menos un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno y azufre - un heteroatomo
es cualquier atomo que no es carbono o hidrogeno. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen por ejemplo, pirrol,
furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, piridina, pirimidina, quinolina, isoquinolina y purina. El
grupo heteroarilo puede estar sustituido adicionalmente con uno o mas sustituyentes, como se describio
anteriormente; los ejemplos representativos son tiadiazol, piridina, pirrol, oxazol, indol, purina y similares.

En una forma de realizacion mas preferida, dicho grupo de amonio cuaternario presenta la férmula (1)
-(NR1R2R3)*Z" (1)
en la que
Z es un anion organico o inorganico, tal como NO3", H.PO4%, Br-, HSO4", CH3SO3", 0 anién de acido tartarico; y
R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo, arilo y cicloalquilo;
Preferentemente, Ry, Rz y Rs son cada uno un alquilo que presenta de 1 a 4 atomos de carbono y mas
preferentemente, Ry, Rz y Rz son cada uno metilo, que dan como resultado el grupo cargado positivamente o el
grupo amonio cuaternario -(NMes)*.
En otra forma de realizacion preferida, dicho grupo de sulfonio terciario presenta la férmula (l1)
-(SR4Rs)*Z= (II)
en la que
Z es un anion organico o inorganico, tal como NO3", H,PO4%, Br-, HSO4,, CH3SO3", 0 anion de acido tartarico; y

R4y Rs se seleccionan cada uno independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo, arilo y
cicloalquilo.

Preferentemente, R4y Rsson cada uno un alquilo que presenta de 1 a 4 atomos de carbono y mas
preferentemente, R4 y Rs son cada uno metilo, que da como resultado el grupo cargado positivamente, o el sulfonio
-(SMey)*.

El grupo cargado positivamente se puede formar en la vortioxetina a partir de un grupo existente que forma parte
de la vortioxetina, es decir, convirtiendo un grupo parcialmente cargado o sin carga en un grupo con carga positiva,
o al convertir un grupo con carga positiva existente que puede participar en la interaccién de intercambio de
protones en uno que no puede participar en dicha interaccion, convirtiéndolo en una carga positiva irreversible o
una carga positiva permanente, modificando asi la vortioxetina.

Alternativamente, el grupo cargado positivamente se puede agregar a la vortioxetina mediante la sustitucion de

uno o mas atomos de carbono por un grupo cargado positivamente, por ejemplo, reemplazando un atomo de
hidrégeno o cualquier otro sustituyente por un amonio cuaternario o un grupo sulfonio terciario.
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Los ejemplos de otros agentes estimuladores de 5-HT1 BR a partir de los cuales pueden derivar los compuestos
descritos incluyen, sin limitacion, bisarilsulfanilaminas como se describe anteriormente tales como vortioxetina, asi
como fluoxetina, citalopram, alaproclato, dapoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina, venlafaxina, zimelidina,
etoperidona, densvalafaxina, duloxetina, minalcipran, nefazodona, venlafaxina, brasofensina, tesofensina y
nomifensina, preferentemente vortioxetina, fluoxetina, citalopram, alaproclato, dapoxetina, fluvoxamina,
paroxetina, sertralina, venlafaxina y zimelidina. De hecho, todos estos agentes ya comprenden por lo menos un
grupo amina, que se puede convertir facilmente en un amonio cuaternario, es decir, un grupo cargado
positivamente tal como se definid anteriormente. En particular, dichos agentes se pueden modificar para que
comprendan por lo menos un grupo de amonio cuaternario de formula (I) como se describié anteriormente.

Un ejemplo de derivado de citalopram que comprende dicho grupo de amonio cuaternario es el n-metil-citalopram
(NMC), cuya sintesis se detalla completamente en la solicitud de patente WO2007/128341.

Las bisarilsulfanil aminas de férmula (A) comprenden no sdélo un grupo amina, sino también un grupo azufre, que
puede convertirse facilmente en un grupo de amonio cuaternario y/o en un grupo de sulfonio terciario,
respectivamente. Las porciones cargadas positivamente también se pueden unir al(a los) atomo(s) de carbono del
grupo piperazina de dichos compuestos.

Los derivados de dichas bisarilsulfanilaminas son compuestos de férmula (B) como sigue:

(R") ~ A r3
P 1 (R™)s

x= /7 v
RY—C, | N
e
X

2
(R%)q
(B)
en la que
e Z es un anién organico o inorganico como se define anteriormente, tal como NO3", H.PO4?%, Br-, HSOy,
CH3SOs37, 0 anién de acido tartarico, o una mezcla de aniones organicos o inorganicos, cuya carga global
es tal que el compuesto de férmula (B) es neutro;
e R" RZ R¥ m,p,qyssoncomo se definen anteriormente, en la que R® puede ser opcionalmente un grupo
Cis-alqu(en/in)iloxi sustituido por grupo amonio o sulfonio como se define anteriormente, preferentemente

R? es colina;

e tes0,1,2 3,4,5,6, 7o 8, preferentemente 0 o 1, mas preferentemente 0, con la condicién de que t+p <
8;

e cada R* es por lo menos una porcién quimica cargada, idéntica o diferente, preferentemente cargada
positivamente, como se definié anteriormente, tal como un grupo sulfonio o amonio;

e X' se selecciona de entre el grupo que consiste en:
o -(NR¥R®)*-en la que
R®% y R® se seleccionan cada uno independientemente de entre el grupo representado por hidrogeno,
alquilo, arilo y cicloalquilo como se define en la presente memoria, preferentemente por un hidrégeno, un

Ci-alquilo y un Csg-cicloalquilo ; o

R¥R® forman junto con el nitrogeno al que estan unidos un cicloheteroalquilo, preferentemente un
cicloheteroalquilo de 3-8 miembros, mas preferentemente un cicloheteroalquilo de 3-6 miembros;

o -NH-;
o -NR7”-en la que R” es un Cq-alquilo;

o -N*(O)R¥-en la que R® es un Cys-alquilo;
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o -NC(O)R?- en la que R® es un aminoacido, estando dicho aminoacido preferentemente cargado
positivamente tal como histidina, arginina o lisina, o un derivado de aminoacido, estando dicho derivado
preferentemente cargado positivamente tal como colina o carnitina, o C4¢-alquilo fosfonio;

e Y’ se selecciona de entre el grupo que consiste en:

o -S-

o -(SR')*- en la que R'” se selecciona de entre el grupo representado por hidrégeno, alquilo, arilo y
cicloalquilo como se define en la presente memoria, preferentemente es un C¢-alquilo y

o -S*(O)-.
El experto en la materia entendera facilmente que los aniones Z estan presentes para contrarrestar las cargas
positivas en la molécula. Por lo tanto, los compuestos de férmula (B) comprenden tantos aniones Z como sea
necesario para neutralizar las cargas positivas de la molécula. El experto en la materia podria entender que cuando
p>0y t>0, R"y R* estan unidos a cualquiera de los atomos de carbono del anillo heterociclico, aunque a diferentes
carbonos.

Unicamente uno de X', Y’, R* (cuando t>0) y R¥ (cuando esté sustituido por un grupo de amonio o sulfonio) puede
ser una porcion quimica cargada positivamente.

Las formas de realizacion preferidas con respecto a R", R?, R¥, m, p, q y s son como se definen anteriormente.

Por ejemplo, la vortioxetina puede modificarse quimicamente como sigue:

e

N CHs
(R4l)£ j
N
X

7
enlaque Z, t, R*, X'y Y’ son como se define anteriormente. Mas preferentemente, t=0.

Las sales, derivados y/o analogos de vortioxetina particularmente preferidos, que comprenden por lo menos una
porcién quimica cargada, preferentemente cargados positivamente, se seleccionan de entre el grupo que consiste

en:
; S
N |
j HZ
en la que HZ es preferentemente HNO3s;, H3PO4, HBr, H,SO4, CH3SOs3H, o acidos tartaricos (sales de
vortioxetina);

N
H
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R
)

A

0~ "AA

en la que AA es un aminoacido,

5 preferentemente

el
8

A

O~ “AAt

7z

en la que AA+ es un aminoacido positivamente cargado tal como histidina, arginina o lisina;

Q.5
8

10
(pirrolidinio-vortioxetina);
L, J; J
N
Or
o
15

(piperazinio-vortioxetina);
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2
(o)

/N
7

(dimetilamoniio-vortioxetina);

faad
(]

|

(sulfonio-vortioxetina);

ey
ol

OA\O/\\/g:\

10
(colina-vortioxetina);

o
.

N
H

15 (bencil-colina-vortioxetina);
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E]
OA\AA

N
®

(L-carnitina-vortioxetina);

a,

(c)

/06

(N-6xido-vortioxetina);

o

E]@

10
(sulféxido-vortioxetina);

15 (fosfonio-vortioxetina); y
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0

p e

(tempol-carbamato-vortioxetina).

Preferentemente, dichas sales, derivados y/o analogos de vortioxetina, que comprenden por lo menos una porcion
quimica cargada, preferentemente cargada positivamente, se seleccionan de entre el grupo que consiste en:

sales de vortioxetina como se describié anteriormente;

vortioxetina acoplada a un aminoacido cargado positivamente (preferentemente por lo menos uno) tal como
histidina, arginina o lisina, como se describi6 anteriormente;

pirrolidinio-vortioxetina;
piperazinio-vortioxetina;
dimetilamonio-vortioxetina;
sulfonio-vortioxetina;
N-6xido-vortioxetina;
sulféxido-vortioxetina;
fosfonio-vortioxetina; y

tempol-carbamato-vortioxetina.

Mas preferentemente, dichas sales, derivados y/o analogos de vortioxetina, que comprenden por lo menos una
porcidn quimica cargada positivamente, se seleccionan de entre el grupo que consiste en:

sales de vortioxetina como se describié anteriormente;

vortioxetina acoplada a un aminoacido cargado positivamente (preferentemente por lo menos uno) tal como
histidina, arginina o lisina, como se describi6 anteriormente;

pirrolidinio-vortioxetina;
piperazinio-vortioxetina;
dimetilamonio-vortioxetina;
sulfonio-vortioxetina;
N-6xido-vortioxetina;
Sulféxido-vortioxetina; y

fosfonio-vortioxetina.

Todavia, incluso mas preferentemente, dichas sales, derivados y/o analogos de vortioxetina, que comprenden por
lo menos una porcién quimica cargada positivamente, se seleccionan de entre el grupo que consiste en:

sales de vortioxetina como se describié anteriormente;
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e vortioxetina acoplada a un aminoacido cargado positivamente (preferentemente por lo menos uno) tal como
histidina, arginina o lisina, como se describi6 anteriormente;

e pirrolidinio-vortioxetina;

e piperazinio-vortioxetina;

e dimetilamonio-vortioxetina;
¢ sulfonio-vortioxetina; y

o fosfonio-vortioxetina.

Todavia, incluso mas preferentemente, dicha vortioxetina cargada positivamente se selecciona de entre el grupo
que consiste en histidina-vortioxetina y pirrolidinio-vortioxetina.

Los compuestos anteriores se pueden preparar de acuerdo con métodos convencionales en la técnica. Dichos
métodos se describen con mayor detalle a continuacion.

Por ejemplo, para sintetizar pirrolidinio-vortioxetina o piperazinio-vortioxetina, un experto en la materia puede
proceder de la siguiente manera:

N N Q Q/

S n=1,2 [ j Br
N > ®
[ j Base, EtOH, reflujo
(4,

N
H

n=1,2

Mas particularmente, para la formacion de pirrolidinio (n=1) en 4-arilpiperazina, la reaccion puede realizarse usando
ya sea K,COs, etanol (EtOH) y reflujo durante 10h (Mokrosz et al., 1992, incorporada a la presente memoria como
referencia), o K;COs3, acetona y reflujo durante 15h (ver el documento WO 2004/9914A1, incorporado a la presente
memoria como referencia).

Todavia, por ejemplo, para sintetizar dimetilamonio-vortioxetina, un experto en la materia puede proceder de la
siguiente manera:

: ~s” ; 1) HCHO, HCOOH : ~S
N

> N

.
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Mas particularmente, para la dimetilacion de 4-arilpiperazina, puede hacerse referencia a Romanelli et al. (2001)
(incorporado a la presente memoria como referencia), la primera etapa es una reaccion de Eschweiler-clarke, y la
segunda etapa es una metilacion.

5 Como otro ejemplo ilustrativo, con el fin de sintetizar derivados de aminoacidos de vortioxetina, colina-vortioxetina
y carnitina-vortioxetina, un experto en la materia puede proceder de la siguiente manera:

®
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Colina-Vortioxetina N

L-Carnitina-Vortioxetina

10 Mas particularmente, para la formaciéon de amida en la carnitina, la reacciéon puede realizarse con acilhidrazina
utilizando piridina, dicloruro de etileno (EDC), dimetilformamida (DMF) y etanol (EtOH) (Kuroda et al., 1996,
incorporado a la presente memoria como referencia), o en la amina primaria que usa piridina, dicloruro de etileno
(EDC), metanol (MeOH) y acetonitrilo (CH3CN) (Nakaya et al., 2001, incorporada a la presente memoria como
referencia).

15
Como otro ejemplo ilustrativo, para sintetizar fosfonio-vortioxetina, un experto en la materia puede proceder de la

siguiente manera:

=" .
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r

Fosfonio-Vortioxetina
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Como otro ejemplo ilustrativo, para sintetizar N-6xido-vortioxetina, un experto en la materia puede proceder de la
siguiente manera:

m-CPBA @
S S $
N > N vs N_ O
S
@
N N N
H 7 00 |
5
Mas particularmente, para la N-oxidacién de 4-aril-piperazinas, la reaccion puede realizarse usando acido meta-
cloroperoxibenzoico (m-CPBA) y CH2Cl, a 20-45°C (ver los documentos US 2008/153812A1, WO 2011/162515A2
o WO 2004/104007A1, incorporados a la presente memoria como referencia).
10
Como otro ejemplo ilustrativo, para sintetizar tempol-carbamato-vortioxetina, un experto en la materia puede
proceder de la siguiente manera:
i
o~ N
2) HO N-O° Q
S
) [
N
H
15

Como otro ejemplo ilustrativo, con el fin de sintetizar bencil-colina-vortioxetina, un experto en la materia puede
proceder de la siguiente manera:
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Mas particularmente, para la bromaciéon de posicién bencilica, la reaccién puede realizarse utilizando N-
bromosuccinimida, azobisisobutironitrilo (AIBN) y tetraclorometano (CCls) (ver el documento US 2010/4159A1,
incorporado a la presente memoria como referencia) o N-bromosuccinimida, acido meta-cloroperoxibenzoico (m-
CPBA) y tetraclorometano (CCls) (ver Farmaco, 1989, 44, de p.683, incorporado a la presente memoria como
referencia).

El agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) como se definié anteriormente puede
usarse con fines terapéuticos, en una composicion farmacéutica que puede comprender agente(s) activo(s)
adicional(es), o en una preparacion combinada que puede administrarse simultdneamente, por separado o
secuencialmente a un sujeto que lo necesite.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién es proporcionar el agente estimulador del receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) como se definié anteriormente, para utilizarse preferentemente como un
adyuvante, en un método terapéutico para retrasar la progresion de pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o
patolégicos del(de los) tejido(s) muscular(es) esquelético(s).

Mas precisamente, la solicitud se refiere a la utilizacion de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina
1B (5-HT1 BR) como se describe en la presente memoria, para fabricar un medicamento destinado a retrasar la
progresion de la pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patolégicos del(de las) tejido(s) del musculo esquelético
en un sujeto que lo necesita.

Es decir, la solicitud divulga un método terapéutico para retrasar la progresion de la pérdida y/o dafio y/o deterioro
naturales o patologicos del tejido muscular esquelético en un sujeto que lo necesita, que comprende la etapa de
administrar una cantidad eficaz de un agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) como
se describe en la presente memoria, a dicho sujeto.
Todavia, en otro aspecto, la invencioén se refiere a una composicion farmacéutica para la utilizacién como:

i) un promotor de autorrenovacion de células satélite y/o diferenciacion; y/o

ii) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite,

en la que dicha composicién comprende por lo menos vortioxetina o derivados de la misma como se definio
anteriormente y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Mas precisamente, la solicitud divulga la utilizacion de dicha composicion farmacéutica, para fabricar un

medicamento para i) promover la autorregeneracion y/o diferenciacion de las células satélite y/o ii) prevenir y/o
inhibir el agotamiento del conjunto de células satélite.
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Es decir, la invencion la solicitud divulga un método para i) promover la autorregeneracion y/o diferenciacion de
células satélite y/o ii) prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de células satélite, que comprende la etapa
de administrar una cantidad eficaz de dicha composicion, a un sujeto que lo necesite.

Por "excipiente farmacéuticamente aceptable”, se entiende en la presente memoria un compuesto de calidad
farmacéutica que mejora la administracion, estabilidad o biodisponibilidad de un agente activo, y puede
metabolizarse y no es toxico para un sujeto al que se administra. Los excipientes preferidos de acuerdo con la
invencion incluyen cualquiera de los excipientes comunmente usados en productos farmacéuticos, tales como, por
ejemplo, celulosa microcristalina, lactosa, almidén y polvo de soja.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida, dicha composicion farmacéutica comprende ademas por lo
menos un agente activo que retrasa, previene o trata una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patolégicos
del tejido del musculo esquelético (aunque con una posible eficacia diferente a la del agente estimulador de 5-HT1
BR de acuerdo con la invencion) y/o aumentar o potenciar la accion del agente estimulador de 5-HT1 BR (es decir,
aumentar o potenciar la estimulacion de la actividad del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B que es ejercida por el
agente estimulador de 5-HT1 BR). Dicho agente puede ser un agente terapéutico conocido por ejemplo por
retrasar, prevenir o tratar una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patologicos del(de los) tejido(s) del musculo
esquelético.

Dichos agentes activos son bien conocidos por los expertos en la materia e incluyen por ejemplo células satélite,
células madre mesenquimatosas, células madre hematopoyéticas, pericitos, mesangioblastos, siendo las células
mencionadas anteriormente naturales o genéticamente modificadas, agentes antiinflamatorios tales como
corticosteroides y NSAID (farmacos antiinflamatorios no esteroideos), agentes miotréficos tales como miostatina,
agentes inmunoterapéuticos, anticuerpos, elementos genéticos tales como CRISPR/Cas9, y combinaciones de los
mismos, preferentemente células satélite, células satélite modificadas genéticamente, células madre
mesenquimatosas, células madre hematopoyéticas, pericitos, mesangioblastos y combinaciones de los mismos.
El pindolol y el (S)-(-)-pindolol también son agentes activos adecuados, ya que son conocidos por potenciar la
accion de los antidepresivos. De hecho, la preparacion combinada del agente estimulador de 5-HT1 BR de acuerdo
con la invencion y de los agentes activos mencionados anteriormente puede mejorar significativamente la
promocion de la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o la prevencion y/o inhibicion del
agotamiento del conjunto de células satélite, mejorando de este modo la regeneraciéon muscular.

Esta dentro de la experiencia del experto en la materia seleccionar la combinacion apropiada de agente estimulador
de 5-HT1 BR y agente activo que retrasa, previene o trata una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o
patolégicos del(de los) tejido(s) del musculo esquelético y/o aumentar o potenciar la accion del(de los) agente(s)
estimulador(es) de 5-HT1 BR, entre los agentes activos anteriores, para los fines de la invencion.

La composicion farmacéutica de la invencién puede estar preferentemente en una forma adecuada para los fines
de la invenciéon. Por ejemplo, dicha composicion puede estar en una forma adecuada para administracion
parenteral, oral o topica, tal como una suspension liquida, una forma de dosificacion solida (granulos, pildoras,
capsulas o comprimidos), o una pasta o gel. El término parenteral como se utiliza en la presente memoria incluye
inyeccion subcutanea, inyeccion intravenosa o intramuscular. Por ejemplo, la composicién farmacéutica puede
estar en una forma adecuada para administracién intramuscular.

La composicion anterior se puede utilizar mas particularmente para retrasar la progresion de la pérdida y/o el dafio
y/o deterioro naturales o patologicos del(de los) tejido(s) del musculo esquelético.

Por lo tanto, en una forma de realizacién particular, la invencién proporciona la composicion farmacéutica como se
define anteriormente, para la utilizaciéon en un método terapéutico para retrasar la progresion de la pérdida y/o
dafio y/o deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s) del musculo esquelético.

Mas precisamente, la solicitud divulga la utilizacion de dicha composicion farmacéutica, para fabricar un
medicamento destinado a retrasar la progresion de la pérdida y/o dafo y/o deterioro naturales o patologicos del(de
los) tejido(s) del musculo esquelético en un sujeto que lo necesite.

Es decir, la solicitud divulga un método terapéutico para retrasar la progresion de la pérdida y/o dafio y/o deterioro
naturales o patolégicos del(de los) tejido(s) muscular(es) esquelético(s) en un sujeto que lo necesita, que
comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de dicha composicién farmacéutica a dicho sujeto.

Como se indicé anteriormente, es particularmente ventajoso combinar un agente estimulador del receptor de 5-
hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) segun la invencion con un agente activo que retrasa, previene o trata una pérdida
y/o dafio y/o deterioro naturales o patologicos del(de los) tejido(s) del musculo esquelético y/o aumenta o potencia
la accion de los agentes estimuladores de 5-HT1 BR convencionalmente utilizados en la técnica.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién es proporcionar vortioxetina o derivados de la misma y un agente activo
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que retrasa, previene o trata una pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s) del
musculo esquelético, y/o aumentar o potenciar la accion de agentes estimuladores de 5-HT1 BR, como una
preparacion combinada para la administracion simultanea, separada o secuencial en un sujeto que lo necesite.

Los agentes activos preferidos de acuerdo con la invencion que retrasan, previenen o tratan una pérdida y/o dafo
y/o deterioro naturales o patologicos del tejido del musculo esquelético y/o aumentan o potencian la accion de los
agentes estimuladores de 5-HT1 BR son como se describié anteriormente.

El experto en la materia puede adaptar la dosis y el esquema de administracion del agente estimulador del receptor
de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) o de la composicion farmacéutica segun la invencion, dependiendo de la
edad, peso y gravedad de los sintomas del sujeto que debe ser tratado.

Por lo tanto, en otro aspecto, el receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-HT1 BR) o la composicidn segun la invencion
se pueden administrar una vez al dia, preferentemente durante un periodo de aproximadamente 6 semanas (en
particular para agentes estimuladores de 5-HT1 BR de accion lenta tal como fluoxetina) o durante un periodo de
aproximadamente 12 dias (en particular para agentes estimuladores de 5-HT1 BR de accion rapida tales como
vortioxetina).

Todavia, en una forma de realizacion preferida, el agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (5-
HT1 BR) o la composicién segun la invencién se administra en una dosificacion comprendida entre
aproximadamente 5 mg/kg y aproximadamente 30 mg/kg, preferentemente entre aproximadamente 10 mg/kg y
aproximadamente 25 mg/kg, mas preferentemente entre aproximadamente 15 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg
y preferentemente a 18 mg/kg.

La invencion se refiere asimismo a la utilizacién in vitro de la vortioxetina o los derivados de la misma como se
describe en la presente memoria, para promover la autorrenovacion y/o la diferenciacion de las células satélite.

Es decir, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para promover la autorrenovacion y/o la diferenciacion
de células satélite, que comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de vortioxetina o derivados de la
misma como se describe en la presente memoria a una muestra bioldgica aislada que comprende células satélite,
en particular un conjunto de células satélite. Dicha muestra biolégica puede ser en la presente memoria una
muestra de musculo.

En otro aspecto, el agente estimulador del receptor de 5-hidroxitriptamina 1B de acuerdo con la invencion se puede
usar para fines de cribado de farmacos. En particular, pueden proporcionarse nuevos ensayos de farmacos que
identifiquen los agentes terapéuticos que interfieren eficazmente con la autorrenovacion y/o diferenciacion de las
células satélite y/o con la reposicion del conjunto de células satélite in vivo .

En este aspecto, la invencién se refiere mas particularmente a un método de cribado in vitro para identificar un
agente o una combinacion de agentes que promueven la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o
prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de células satélite, que comprende las etapas de:

a) poner en contacto células satélite aisladas con un agente candidato o una combinacion de agentes
candidatos;

b) evaluar el fenotipo celular de dichas células;

c) comparar el fenotipo celular en la etapa b) con el fenotipo de las células satélite en ausencia de dicho agente
o combinacion de agentes, y/o con el fenotipo de las células satélite puestas en contacto con vortioxetina o
derivados de la misma, como se describe anteriormente, o comparar el fenotipo celular en la etapa b) con
el fenotipo de las células satélite en ausencia de dicho agente o combinacion de agentes, y con el fenotipo
de las células satélite puestas en contacto con vortioxetina o derivados de la misma, comom se describe
anteriormente.

Preferentemente, las células satélite aisladas de la etapa a) son células satélite inactivas.

El fenotipo celular puede evaluarse analizando la expresion de marcadores celulares que son caracteristicos de
células satélite inactivas de autorrenovacion y/o diferenciacion, como se describid anteriormente.

La presente invencion se entiende mejor a partir de la siguiente descripcion detallada de los experimentos, que
incluyen ejemplos. Sin embargo, el experto en la materia apreciara que la presente descripcion detallada no es
limitativa y que pueden realizarse diversas modificaciones, sustituciones, omisiones y cambios sin apartarse del
alcance de la invencion.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Marcadores del gen clave expresados en células satélite (MSC) y células progenitoras (MPC) del
musculo esquelético adulto (de Shi et al., 2006).

Figura 2. La fluoxetina aumenta el nimero de vasos y el nimero de células satélite (SC) en el musculo
esquelético

(a) Representacion esquematica de suministro de fluoxetina y puntos temporales de sacrificio. (b) Numero de
células satélite por mm? en seccion. (c-d) Seccion histoldgica de la tibialis anterior de un raton tratado con
placebo (c) y ratén TgPax7nGFP tratado con fluoxetina (d). Las flechas sefialan las células satélite. (e) Numero
de vasos por mm? después de la administracion intra-peritoneal (IP) o per os de fluoxetina en diferentes puntos
temporales. (f-g) Seccion histolégica de tibialis anterior de un raton tratado con placebo (f) y fluoxetina (g)
FIk1€FP* La imagen muestra GFP endogeno. (h) Numero de células CD31+ en tapones Matrigel injertados
subcutaneamente en ratones tratados con placebo y fluoxetina. (i-j) Imagen representativa de un tapén Matrigel
después de 6 semanas en ratéon C57BI/6 tratado con placebo (i) o fluoxetina (j). (k-) Imagen representativa de
un vaso (flechas) en el tapon Matrigel detectado por tincién HE en ratones tratados con placebo (k) o fluoxetina
(). (m) Longitud de los vasos 4 dias después del sembrado en placas de perlas cytodex® cubiertas con HUVEC.
(n) Imagen representativa de una perla cytodex® 4 dias después del sembrado en placas en presencia de
plasma placebo. (0) Imagen representativa de una perla cytodex® 4 dias después del sembrado en placas en
presencia de plasma en ratones tratados con fluoxetina.

Utilizacion de inmunotincion y clasificacion celular FACS en las figuras (p) a (v):

(p) Numero de células que expresan Pax7GFP por TA digerido (expresado como un ndmero absoluto) contado
por FACS. (q) Perfil de FACS representativa de TA digerido de ratén TgPax7nGFP. (r) Nimero acumulativo de
BrdU+ SC. Los ratones Tg:Pax7nGFP (n=3 por punto temporal) recibieron BrdU en agua potable junto con
fluoxetina o placebo desde el principio del tratamiento hasta el final. El musculo TA se digirio y las células se
aislaron mediante FACS girada sobre un portaobjetos e inmunotefiida contra BrdU. (s) Porcentaje de células
BrdU+ en ratones Tg:Pax7nGFP (n=3 por punto temporal). Los ratones Tg:Pax7nGFP recibieron el tratamiento
con fluoxetina via oral y se inyectaron con BrdU dos veces (12h y 4h antes de la muerte) el musculo TA se
digirid y las células se aislaron mediante FACS girado en un portaobjetos y se inmunotifieron contra BrdU. (t)
Numero de vasos por mm? contados en la seccion histolégica usando inmunoetiquetado de CD31 en animales
tratados con placebo y fluoxetina. (u-v) Secciones histoldgicas representativas de laminina e inmunotincion
CD31+ en ratones tratados con placebo (u) y fluoxetina (v)

Para las figuras (a) a (0): n=8 ratones usados por condicién, excepto por los experimentos in vivo las células
donde n=6. Los datos se representan como media * s.d. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. La barra de escala
representa 100um.

Para las figuras (p) a (v): n=7 ratones usados por condicién, excepto por los experimentos con BrdU n=3 por
punto temporal. Los datos se representan como media + s.d. **P < 0.01. La barra de escala representa 100um.

Figura 3. La fluoxetina mejora la regeneracion muscular al aumentar el niumero de células satélite

(a) Representacion esquematica de los puntos temporales de suministro de fluoxetina, lesiones musculares,
inyecciones de BrdU y sacrificio. (b) Nimero de células Pax7GFP+ por mm? 4 dias después de la lesion. (c-d)
La inmunotincién de las células Pax7GFP+ en la seccion después del tratamiento con placebo (c) y fluoxetina
(d). (e) Numero de diferenciacion de células (Miogenina+) 4 dias después de la lesion. (f-g) Imagenes
representativas de células miogenina y GFP en animales tratados con placebo (f) y fluoxetina (g). (h-i) Tincion
de hematoxilina y eosina de TA crioseccionada 14 dias después de la lesion en los animales tratados con
placebo (h) y fluoxetina (i). (j) Tamario de fibra en uym? en placebo y fluoxetina 14 dias después de la lesion. (k)
Porcentaje de area fibrotica 14 dias después de la lesion en ratones tratados con placebo y fluoxetina. (I) Tincion
de hematoxilina y eosina de AT crioseccionada después de lesiones en serie.

n=7 ratones usados por condicion, excepto por el conteo de células GFP+ donde n=9. Los datos se representan
como media % s.d. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. La barra de escala representa 100um.

Figura 4. La regeneracion muscular es mas rapida y el nimero de células satélite autorrenovables es mayor
después del tratamiento con fluoxetina.

(a) Numero de Gr1 inmunitarias (granulocitos) y F4/80 (macrofagos) en los ratones tratados con placebo y con
fluoxetina, 4 y 14 dias después de la lesion. (b-c) Seccion histoldgica de tincion con sirius red (fibrosis) 14 dias
después de la lesion en animales tratados con placebo (b) y fluoxetina (c). (d) Depésito de calcio 14 dias después
de la lesion en animales tratados con placebo vs. con fluoxetina. (€) Numero de fibras en los animales tratados
con placebo vs. con fluoxetina 14 dias después de la lesion. (f) Nimero de vasos en un raton Flk1¢7* 28 dias
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después de la lesion en animales tratados con placebo vs. fluoxetina. (g) Numero de SC en un ratén TgPax7nGFP
28 dias después de la lesion en animales tratados con placebo vs. fluoxetina. (h) Numero de SC después de
varias rondas de lesion en los animales tratados con placebo en comparacion con fluoxetina. (i) Primera division
evaluada por videomicroscopia en vivo in vitro. Las células se sembraron en placas con plasma procedente de
animales C57BI/6 tratados con placebo o animales C57BI/6 tratados con fluoxetina. (j) Tasa de division evaluada
por videomicroscopia en vivo in vitro. Las células se sembraron en placas con plasma procedente de animales
C57BI/6 tratados con placebo o animales C57BI/6 tratados con fluoxetina. (k) Porcentaje de células
diferenciadoras (miogenina +) 4 dias después de sembrado en placas. Las células se sembraron en placas con
plasma procedente de animales C57BI/6 tratados con placebo o animales C57BI/6 tratados con fluoxetina.

n = 7 ratones utilizados por condiciéon. Los datos se representan como media + s.d. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P
< 0.001. La barra de escala representa 100um.

Figura 5. El efecto de la fluoxetina sobre las células endoteliales y satélite se logra a través de receptores 5-HT1 B

(a) Esquema de administracion de fluoxetina e inhibidor. (b) Cuantificacion por RT-gPCR de los diferentes
receptores serotoninérgicos mostrados como un doble aumento/placebo en células endoteliales y satélite. (c)
Numero de células de diferenciacion por mm? (miogenina+) en el placebo, fluoxetina y fluoxetina mas
antagonista GR127935 5-HT1 B 4 dias después de la lesion. (d) Tamafo de la fibra 14 dias después de la
lesion en um? en el placebo, fluoxetina y fluoxetina mas antagonista GR127935 5-HT1 B. (e) Porcentaje de
area fibrética 14 dias después de la lesion. (f) Namero de SC por TA de un raton Tg:Pax7nGFP en fluoxetina,
fluoxetina e inhibidor GR127935, inhibidor GR127935 solo. (g-h) imagenes representativas del numero de
células GFP+ en la seccion en la fluoxetina (g) y fluoxetina con inhibidor GR127935 5-HT1 B (h). La imagen
muestra GFP enddgeno. (i) Numero de vasos en ratones Flk16F* después del tratamiento con fluoxetina y
antagonista GR127935 5-HT1 B. (j-k) Seccidn histologica representativa del nimero de vasos (contados con
GFP endogena de raton Flk16FP*) en fluoxetina (j), fluoxetina e inhibidor (k) por mm?2.

n=7 ratones usados por condicion (n=5 para los controles). Los datos se representan como media *+ s.d. *P <
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. La barra de escala representa 100um.

Figura 6. 5-HT1 BR, y no 5-HT2 BR, esta involucrado en el efecto de la fluoxetina.

(a) Cantidad de SC 4 dias después de la lesion en el placebo, fluoxetina, fluoxetina y antagonista GR127935 5-
HT 1 BR y antagonista MDL 100907 5HT2 BR. (b) Depésito de calcio 14 dias después de la lesién en el placebo,
fluoxetina, fluoxetina y antagonista GR127935 5-HT1 BR. (c) Numero de Gr1 inmunitarias (granulocitos) y F4/80
(macrdéfagos) 4 dias después de la lesion en el placebo, fluoxetina, fluoxetina y antagonista GR127935 5-HT1 B y
antagonista MDL100907 5-HT2 BR. (d) Numero de Gr1 inmunitarias (granulocitos) y F4/80 (macréfagos) 14 dias
después de la lesion en el placebo, fluoxetina, fluoxetina y antagonista GR127935 5-HT1 BR y antagonista
MDL100907 5-HT2 BR. (e) Numero de células de diferenciacién (miogenina+) 4 dias después de la lesion con
fluoxetina y fluoxetina y antagonista de 5-HT2 BR. (f) Numero de SC de TgPax7nGFP después de la inhibicion
con 5-HT2 BR mediante el antagonista MDL100907. (g) Nuimero de vasos de Flk1¢7* después de la inhibicion
con 5-HT2 BR mediante el antagonista MDL100907.

n=6 ratones usados por condicion (n=5 para los controles). Los datos se representan como media *+ s.d. *P <
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. La barra de escala representa 100um.

Figura 7. El plasma in vitro de ratones tratados con fluoxetina acelera la diferenciacion en etapas tempranas y
aumenta la autorrenovacién en etapas posteriores tanto de células satélite humanas como murinas.

(a) Esquema de suministro de fluoxetina e inhibidor in vitro. (b) Porcentaje de células Pax7+ entre el nimero total
de SC ordenadas por FACS a lo largo del tiempo en plasma de placebo, plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina
con inhibidor de GR127935 in vitro, plasma de fluoxetina con inhibidor de MDL100907. (c) Numero de células SC
autorrenovadas (también llamadas células de reserva) (Pax7+/EdU-) 14 dias después del sembrado en placas de
SC clasificadas con FACS en plasma de placebo, plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con inhibidor de
GR127935 in vitro, plasma de fluoxetina con el inhibidor MDL100907. (d) Porcentaje de células MyoD+ entre el
numero total de SC clasificadas con FACS a través del tiempo en plasma de placebo, plasma de fluoxetina, plasma
de fluoxetina con inhibidor de GR127935 in vitro, plasma con fluoxetina con inhibidor MDL100907. (e) Porcentaje
de células miogenina+ entre el numero total de SC clasificadas por FACS a lo largo del tiempo en plasma de
placebo, plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con inhibidor de GR127935 in vitro, plasma de fluoxetina con
inhibidor MDL100907. (f) Primera division celular evaluada por videomicroscopia en vivo en plasma de placebo,
plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con inhibidor de GR127935 in vitro, plasma de fluoxetina con inhibidor
de MDL100907. (g) Velocidad de divisién evaluada mediante videomicroscopia en vivo en plasma de placebo,
plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con inhibidor de GR127935in vitro, plasma de fluoxetina con inhibidor
de MDL100907. (h) Porcentaje de células Pax7+ investigadas por inmunofluorescencia in vitro cocultivadas con
agonista especifico de CP94253 5HT1B. (i) Porcentaje de células miogenina+ investigadas por
inmunofluorescencia in vitro cocultivadas con agonista especifico CP94253 5HT1BR. (j) Células de diferenciacion
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(miogenina+) procedentes de SC humano primarias obtenidas mediante la técnica de presembrado en placas 4
dias después de la siembra en placas en plasma de placebo, plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con
inhibidor GR127935 in vitro, plasma de fluoxeetina con inhibidor de MDL100907. (k) Células de autorrenovacion
(Pax7+/EdU-) procedentes de SC humanas primarias obtenidas mediante la técnica de presembrado en placas
14 dias después del sembrado en placas en plasma de placebo, plasma de fluoxetina, plasma de fluoxetina con
inhibidor GR127935 in vitro, plasma de fluoxetina con inhibidor de MDL100907.

n=6 ratones utilizados por condicién, excepto para mioblastos humanos en los que n=4 por condicién. Los datos
se representan como media £ s.d. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. La barra de escala representa 100um.

Figura 8. La fluoxetina mejora el fenotipo de ratones distréficos

(a) Cuantificacion del area necrotica (en mm?) en animales tratados con placebo y fluoxetina. (b) Tamario de fibra
(area) de ratones mdx tratados con placebo y fluoxetina. (c-d) La tincién de hematoxilina y la tieosina de TA
crioseccionada de ratones Mdx tratados con placebo (c) o fluoxetina (d). (€) Numero de vasos en raton Mdx ya
sea tratado con placebo o con fluoxetina contado por la inmunotincion con CD31 y expresado en numero de
células por mm?2. (f) Numero de células en reproduccion (Células Pax7+ y BrdU+) en raton Mdx tratado con placebo
o con fluoxetina. (g) Ejemplo de Luminex® en Interleucina 6 (IL6) que representa el nivel de expresion de proteinas
en picogramo/gramo de plasma en ratones tratados con placebo y fluoxetina. (h) Ejemplo de Luminex® en
Interleucina 10 (IL10) que representa el nivel de expresion de proteinas en picrogramo/gramo de plasma en
ratones tratados con placebo y fluoxetina. (i) Numero de células Gr1+ en TA crioseccionado de ratones Mdx
tratados con placebo y fluoxetina. Los nimeros se muestran en nimero absoluto por corte transversal.

Figuras 9. 5SHT1B-R antagonista elimina los efectos benéficos de fluoxetina en el fenotipo distréfico

(a) Cuantificacion del area necrotica (en mm?) en animales tratados con el placebo, fluoxetina y fluoxetina con
inhibidor del GR127935 5HT1BR. (b) Tamafrio de fibra (area) de ratones Mdx tratados con placebo, fluoxetina
y fluoxetina con inhibidor del GR127935 5HT1BR. (c-e) Tincion de hematoxilina y eosina de TA crioseccionado
de ratones Mdx tratados con placebo (c) o fluoxetina (d) o fluoxetina e inhibidor GR127935 (e). (f) NUmero de
vasos en ratén Mdx ya sea tratado con placebo, fluoxetina o fluoxetina y el inhibidor del GR127935 5HT1BR
contado por la inmunotincién con CD31 y expresado en nimero de células por mm?. (g) Nimero de células en
reproduccion (células Pax7+ y EdU+) en Mdx ya sea tratado con placebo, con fluoxetina o fluoxetina y el
inhibidor del GR127935 5HT1BR. (h) Numero de células Gr1+ en TA crioseccionado de ratones Mdx tratados
con placebo y fluoxetina. Los nimeros se muestran en nimero absoluto por corte transversal. n=9 ratones por
condicion. Los datos se representan como media * s.d. *P < 0.05; ***P < 0.001; ns: no importante La barra de
escala representa 100um. (i) Prueba de fuerza de agarre. La fuerza total de animales se midi6 (4 extremidades)
en ratones tratados con fluoxetina y placebo. (j) Maxima tensién (6V) de las fibras musculares edl de ratones
mdx tratados con fluoxetina o placebo. (k) Tensién de edl aislado a través de diferente voltaje en ratones mdx
tratados con placebo y fluoxetina.

Figura 10. La vortioxetina aumenta el niumero de vasos y el numero de células satélite in vivo. (a)
Representacion esquematica de suministro de vortioxetina y tiempo de sacrificio. (b) Nimero de vasos contado
en seccion después de inmunotincion CD31 por mm? después del tratamiento |.P. (c) Numero de vasos contado
en seccion después de inmunotincion CD31 por mm? después del tratamiento P.O. (d) Numero de células
satélite contado por FACS en placebo, ratones Tg:Pax7nGFP tratados |.P con vortioxetina 12 dias y 3 semanas.
(e) Numero de células satélite contado por FACS en placebo, ratones Tg:Pax7nGFP tratados P.O con
vortioxetina 12 dias y 3 semanas.

Figura 11. La vortioxetina aumenta el nimero de vasos y el niumero de céluas satélite in vivo e in vitro por medio
del receptor de 5-HT1 B. (a) Nimero de vasos contado en seccidén por mm? con inmunotincion CD31 después
del tratamiento con vortioxetina del tratamiento I.P del ratén TgPax7nGFP por 12 dias a 20mg/Kg. (b) Nimero
de células satélite contado por FACS por tibialis anterior después del tratamiento con vortioxetina del
tratamiento I.P Tg:Pax7nGFP por 12 dias a 20mg/Kg. (c-e) Se clasificaron las células por FACS de ratones
Tg:Pax7nGFP'y se sembraron en placas 2000 células por cm?. El siguiente dia se agregd vortioxetina a 10uM.
En los tiempos indicados, las células se fijaron y tifieron para Pax7 (c), Myod (d), MyoG (e).

Figura 12. Los derivados de vortioxetina, la histidina-vortioxetina y pirrolidinio-vortioxetina aumentan el nimero
de vasos y células satélite: (a-b) Se clasificaron las células FACS de ratones Tg:Pax7nGFP'y se sembraron en
placas en 2000 células por cm?. El siguiente dia, se agrego histidina-vortioxetina o pirrolidinio-vortioxetina a
10uM (a) Porcentaje de Pax7+ células en diferentes puntos temporales in vitro con PBS o vortioxetina o
histidina-vortioxetina o pirrolidinio-vortioxetina. (b) Porcentaje de células MyoG+ en diferentes puntos
temporales in vitro con PBS o vortioxetina o histidina-vortioxetina o pirrolidinio-vortioxetina (c-d) PBS (n=4) o
histidina-vortioxetina (n=5) o pirrolidinio-vortioxetina (n=5) se inyect6 IP a ratones Tg:Pax7nGFP durante 12
dias a 20mg/kg. Se digiri6 el musculo (TA) y se contd por citometria. (c) muestra histidina-vortioxetina en
comparacion con inyecciones PBS (d) muestra pirrolidinio-vortioxetina en comparacion con PBS. Los datos se
representan como media + s.d. **P < 0.01.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 862 346 T3

Ejemplos

Fluoxetina, vortioxetina y sus derivados aumentan el nimero de células madre musculares y mejoran la capacidad
regenerativa del musculo

1. Material y métodos

1.1.  Inyeccion y lesidn de ratones

Todos los procedimientos en este estudio fueron aprobados por el Animal Care and Use Committee en el Institut
Pasteur (CETEA 2014-004). A menos que se especifique, se usan ratones macho de 8 semanas de edad en este
estudio y se alojan en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 en una instalacion libre de patégenos con temperatura y
humedad controladas. Se les da alimento y agua ad libidum.

Los animales fueron anestesiados con ketamina (Imalgene1000 100 mg/Kg Merial) y xilacine (Rompun2% 20 mg/Kg
Bayer) antes de la lesion. Los animales se hidrataron y se trataron con analgésico (buprenorfina Axience 0.3 mg/kg)
dos veces al dia durante 4 dias después de la lesion. Para la lesion, se anestesiaron ratones como se describe
anteriormente y se inyectaron 10ul de 12.5ug/ml notexina (Lotaxan) en la Tibialis anterior. Todos los protocolos fueron
revisados por el Institut Pasteur, la autoridad competente, para el cumplimiento con las regulaciones francesas y
europeas sobre bienestar animal y con las recomendaciones del servicio de salud publica. Este proyecto ha sido
revisado y aprobado (#2013-0044) por el comité de ética del Institut Pasteur (C2EA 89 - CETEA).

Entre los ratones analizados, los ratones Flk1%77*, en los que la proteina verde fluorescente (GFP) se dirige en el
locus del gen VEGF-receptor-2, y que exhibe una sefial brillante de GFP en todas las células endoteliales, fueron
proporcionados amablemente por Alexander Medvinsky (Institute for Stem Cell Research, University of Edinburgh,
Edinburgh, UK).

1.2.  Andlisis histologico

El tibialis anterior (TA) se diseccion6 cuidadosamente y se congeld instantaneamente en isopentano refrigerado
con nitrégeno liquido durante unos minutos y se almacené a -80°C antes de la crioseccion (secciones de 10 pm).
Las secciones se mantuvieron a temperatura ambiente durante la noche antes de la tinciéon. Las secciones se
rehidrataron en PBS durante 10 minutos y se fijaron en formalina al 10% durante 3 minutos. Las secciones se
tifieron rutinariamente con hematoxilina y eosina (HE) usando una maquina de tincién automatica o manualmente
con sirius rojo.

Las diapositivas se evaluaron por doble ciego y se automatizaron cuando fue posible (diametro de la fibra, recuento
celular, area infartada).

1.3.  Inmunotinciones

La inmunotincion se realizé en criosecciones fijadas con paraformaldehido al 4% (PFA EMS#15710) en PBS frio,
se permeabilizd con Triton X-100 al 0.5% durante 20 min a temperatura ambiente, se lavo y se bloqued con BSA
al 10% durante 30 min. Las secciones se incubaron con anticuerpos primarios durante la noche a 4°C (ver la tabla
1 a continuacion) y con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 1/250 y Hoechst durante 45 minutos. Las
secciones se analizaron luego utilizando un axioscan automatizado (Zeiss) o un Observer.Z1 Apotome invertido
(Zeiss). Para la evaluacion de la apoptosis, las células se recogieron en suero al 2%, se centrifugaron en poliD-
lisina (Sigma-Aldrich#P6407) y se fijaron inmediatamente con PFA al 4%.

Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados en el estudio

Antigeno Huésped Concentracion Referencias
Ly-6C (Gr1) Rata 0.5ug/ml Caltag LabRM3030
CD31 Rata 15ug/ml BD Pharmingen 550274
Pax7 Raton 12ug/ml DSHB
- . Sigma-Aldrich
Laminina Conejo 0.69ug/ml 19393
Anticonejo
burro Variable de acuerdo Jacksonlmmuno
secundario con el huésped Ab 0.5ug/ml #711486152 (Conejo)
(Monoclonal de primario #200162037 (Raton)
fraccion IgG
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1.4. Clasificacion, conteo y cultivo celular

La diseccion muscular se realizé como se describié previamente en DMEM frio. Luego se cortaron los musculos
con tijeras pequefias y se colocaron en un tubo Falcon de 50 ml con colagenasa al 0.1% y tripsina al 0.25% a 37°C
con agitacion suave. Después de 20 minutos, se recogio el sobrenadante en suero al 20% colocado en hielo, y se
afadio la solucion de colagenasaltripsina para continuar la digestion. Una vez que el musculo fue completamente
digerido, la solucién se filtr6 usando filtros de células de 40 pym. Las células satélite se cultivaron en DMEM-
Glutamax 1:1 (Gibco#41965-039):MCDB201 (Sigma#M6770) que contiene FBS al 20% en suero (Biowest S1860).
El medio se filtr6 usando filtros de 0.22 pm. Las células se sembraron en un recubrimiento de Matrigel (BD
Biosciences#354234) y se guardaron en una incubadora (37°C, 5% de CO3). Para algunos experimentos in vitro
se extrajo plasma de animales tratados con fluoxetina o vortioxetina después de 6 semanas mediante puncién del
corazoén seguido de centrifugacion a 1500 g durante 15 minutos. El sobrenadante asi obtenido reemplazé a FBS
en el medio de cultivo; el resto del medio no se modifico.

Para el conteo de células satélite, sélo el musculo del tibialis anterior se diseco y se digiri6 como se describid
anteriormente, y la totalidad del tubo se analizé para evaluar el nimero de células satélite por musculo. El analisis
FACS se realizé usando un FACSasia (Beckman). Todos los analisis y la cuantificacion se realizaron con el software
Summit v4.3 de DakoCytomation y el software FloJo. Las células se marcaron con yoduro de propidio 10 pg/ml
(Sigma-Aldrich#P4170) para excluir las células muertas y se visualizaron usando el canal PE (ficoeritrina, rojo) en
el perfil FACS.

1.5.  Videomicroscopia en vivo

Las células aisladas por FACS se colocaron durante la noche en una placa de fondo de vidrio de 24 pocillos (P24G-
0-10-F; MatTek) recubiertas con Matrigel (BD Biosciences#354234) y se colocaron en una incubadora en medio
preequilibrado (DMEM 1:1 Glutamax: MCDB [Sigma-Aldrich], 20% de FCS (Biowest S1860). La placa se incubd
después a 37°C, 5% CO; (Zeiss, Pecon). Se usé un Zeiss Observer.Z1 conectado con un objetivo LCI PInN 10
x/0.8 W phasell y una camara AxioCam pilotada con AxioVision. Las células se filmaron durante hasta 5 dias, y las
imagenes se tomaron cada 30 minutos con filtros de campo claro y fase y MozaiX 3X3 (Zeiss). Los datos brutos
se transformaron y se presentaron como un video.

1.6. Anadlisis de Imagen

Para el analisis de imagenes (cuantificacion de fibrosis), el software ImagedJ 1.46r estaba usando entre 10 fotos
diferentes tomadas al azar por seccion y 3 secciones como minimo por grupo experimental. Las imagenes se
convirtieron en una imagen binaria y luego se recogieron los valores de pixel. Para el tamafio de la fibra, las
secciones se inmunotifieron con anti-Laminina de conejo (Sigma-Aldrich#L9393) diluido a 1/200, durante la noche
a 4°C. Se utilizaron los anticonejo de burro secundarios 488 (DL488 Jacksonlmmuno#711486152) a 1/200 45
minutos a temperatura ambiente. El perimetro de la fibra se realizé automaticamente mediante el uso del software
Pixcavator®.

1.7.  Luminex®(Inmunoensayo multiplex)

Las muestras de plasma congelado instantdneamente (n=6 por condicién) se descongelaron y el sobrenadante se
proceso para el andlisis de citocina y quimocina Luminex® multiple (Bio-Plex® Citocina de raton ProTM Mouse
estandar 23-Plex, Grupo | y 9-Plex estandar, Grupo Il). La normalizacion se realizé por peso de muestra de musculo
congelado.

1.8. RT-gPCR

Se aisl6 el ARN total de las células usando el kit RNAeasy Micro (Qiagen). EI ARN total se transcribi6 inversamente
usando transcriptasa reversa Superscript® Il (Invitrogen). La PCR cuantitativa en tiempo real se realizé usando
Power Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y la velocidad de incorporacion del colorante se controld
usando el sistema PCR en tiempo real Plus StepOne.™ (Applied Biosystems). Se usaron por lo menos tres réplicas
bioldgicas para cada condicion. Los datos fueron analizados por StepOne Plus RT PCR software v2.1 y Microsoft
Excel. Los niveles de transcripcion de GAPDH se usaron para la normalizacion de cada objetivo (=ACT). Los
valores de PCR Cy en tiempo real se analizaron usando el método 2-(AACt) para calcular la expresion de veces
(AACTmethod, Livak et al., 2001).

1.9. Medicién de fuerza

La prueba de fuerza de agarre es un método no invasivo disefiado para evaluar la fuerza muscular del raton in vivo.
Un medidor de agarre (Bio-GT3, BIOSEB), conectado a un transductor de fuerza, mide la fuerza maxima generada.
Se colocaron ratones mdx placebo y fluoxetina (6 semanas de tratamiento) con las cuatro patas en una rejilla y se
tiraron suavemente hacia atras hasta que soltaron el agarre. Se realizaron cinco ensayos y, antes del analisis
estadistico, se calculd un valor medio para cada ratdn utilizando los datos de la mediana del arbol. Los resultados se
expresan como el resultado de las fuerzas pico del arbol (en g), normalizadas al peso corporal (en g).
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1.10. Experimentos de fibras peladas

Los musculos TA se disecaron de ratones tratados con placebo y fluoxetina (6 semanas de tratamiento). Pequefios
haces de dos a cinco fibras se aislaron manualmente de los musculos como se describié previamente. El despellejado
quimico se llevd a cabo usando Triton X-100. Las fibras peladas se montaron en el sistema de medicién de
desplazamiento KD 2300 (modelo 0.5 SU, Kaman Instrumentation, Colorado Springs, CO, EE.UU.) Para realizar
mediciones de fuerza, las preparaciones de fibra sin piel se incubaron durante 1 h en solucién relajante (pCa 9.0, bajo
contenido de calcio) que contiene 1% de Triton X-100 (v/v) para solubilizar el sarcolema y las membranas del reticulo
sarcoplasmico y posteriormente se lavaron varias veces en solucion relajante sin detergente. Las fibras se ajustaron
a la longitud de holgura y luego se estiraron progresivamente hasta que la tension desarrollada resulté maxima. La
tension isométrica se registré de forma continua utilizando un registrador de graficos (modelo 1200, Linear, Reno,
Nevada, EE.UU.) La tensién obtenida se normalizé al area transversal de la fibra.

1.11. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad Prism usando pruebas apropiadas (Mann-Whitney
no paramétrico a menos que se especifique) y un intervalo minimo de confianza del 95% para la significacion; los
valores p indicados en las figuras son < 0.05 (*), < 0.01(**), y < 0.001 (*+). Las figuras muestran valores promedio
de todos los animales evaluados + SD o + SEM para RT-gPCR, o como se indico.

2. Resultados
2.1.  Fluoxetina
2.1.1. Lafluoxetina aumenta el nimero de vasos y el numero de células satélite en el musculo esquelético

Para investigar el efecto de fluoxetina en el nimero de vasos, se realizé la administracion intra peritoneal (1.P) o
per os (P.O) de 18 mg/kg de fluoxetina durante 3 o 6 semanas al raton FIk1G™P* o TgPax7nGFP (figura 2a),
permitiendo la visualizacién directa de las células endoteliales y células satélite (SC) respectivamente. En todo el
estudio, se hizo hincapié en la tibialis anterior (TA). En el misculo esquelético, las SC son centrales para la
reparacion muscular. Mediante el conteo histoldgico, se observé que el nimero de SC fue mayor cuando se tratd
con fluoxetina (9.7+3.1SC por mm? en el placebo vs. 16.3+5.4SC en el tratado, p=0.04) (figuras 2b a 2d y 2p a 2q).
Estos resultados se confirmaron al digerir la TA'y al contar el nimero de SC direcgtamente por citometria usando
el raton Tg:Pax7nGFP (Sambasivan et al., 2009) (p=0.02) (figuras 2p, 2q). Las SC se localizan cerca de los
capilares y es conocido que la angiogénesis es crucial para la supervivencia de las SC de la reparacion muscular
con interacciones celulares entre las células del vaso y las SC. Por lo tanto, se cuantificé el nimero de vasos. En
el raton Flk1©FP* control (placebo), el nimero de vasos fue de 870+213.1 vasos por mm? y aumenté después de 3
semanas de tratamiento I.P (1103+110.2 vasos por mm?), e incluso mas después de 6 semanas (1384+175.3 vasos
por mm?, p=0.008) (Figura 2e). Los neovasos mostraron una apariencia histologica normal asociada con una
lamina basal y un tubo permeable que algunas veces contiene glébulos rojos. La administracion diaria de fluoxetina
I.P podria causar inflamacién peritoneal no deseada que podria interferir con la angiogénesis, ya que la inflamacion
y la neovascularizacion se entrelazan en algunos modelos (Sadat et al., 2014). Por lo tanto, la fluoxetina se
adminisro via oral durante 6 semanas: se observé un aumento similar en el numero de vasos (1256+62.2 vasos
por mm?p=0.008, figura 2¢, 2g). Esos resultados se confirmaron en otro modelo, administrando fluoxetina a ratones
C57BI/6 via oral durante 6 semanas y realizando inmunoetiquetado de células CD31+ en TA crio-seccionada.
8414137 CD31+ células por mm? se contaron en los ratones tratados con placebo vs. 2260+361 CD31+ células
por mm? en los ratones tratados con fluoxetina, p=0.008 (Figuras 2t a 2v), confirmando la observacion previa.
Después del suministro de fluoxetina 6 semanas in vivo los niveles de IL-1a, IL-1b, IL-2, y eotaxina disminuyeron
mientras IL-4 y IL-13 aumentaron (p=0.02). Las otras citocinas analizadas no mostraron ningiin cambio importante
(tabla 2).

Tabla 2. La fluoxetina disminuye los niveles basales de las citocinas. El siguiente cuadro representa los niveles
plasmaticos de citocinas en picogramos por ul de plasma medidos por el ensayo Luminex® en los ratones
tratados con placebo y fluoxetina. El valor p se calcula usando la prueba de Mann-Whitney. n=7 animales usados
por condicion. *:p:50.05; ns: estadisticamente no importante.

Citoci Cantidad en placebo Cantidad en fluoxetina Estadisticamente
itocina ) valor p
(pg/um)) tratada (pg/um) importante

IL-1a 234.2+33 150.8+22.8 * 0.02
IL-1b 1398+380 756.2+205 * 0.02
IL-2 48.30+8.1 82.53+11.7 * 0.02
IL-4 52.71+6.7 93.761+9.9 * 0.02
IL-5 21.13+16.7 7.243.2 ns 0.06
IL-6 20.54+8.4 10.68+1.8 ns 0.11
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Citoci Cantidad en placebo Cantidad en fluoxetina Estadisticamente
itocina . valor p
(pg/um)) tratada (pg/pum) importante
IL-9 89.02+15.5 72.54+14.8 ns 0.11
IL-10 16.10+7.8 36.60+£27.9 ns 0.34
IL-12(p40) 43.7+43 59.7+36 ns 0.48
IL-12(p70) 130.1+53.7 118.2+40 ns 0.48
IL-13 626.6+69.8 875.1+147 * 0.03
IL-17 48.3+22.2 29.8+15.3 ns 0.34
Eotaxina 44.10£19 18.7+4.6 * 0.02
G-CSF 388411657 30661288 ns 0.8
GM-CSF 29189+39901 8800+1438 ns 0.34
IFN-g 32.7816.1 28.5+8.9 ns 0.2
KC 8290+£10202 7174502 ns 0.11
MCP-1 73.5%45.9 26.6+20 ns 0.06
MIP-1a 64.6+39 34.6£17.3 ns 0.48
MIP-1b 570.4+154 442 1+49 ns 0.11
RANTES 120+111 53.6+27.1 ns 0.34
TNF-a 83181865 784612171 ns 0.34
FGF-basico 1057+141.3 1276+618 ns 0.88
MIG 100+8.1 83.4+11 * 0.05
PDGF-bb 6531256 401174 ns 0.34
VEGF 313.44491 2554+1041 * 0.02

Para confirmar adicionalmente los resultados anteriores, se utilizd un ensayo de angiogénesis de Matrigel ex vivo.
Para hacerlo, se introdujo un Matrigel frio por via subcutanea, que solidifica y permite la penetracion de las células
huésped y la formacion de nuevos vasos sanguineos en P.O. tratados con C57BI/6 durante 6 semanas. El nimero
de células que expresan CD31 fue mayor en los tapones tratados con fluoxetina (72.9+22.6 CD31+ células por
mm?) en comparacion con el placebo (25.20+13.8 CD31+ células por mm?, p=0.002) (figuras 2h a 2i); confirmando
la observacion previa.

Estos datos fueron confirmados por el ensayo HUVEC in vitro (células endoteliales humanas). Los ratones C57BI/6
se trataron con P.O. durante 6 semanas y el plasma se extrajo de la sangre. Después, las células HUVEC se
sembraron en placas en microesferas de citodex y se cultivaron en cualquiera de los plasmas. El crecimiento de
HUVEC incubado con plasma procedente de animales tratados fue mas rapido 4 dias después de la siembra en
placas (p<0.0001) (figuras 2m a 20).

La divisién celular se cuantifico después de la administracion de BrdU durante la totalidad del tratamiento per os
con fluoxetina, y los resultados mostraron que el 90% de la poblacion de SC se estaba dividiendo (figura 2r). Un
pulso corto de BrdU 16 h antes de la muerte mostré que la mayoria de las SC se dividieron entre la tercera y la
quinta semana (figura 2s).

2.1.2. La fluoxetina mejora el potencial de regeneracién muscular

Para investigar si la fluoxetina tuvo un impacto funcional en los musculos, se realizé una lesion después del
tratamiento con fluoxetina (figura 3a) y se investigd la capacidad muscular para regenerarse en ratones
Tg:Pax7nGFP (Sambasivan et al., 2009). La comparacion 4 dias y 14 dias después de la lesion de los musculos
mostré en ambos casos una mejor regeneracion (figura 3b a 3j). De hecho, se observaron diferencias importantes
en las caracteristicas de regeneracion muscular entre los ratones tratados con placebo y fluoxetina. A los 4 dias
después de la lesion, los animales tratados mostraron un mayor nimero de SC (4591283 en los tratados vs.
177.2449 en el placebo, p=0.04) (figura 3b a 3d) y mas células ya se estaban diferenciando (p=0.0006) (figura 3e
a 3g). Después de 14 dias de la lesion en el grupo placebo, la regeneracion de las fibras centro-nucleadas mostro
un tamafio variable (anisocitosis, 81+28.4um?), infiltracion endomisial multifocal por células inflamatorias
mononucleares (células 9.14+3.9 Gr1+ y células 12.6+3.9 F4/80+ por seccion), la presencia de multiples focos
basdfilos grandes de deposicion de calcio (19+4 per mm?), y fibrosis leve del endomisio (6.4+2% del drea muscular
total) (Figuras 3h a 3k). Por el contrario, en ratones tratados con fluoxetina, las fibras regeneradoras fueron mas
grandes y mostraron un tamafio menos variable (129+12.6um?, p=0.005), menos células inflamatorias (células
4.1+2.6 Gr1+; p=0.018 y células 4.7+2.7 F4/80; p=0.0017), menos depositos de calcio (3.2+3 por mm? p=0.0006),
y menos fibrosis endomisial (2.2+0.7 del area muscular total p=0.007) (figuras 3h a 3k, y figuras 4a a 4d). No
obstante el numero de fibras permanecid igual (p=0.4, figura 4e). Veintiocho dias después de la lesion, el musculo
se regenero por completo; no se observaron diferencias entre los dos grupos, excepto por un mayor nimero de
vasos (p=0.036) y SC (p=0.076) en animales tratados con fluoxetina (figuras 4f, 4g). Estos datos se confirmaron in
vitro al sembrar en placas SC de raton Tg:Pax7nGFP en 20% de plasma que se origina de ratones tratados con
C57BI/6 o placebo. Por videomicroscopia en vivo, se observé que la primera divisién de células satélite ocurrio
mas rapido (26.45h+1.18 después del sembrado en placas en plasma tratada con fluoxetina vs. 29.08h+0.37 en
plasma control p=0.02, con mayor velocidad de division (12.5+2.1h en el placebo vs. 8.7+0.7h en fluoxetina;
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p=0.047) (figuras 4i, 4j). También se observd un mayor nimero de células positivas de miogenina 4 dias después
de la siembra en placas (12+5.5% del total de células sembradas en placas en el placebo vs. 34.75+6.3% en las
tratadas con fluoxetina; p=0.02, (figura 4k) asi como miofibras que se forman masa rapidamente; que confirma las
observaciones realizadas in vivo de una diferenciacion y reparacion mas rapida de las fibras musculares.
Curiosamente, junto con esta regeneracion mejorada, se observé una disminucion en la inflamacion del masculo
después de la lesion como anteriormente (tabla 3). Por ejemplo, la citocina proinflamatoria IL-6 disminuyd de
4258+665pg/ul en la lesionada en comparacion con 2459+920pg/ul en la lesionada con tratamiento con fluoxetina
(p=0.02).

Para poner a prueba ain mas el musculo, se realizaron varias rondas de lesiones después del tratamiento con
fluoxetina, con el fin de exacerbar el fenotipo y asegurar que el conjunto de células satélite (SC) no se haya
agotado. El nimero de SC se mantuvo constante por TA incluso después de 3 rondas de lesiones (figura 4h). A
nivel histolégico, el musculo se regenerd bien en los casos de heridos y los heridos nuevamente (figura 3l),
mostrando que las SC todavia era células madre funcionales después del tratamiento con fluoxetina.

Tabla 3: La fluoxetina disminuye los niveles de citocinas después de la lesién. La tabla representa los niveles
plasmaticos de citocinas en picogramos por pl de plasma medidos por el ensayo Luminex® en los ratones tratados
con placebo y fluoxetina y los dafiados con notexina. El valor p se calcula usando la prueba de Mann-Whitney. n=4
animales usados por condicién. Pl: después de la lesién; *:p<0.05 ns: estadisticamente no importante.

Cantidad en Pl de Cantidad en tratados Pl de Estadisticamente
Citocina cuatro dias de placebo | cuatro dias de fluoxetina . Valor P
importante
(pg/pm) (pg/pm)

IL-1a 307.6£180 107.6+33.2 * 0.05
IL-1b 369812202 2039+435 ns 0.34
IL-2 206.5+187 47.33+15 * 0.03
IL-4 156.1+52 303.91+5 * 0.02
IL-5 566182 265+41 * 0.02
IL-6 4258+665 24591920 * 0.02
IL-9 426.3+89 241156 * 0.02
IL-10 342+36 176+39 * 0.03
IL-12(p40) 336179 171184 ns 0.2
IL-12(p70) 987.2+693 3594240 ns 0.11
IL-13 202841242 6911268 * 0.02
IL-17 1800+1075 1558525 ns 0.8
Eotaxina 101556873 36921934 ns 0.11
G-CSF 701447628 26891364 ns 0.34
GM-CSF 30928449630 396242289 ns 0.2
IFN-g 149.2+35.72 68.84+44.6 * 0.02
KC 8290+£10202 7174502 * 0.05
MCP-1 21380+21143 656017168 * 0.05
MIP-1a 24921784 4214+4861 ns 0.68
MIP-1b 17701034 13371540 ns 0.68
RANTES 4658+1870 28041826 * 0.05
TNF-a 784612171 103861266 * 0.02
FGF-basico 1115£117 1618+232 * 0.02
MIG 45730+41234 28105+38006 ns 0.2
PDGF-bb 2965+317.6 1777+148.5 * 0.02
VEGF 653.4+203 3334459 * 0.02

2.1.3. Se obtienen los efectos de fluoxetina en los vasos y células satélite a través de la estimulacion del receptor
de serotonina 5-HT1 B

Para entender como se activan los vasos, las células endoteliales (CD34+, CD31+, Sca-1+, CD45-) del musculo
digerido fueron clasificados por células FACS después de 6 semanas de tratamiento de fluoxetina P.O (figura 5a).
RT-gPCR entonces se realizd en los subtipos de receptores de serotonina para caracterizar adicionalmente
mediante lo cual se podrian activar las células endoteliales (figura 5b). Se observé un aumento de 90435 en el
subtipo de 5-HT1 BR en los ratones tratados en comparacion con los placebo (p=0.0035), y un aumento de 3013
(p=0.015) en el subtipo 5-HT2 BR en los animales tratados con fluoxetina (figura 5b). Los otros subtipos analizados
(5-HT1AR, 5-HT1 DR, 5-HT1 FR, 5-HT2 AR, 5-HT2 CR) no mostraron aumento estadisticamente importante (figura
5b). Estos datos se confirmaron usando marcadores endoteliales de musculo digerido después de 6 semanas de
tratamiento con fluoxetina P.O (datos no representados). La misma observacion se realizé en SC clasificadas por
células FACS de ratones Tg:Pax7nGFP (figura 5b).
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Para investigar el papel del 5-HT1 BR, se administré el inhibidor de clorhidrato GR127935 (un antagonista 5-HT1
BR) en una bomba osmética junto con tratamiento con fluoxetina P.O. durante 6 semanas y se realizé el conteo de
vasos en ratones Flk1¢*y conteo de SC en ratones Tg:Pax7nGFP . El nimero de vasos fue menor en fluoxetina
y los ratones Flk1¢FP* tratados con inhibidor (1028+173 vasos por mm?) en comparacion con ratones Flk16F7+
tratados con fluoxetina y PBS (19491576 vasos por mm?2, p=0.0159 (figura 5i a 5k). El nimero de SC también fue
menor en ratones Tg:Pax7nGFP tratados con fluoxetina e inhibidor (467411414 SC por TA) en comparaciéon con
ratones Tg:Pax7nGFP tratados con fluoxetina y PBS (728312325 SC per TA p=0.04) (figuras 5f a 5h). Aunque se
detecté un aumento de 30 veces del receptor de 5-HT2 B después del tratamiento con fluoxetina, no se observd
inhibicion de los efectos de la fluoxetina al antagonizarlo con MDL100907 (un antagonista de 5-HT2 BR) (figuras
6f, 6g).

Después de la lesion, la inhibicion de 5-HT1 BR por GR127935 suprimié los efectos beneficiosos del tratamiento
con fluoxetina con un nimero menor de SC (figura 6a) y células de diferenciacion (figura 5c), un tamafio de fibra
menor (figura 5D) y depdsitos de calcio mayores (figura 6B) 14 dias después de la lesién, un mayor porcentaje de
fibrosis (figura 5e) y una mayor infiltracion de células inmunitarias Gr1 y F4/80 (figuras 6c, 6d). Después de la
lesion, la inhibicién de 5-HT2 BR por MDL100907 no suprimio los efectos beneficiosos de la fluoxetina (figuras 6e).

Esos resultados se confirmaron in vitro (figura 7a). El nimero de células positivas Pax7 disminuy6é mas rapido 4
dias después de sembrar en placas en plasma de animales tratados con fluoxetina (24%6 en los tratados con
fluoxetina vs. 39.25%8 en placebo p=0.02) (figura 7b) y estuvo cerca del placebo cuando se incubé con GR127935
(35.25%6.2 p=0.32) (Figura 7b). Tras 14 dias de sembrar en placas, se detecté un nimero mayor de células de
reserva (células positivas Pax7 que son inactivas in vitro) en el plasma de animales tratados con fluoxetina
(9.4%20.7) que en los animales tratados con placebo (4.4%+0.7, p=0.01), y cuando GR127935 se agrego in vitro
el numero de células de reserva disminuy6 (4.5%+0.5, p=0.9) (figuras 7b, 7c). La expresion MyoD (un marcador
de activacion) difirié en cualquier momento investigado en las 3 condiciones probadas (figura 7d), sin embargo,
miogenina (MyoG), un marcador de diferenciacion mostré un aumento de 3 veces en la expresion cuando se
sembrd en placas con plasma procedente de ratones tratados con fluoxetina. (p=0.0017) (figura 7e). Esta diferencia
se perdié cuando las SC se sembraron en placas con GR127935 (p=0.4) (Figura 7E). La salida mas rapida de la
inactividad y las mayores tasas de division también se perdieron al agregar GR127935 in vitro (figuras 7f, 7g). Los
efectos del plasma de los animales tratados con fluoxetina fueron persistentes al agregar MDL100907 (figuras 7b
a 7g). De manera importante, in vitro, la adicion directa de un agonista de 5-HT1B en los medios de cultivo
desencadend el mismo efecto que la adicién de plasma de ratones tratados con fluoxetina (figuras 7h y 7i); se
observa una diferenciacién mas rapida en los puntos temporales tempranos después de sembrar en placas y una
velocidad mayor de la autorrenovacion en los puntos temporales tardios después de sembrar en placas.

Se obtuvieron los mismos resultados cuando se sembraron mioblastos humanos primarios en plasma de ratones
tratados con fluoxetina, con una diferenciacion mas rapida 4 dias después del sembrado en placas (p=0.05)
(figura 7j) y una mayor autorrenovacion de las células 14 dias después del sembrado en placas (p=0.02) (figura
7k). Esos efectos se perdieron al antagonizar 5-HT1 BR pero no 5-HT2 BR (figuras 7j, 7k).

2.1.4. La fluoxetina mejora el fenotipo Mdx

La fluoxetina se suministré P.O. durante 6 semanas a ratones Mdx (Bulfield G et al., 1983), un modelo de ratén con
distrofia muscular de Duchenne. Los ratones Mdx tratados con fluoxetina exhibieron menos focos de fibra necrética
(28931803 mm? en promedio) en comparacion con el control Mdx no tratado (5041+1629 mm? en promedio,
p=0.04) (figura 8a). El tamafio de la fibra también fue en general mayor en animales tratados con Mdx (4.241+0.9
pixeles en tratados vs. 3.192+0.3 in placebo p=0.051) (figura 8b). En consecuencia, el numero de focos de
regeneracion disminuyo en los ratones Mdx tratados con fluoxetina (figuras 8c a 8d). El nimero de vasos aumentd
en los ratones tratados (14594327 vasos por mm?) en comparacion con el placebo (942.4+113 vasos por seccion
p=0.008) fFigura 8e). Curiosamente, el nimero de células satélite de ciclo también disminuyo, lo que correlaciona
con la disminucién del nimero de focos regenerativos previamente observados (figura 8f). Los ratones tratados
también mostraron un nivel mas bajo de citocinas (34.52+21pg/ml de IL6, tabla 4) en comparaciéon con placebo
(580+158pg/ml de IL6, p=0.004) (figura 8g, tabla 4). La misma disminucion se observd para oftras citocinas
proinflamatorias (datos no representados). Es de destacar que el nivel de IL10 (una citocina antiinflamatoria) no
cambid en los animales tratados (99.6+56pg/ml de IL10) en comparacién con placebo (64.1+50, p=0.4) (figura 8h,
tabla 4). Esta observacion esta en linea con la disminucién de la infiltracion de células inflamatorias observada en
el musculo (9.6+3.7 células Gr1+ observadas por seccion en el placebo vs. 4+2.4 Gr1+ células en los ratones
tratados p=0.04) (figura 8i). Particularmente, cuando los ratones Mdx fueron tratados con fluoxetina y un inhibidor
de 5-HT1B, los efectos beneficiosos se perdieron (figuras 9a a 9h).

A nivel funcional, la fuerza muscular total de los ratones mdx tratados con fluoxetina se incrementé en un 56%
(figura 9l) y las fibras aisladas de la fuerza del extensor largo de los dedos también se incrementaron en un 45%
(figuras 9J a 9K). Esto se confirmé en el musculo séleo (datos no representados).

Tabla 4: La fluoxetina disminuye los niveles de citocinas en un modelo de raton distrofina Mdx. La tabla representa
los niveles plasmaticos de citocinas en picogramos por ul de plasma medidos por el ensayo Luminex® en los
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ratones Mdx tratados con placebo y fluoxetina. El valor p se calcula usando la prueba de Mann-Whitney. n=7
animales usados por condicién. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns: estadisticamente no importante

Citoci Cantidad en Mdx placebo | Cantidad en MdxI fluoxetina Estadisticamente
itocina . Valor P
(pg/um)) tratada (pg/pm) importante
IL-1a 119.8+54 28.8+10.6 ek 0.0006
IL-1b 11744252 436+86 ek 0.0006
IL-2 50.11+27 22.02+15.13 * 0.04
IL-3 63.8+14 21.4+23.7 * 0.01
IL-4 56.46+94 29.5+27.3 ns 0.9
IL-5 101.6+101.8 10.59+5.5 ek 0.0006
IL-6 3244343 12.9+10.24 ** 0.0012
IL-10 407.9+167 176.5+96 ns 0.06
IL-12(p40) 20151874 922+414 ** 0.007
IL-12(p70) 2557+839 182+90 ** 0.002
IL-13 1942+459 1065+380 ** 0.007
IL-17 91.6+39 21.2+21 ** 0.001
Eotaxina 2398+521 850.4+565 ** 0.002
G-CSF 1369+880 65.20+43.6 ek 0.0006
GM-CSF 12724284 447+199 ** 0.002
IFN-g 428.3+193 24.7+16 ek 0.0006
KC 26061898 30.68+£10.2 ek 0.0006
MCP-1 27041522 339172 ek 0.0006
MIP-1a 415175 75.5%12.6 e 0.0006
MIP-1b 1978+1219 91.48+84 ek 0.0006
RANTES 223.3+151 19.15+6.3 ek 0.0006
TNF-a 992741702 23551782 ek 0.0006
FGF-basico 139+37 118.2+85 ns 0.25
MIG 4320+3003 1649+624 * 0.01
PDGF 20051721 298441573 ns 0.25
VEGF 88.2+18.9 32.1£22.3 ** 0.0041

2.2. \Vortioxetina
2.2.1. La vortioxetina aumenta el nimero de vasos en el tibial anterior

Para investigar el efecto de vortioxetina en el nimero de vasos, se realiz6 la administracion intra peritoneal (1.P)
de 20mg/kg de vortioxetina por 12 dias, 3 o 6 semanas a ratones C57BI/6 (Figura 10A). El nimero de células
CD31+ se conté mediante inmunotincion. El nimero de vasos en el placebo es (863.5£115.6 vasos por mm?) y
aumento después de 12 dias de tratamiento |.P (22744926 vasos por mm?, p=0.03), e incluso mas después de 3
semanas (2847+705 vasos por mm?, p=0.02) (figura 10b). Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los 12 dias y las 3 semanas de tratamiento (p = 0.49). Los neovasos muestran una apariencia
histoldégica normal asociada con una lamina basal y un tubo permeable que algunas veces contiene glébulos rojos.
La administracion diaria de vortioxetina IP podria causar inflamacién peritoneal no deseada que podria interferir
con la angiogénesis, ya que la inflamacién y la neovascularizacién se entrelazan en algunos modelos. Por lo tanto,
la vortioxetina se administré via oral (P.O) durante 12 dias: se observd un aumento similar en el nimero de vasos
(24511595 vasos por mm? p=0.028, figura 10c). Para confirmar adicionalmente estos resultados, la vortioxetina se
administrara a ratones FIk16FP* P.O y |.P durante 12 dias y se utilizara un ensayo de angiogénesis ex vivo Matrigel
y se usara el plasma de ratones tratados con vortioxetina en HUVEC (células endoteliales).

2.2.2. La vortioxetina aumenta el niUmero de células satélite

Para contar el numero de células satélite, el tibialis anterior (TA) de ratones Tg:Pax7nGFP se digirié y analizé por
FACS en ratones tratados con placebo y vortioxetina (12 dias, 20mg/Kg). Las células fueron contadas por
citometria (figura 10d) por TA'y se observé un claro aumento en el nimero de SC en el tratamiento (8660 células
satélite + 699) vs. ratones no tratados (4444 células satélite +802 p=0.008) (figura 10a). Estos datos se confirmaron
por recuento histolégico en las secciones, en el que se encontré un aumento de dos veces en las secciones TA.
Después de 3 semanas de tratamiento con vortioxetina, el nimero de células satélite fue incluso mayor (9351
células satélite + 706, p=0.0079) pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los 12
dias y las 3 semanas de tratamiento (p=0.15). La vortioxetina también se administré P.O. a 20 mg/kg: se observo
un aumento similar en el numero de SC, lo que confirma los resultados de la IP (figuras 10d, 10e).
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2.2.3. La vortioxetina aumenta el nimero de vasos y células satélite por medio de la estimulacion del receptor de
5-HT1 B

Para investigar el papel del inhibidoor de clorhidrato de GR127935 del 5-HT1 BR, un antagonista especifico del 5-
HT1 BR se suministré en la bomba osmética junto con el tratamiento con vortioxetina I.P durante 12 dias. El nimero
de vasos fue menor en vortioxetina y los ratones Flk1¢F7* tratados con inhibidor (928+207 vasos por mm?) en
comparacion con vortioxetina y ratones Flk16F7* tratados con PBS (2274+926 vasos por mm?, p=0.028 (figura
11a). El ndmero de SC también fue menor en vortioxetina y los ratones Tg:Pax7nGFP tratados con el inhibidor
(55404411 SC por TA) en comparacion con vortioxetina sola (figura 11b). No se observo inhibicion de los efectos
de vortioxetina cuando se antagoniza con MDL100907, un inhibidor del receptor de 5-HT2 B (figuras 11a, 11b), ni
para los vasos ni el nimero de SC.

Después de la lesion, la inhibicion de 5-HT1 BR por GR127935 reprimio los efectos beneficiosos del tratamiento
de 12 dias con vortioxetina: de hecho, se podria observar un menor nimero de SC y células de diferenciacion, un
menor tamario de fibra y mayores depdsitos de calcio 14 dias después lesién, un mayor porcentaje de fibrosis, asi
como una mayor infiltracion de células Gr1 y F4/80 inmunitarias.

Esos resultados se confirmaron in vitro como se muestra en las figuras 11c a 11e. Las células satélite se aislaron
de los ratones Tg:Pax7nGFPy las células se sembraron en placas a 2.000 células por cm?. Después de la noche,
se agrego vortioxetina a 10uM. El numero de células positivas Pax7 disminuyd mas rapido 4 dias después de
sembrar en placas (23%%2 en los tratados con vortioxetina vs. 38.25%16 en PBS p=0.02) (figura 11c) y estuvo
cerca del control (PBS) cuando se incub6 con el inhibidor GR127935 (25.5%4.2 p=0.32) (figura 11c). Tras 14 dias
de sembrar en placas, se detectdé un niumero mayor de células de reserva (Pax7 células positivas que son inactivas
in vitro) en las células tratadas con vortioxetina (9%+0.7) que en el PBS (3.5%0.9, p=0.01), y cuando el inhibidor
GR127935 se agreg6 in vitro el numero de células de reserva disminuy6 (3.5%0.9, p=0.9) (figura 11c). La
expresion de MyoD (un marcador de activacion) no difirid en ningin momento investigado en las 3 condiciones
analizadas (figura 11d). Sin embargo, miogenina (MyoG), un marcador de diferenciacion mostré un aumento de 2
veces en expresion, 4 dias después de sembrar en placas con vortioxetina (p=0.0017) (figura 11e). Esta diferencia
en expresion se perdid cuando se sembraron en placas las SC con el inhibidor GR127935 5-HT1 BR (p=0.4)
(figuras 11c a 11e). Los efectos positivos de vortioxetina se perdieron cuando se agregé GR127935 in vitro junto
con vortioxetina (figuras 11c a 11e). No obstante, estos efectos fueron persistentes cuando se agregé el antagonista
5-HT2 BR (figuras 11c a 11e). Esto significa que los efectos positivos observados cuando se siembra en placas la
vortioxetina in vitro con las células satélite son mediados por el receptor de 5HT1B y no 5HT2B.

Estos experimentos in vitro demuestran claramente que, de manera similar a las observaciones realizadas in vivo,
la vortioxetina directamente actia en las células satélite y estimulan su diferenciaciéon a una velocidad de
regeneracion mas rapida que la fluoxetina. De manera mas importante, se observé un aumento en el nimero de
células satélite de autorrenovacién después de 14 dias in vitro, lo cual resalta la capacidad de la vortioxetina de
aumentar el conjunto de células madre musculares.

2.3. Derivados de vortioxetina
2.3.1. La histidina-vortioxetina y pirrolidinio-vortioxetina aumentan el niumero de vasos y células satélite

Para evaluar si 2 derivados de vortioxetina, a saber, histidina-vortioxetina y pirrolidinio-vortioxetina, podrian tener
un efecto similar o mejorado en comparacioén con la vortioxetina no modificada, se utilizé el enfoque in vitro como
se describe en la seccion 2.2.3 anterior y se investigo la cascada de diferenciacion de las células satélite mediante
la evaluacion del patréon de expresion de Pax7 (un marcador de la estaminalidad y la quiescencia) y miogenina
(MyoG, un marcador de diferenciacion) como se describié anteriormente en la seccion 2.2.3. Para hacerlo, las
células satélite de Tg:Pax7-nGFP se aislaron mediante FACS y se sembraron en placas a 2.000 células por cm?
(sembradas en la noche). Al dia siguiente, la vortioxetina, sus derivados o el PBS de control se afiadieron a 10 yM
y las células se fijaron en los puntos temporales indicados.

La velocidad de diferenciacion de las células fue mas rapida con vortioxetina, pirrolidinio-vortioxetina e histidina-
vortioxetina que con PBS (control). Después de 4 dias en PBS, 38.2+6.7% de las células todavia estaban en Pax7
+, frente a 23.7+2.78% cuando las células fueron sembradas en placas con vortioxetina (p<0.001), 25.25+4% con
pirrolidinio-vortioxetina (p<0.001) y 22.5+3.3% con histidina-vortioxetina (p<0.0001) (figura 12a). Los datos de
tincion de Myogenin confirmaron esta observacion con 13.25+2% de las células MyoG + en el control PBS contra
34.5+2.5% con vortioxetina (p<0.0001), 19.75+0.47% con pirrolidinio-vortioxetina (p<0.05) y 30£1.7 % con histidina-
vortioxetina (p<0.0001) (figura 12b).

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que, in vitro, la pirrolidinio-vortioxetina y la histidina-vortioxetina
desencadenan una diferenciacién rapida de las células satélite similares a la vortioxetina.

Es importante destacar que, al evaluar la autorrenovacion de las células satélite, se observé que tanto pirrolidinio-
vortioxetina como histidina-vortioxetina mostraron mas células Pax7 + 14 dias después de la siembra en placas
(con medio cambiado cada 4 dias). De hecho, al final del proceso de diferenciacion in vitro, 2+0.4% de las células
fueron Pax7+ con PBS en comparacion con 10.5+0.65% con vortioxetina, 12.5+1.9% con pirrolidinio-vortioxetina
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(p=0.01), y 12.25+1.3% con histidina-vortioxetina (p<0.05). Esto indica que el nimero de células de
autorrenovacion in vitro es mayor con pirrolidinio-vortioxetina e histidina-vortioxetina cuando se compara con la
vortioxetina sola (figuras 12A, 12B; 20% de aumento). Se inyecto6 IP 20mg/Kg de histidina-vortioxetina o pirrolidinio-
vortioxetina durante 12 dias en ratones TgPax7nGFP: se observd un duplicado en el nimero de SC en el TA. Estos
resultados indican que aquellos 2 derivados presentan el mismo efecto en comparacion con la vortioxetina (figuras
12c, 12d).

3. Discusién

Los farmacos antidepresivos de la clase del inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (SSRI) (por ejemplo,
fluoxetina) se usan comunmente para tratar un amplio espectro de trastornos del estado de animo (Marsella et al.,
1975). Curiosamente, nunca se ha evaluado el uso de fluoxetina para mejorar la regeneracion de otros 6érganos
ademas del cerebro.

Los presentes resultados muestran que la administracion no sélo de fluoxetina, sino también de vortioxetina (un
conocido antidepresivo atipico), aumentd el numero de vasos y, lo que es mas importante, de células satélite en el
musculo esquelético. Estos resultados se confirmaron utilizando diferentes enfoques (genéticos e inmunotincion),
vias de administracion (intraperitoneal y por via oral) y diferentes concentraciones. Estos datos se confirmaron
adicionalmente ex vivo con mas vasos que invaden los tapones de Matrigel en ratones tratados con fluoxetina. In
vitro, las células endoteliales humanas HUVEC mostraron mas divisiones cuando se colocaron en placas en
plasma de ratones tratados con fluoxetina cuando se comparan con plasma de ratones tratados con placebo. Las
células satélite humanas primarias también mostraron diferenciacion en puntos temporales tempranos y mayor
potencial de autorrenovacion en puntos temporales tardios posteriores a la siembra en placas.

Fundamentalmente, los animales tratados con fluoxetina o vortioxetina mostraron una regeneracion mas rapida
cuando se lesionaron, y esto fue sostenible a través de mdltiples rondas de lesiones. La regeneracion mas rapida
se evaluo tanto a nivel genético (expresion de miogenina) como a nivel histolégico. Ademas, la regeneracion fue
mas rapida con vortioxetina en comparacion con fluoxetina (2 semanas en lugar de 6 semanas). Al buscar el
mecanismo de accién que podria estar involucrado en esta regeneracion mejorada, la velocidad de activacion no
pareci6 estar involucrada, ya que MyoD se detect6 en los mismos tiempos tanto in vivo como in vitro en los ratones
tratados y control. En cambio, el nimero inicial de células satélite casi se duplico in vivo. Las células in vitro,
mostraron mas divisiones celulares y una diferenciacion mas rapida cuando se sembraron en placas en plasma de
ratones tratados con fluoxetina.

Al evaluar la autorrenovacion de las células satélite, se observé ademas que tanto la pirrolidinio-vortioxetina como
la histidina-vortioxetina mostraron un mejor efecto in vitro que la vortioxetina sola 14 dias después de la siembra
en placas. En los puntos temporales tempranos después de la siembra en placas (4 dias), se observé que tanto la
pirrolidinio-vortioxetina como la histidina-vortioxetina mostraron una diferenciacion mas rapida.

También se muestra que la administracion de fluoxetina o vortioxetina estaba desencadenando una salida de la
quiescencia de las células satélite. De hecho, se detectaron mas células después de 6 semanas de tratamiento y
dado que éstas eran BrdU +, significaba que esas células adicionales provienen de la division de las células
existentes (autorrenovacion). Esto podria encontrarse en la raiz de la regeneracién mas rapida del musculo
después de una lesidn. De hecho, es posible que la mayor cantidad de células satélite explique la diferenciacion
mas rapida, sin embargo, su activacion mas rapida y la tasa de division en caso de lesion in vitro es mas probable
que explique la diferenciacion mas rapida. Esto podria significar que las células satélite, aunque en reposo, salen
de su estado latente y se activan mas rapidamente en caso de lesiéon o cuando necesiten activacion.

Los datos in vivo e in vitro mostrados en la presente memoria por lo tanto estan mostrando un modo de accioén de
2 etapas que podria presentar diferentes mecanismos dependiendo del estado celular, fisiolégico o patolégico.
Cuando estan inactivas, las células satélite pueden ser activadas por fluoxetina o vortioxetina o cualquier
estimulacion 5-HT 1B que active su autorrenovacion de una manera controlada y limitada. Después de la activacion
celular, en un punto de la cascada de diferenciacion, la activaciéon de 5-HT1BR podria desencadenar una
diferenciacion mas rapida (ya sea porque la densidad celular es mayor o porque, como se demostro, la activacion
directa del receptor de 5-HT1B desencadena la diferenciacion (hipoétesis no exclusiva)). Por lo tanto, la estimulacion
con 5-HT1BR desencadena la salida de latencia de las células satélite y aumenta la division de la velocidad celular,
la autorrenovacion en condiciones fisiolégicas normales, pero también la diferenciacion cuando sea necesario.

La administracion de fluoxetina también aumenté los niveles de receptores de serotonina 5-HT1 BR 90 veces en
las células endoteliales y SC, y la administracion farmacéutica de inhibidor de 5-HT1 BR cancel6 los efectos de la
fluoxetina, tanto en el aumento de vasos como en el nimero de células satélite. La fluoxetina in vitro aumento la
velocidad de diferenciacion y el nimero de células de reserva, mientras que la adicion del inhibidor cancel6 esos
efectos. Este es un punto clave, ya que muestra que la fluoxetina, o los metabolitos encontrados en el plasma
generado in vivo por la administracion de fluoxetina puede actuar directamente en SC al dirigir el receptor de 5-
HT1 B.
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La inhibicién de 5-HT2 BR no afectd los resultados, lo que indica que el efecto de la fluoxetina de ratones tratados
con plasma o directamente mediado por vortioxetina actia especificamente sobre el receptor de 5-HT1B.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la distrofia muscular mas comun y una enfermedad muscular
progresiva recesiva ligada al cromosoma X causada por la ausencia de una proteina distrofina funcional (Emery,
2002). Los defectos estructurales observados en la DMD hacen que los miocitos tengan una mayor susceptibilidad
al estrés mecanico y, junto con la isquemia importante, genera dafos en los miocitos que inducen rondas sucesivas
de degeneracion y regeneracion de miofibras, pérdida de homeostasis del calcio, respuesta inflamatoria cronica,
fibrosis y mionecrosis. En individuos con DMD, estos procesos inevitablemente causan la pérdida de la ambulacion
poco después de la primera década y una vida breve con muerte en la tercera o cuarta década debido a anomalias
cardio-respiratorias. No se conoce una cura para la DMD, y aunque el gen culpable ha sido identificado durante
mas de veinte afios, la investigacion sobre tratamientos ha producido pocos resultados clinicamente relevantes.
Debido a estas caracteristicas, pueden ser de interés principal tanto los vasos (isquemia) como las células satélite
(regeneracion muscular).
Después del suministro de fluoxetina a ratones distroficos (Mdx), todavia se observaron grandes variaciones en el
tamafio de la fibra muscular y las fibras centronucleadas, pero el niumero de focos necréticos disminuyo
drasticamente y el diametro total de las fibras fue mayor. Mediante el ensayo Luminex®, también se demostré que
los niveles globales de citocinas, una conocida lectura de la inflamacion en ratén Mdx, disminuyeron. Esto se asocio
con una disminucion del nimero de células inflamatorias infiltradas.
Tomados en conjunto, esos resultados indican que la administracion de fluoxetina, vortioxetina o sus derivados a
pacientes distroficos presenta el potencial de disminuir la progresion de la distrofia, al aumentar la regeneracion
muscular, mas particularmente el numero de células madre musculares (ademas de los vasos). Los datos actuales
muestran que este efecto esta directamente mediado a través del receptor de 5-HT1 B que se expresa tanto en
células endoteliales como en células madre musculares.
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REIVINDICACIONES
1. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizacién como:
i) un promotor de la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o
ii) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite,

en un sujeto afectado por una pérdida y/o un dafio y/o un deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s)
muscular(es) esquelético(s),

en la que dicho derivado de la vortioxetina es vortioxetina que esta modificada para comprender por lo menos

una porcién quimica cargada.
2. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizacién segun la reivindicaciéon 1, en la que dicha sujeto esta
afectado por degeneracion muscular congénita o adquirida, debilidad, disfuncion y/o pérdida que afecta al(a los)
musculo(s) esquelético(s), tales como distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia muscular de Becker,
distrofia muscular congénita, distrofia muscular de cinturas (LGMD), distrofia muscular facioescapulohumeral,
distrofia muscular mioténica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular distal, y distrofia muscular de
Emery-Dreifuss, miopatias inflamatorias, miopatia inducida por farmaco, miopatia inducida por traumatismo, o
miopatia inducida por cirugia, enfermedad de Buerger, sarcopenia inducida por cancer o miopatia inducida por
dieta.

3. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que dichos pérdida y/o
dafo y/o deterioro naturales del(de los) tejido(s) muscular(es) esquelético(s) es la sarcopenia.

4. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
dicho derivado de la vortioxetina es vortioxetina que esta modificada para comprender por lo menos una porcion
quimica cargada positivamente.

5. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizaciéon segun la reivindicacion 4, en la que dicha porcién quimica
cargada positivamente es un grupo amonio cuaternario o un grupo sulfonio terciario.

6. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizacion segun la reivindicacion 5, en la que
» dicho grupo amonio cuaternario presenta la férmula (1)
-(NR1R2R3)*Z" (1)
en la que
Z es un anion organico o inorganico; y

R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo, arilo y cicloalquilo;

» dicho grupo sulfonio terciario presenta la férmula (Il)
-(SR4Rs)*Z= (II)
en la que
Z es un anion organico o inorganico; y

R4y Rs son cada uno seleccionados independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo, arilo y
cicloalquilo.

7. Vortioxetina o derivado de la misma, para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la
que dicho derivado de vortioxetina es una vortioxetina cargada positivamente seleccionada de entre el grupo que
consiste en sales de vortioxetina, vortioxetina acoplada a un aminoacido cargado positivamente tal como histidina,
arginina o lisina, pirrolidinio-vortioxetina, piperazinio-vortioxetina, dimetilamonio-vortioxetina, sulfonio-vortioxetina,
N-oxido-vortioxetina, sulfoxido-vortioxetina y fosfonio-vortioxetina, siendo dicha vortioxetina preferentemente
histidina-vortioxetina o pirrolidinio-vortioxetina.

8. Vortioxetina o derivado de la misma como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la
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utilizacion para retrasar la progresion de la pérdida y/o dafio y/o deterioro naturales o patoldgicos del(de los)
tejido(s) muscular(es) esquelético(s).

9. Composicién farmacéutica para la utilizacién como:
i) un promotor de la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o
i) un agente que previene y/o inhibe el agotamiento del conjunto de células satélite,

en un sujeto afectado por una pérdida y/o un dafio y/o un deterioro naturales o patoldgicos del(de los) tejido(s)
muscular(es) esquelético(s),

en la que dicha composicion comprende vortioxetina o un derivado de la misma como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10. Composicién para la utilizacion segun la reivindicacion 9, que comprende ademas por lo menos un agente
activo que retrasa, previene o trata una pérdida y/o un dafio y/o un deterioro naturales o patoldgicos del(de los)
tejido(s) muscular(es) esquelético(s) y/o aumenta o potencia la accidon de dichos vortioxetina o derivado de la
misma.

11. Composicién para la utilizacién segun la reivindicacion 10, en la que dicho agente se selecciona de entre el
grupo que consiste en células satélite, células madre hematopoyéticas, pericitos, mesangioblastos, células madre
mesenquimatosas, agentes antiinflamatorios, agentes miotréficos, agentes inmunoterapéuticos, anticuerpos,
elementos genéticos, pindolol, (S)-(-)-pindolol, y sus combinaciones.

12. Vortioxetina o derivado de la misma como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y un agente
activo que retrasa, previene o trata una pérdida y/o un dafio y/o un deterioro naturales o patoldgicos del(de los)
tejido(s) muscular(es) esquelético(s) y/o aumentar o potenciar la accién de dichos vortioxetina o derivado de la
misma, como una preparacion combinada para la administracion simultanea, separada o secuencial en un sujeto
afectado por una pérdida y/o un dafio y/o un deterioro naturales o patolégicos del(de los) tejido(s) muscular(es)
esquelético(s).

13. Utilizacién in vitro de vortioxetina o de un derivado de la misma como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, para promover la autorrenovacion y/o la diferenciacion de células satélite.

14. Método in vitro para promover la autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite que comprende la etapa
de administrar una cantidad eficaz de vortioxetina o de un derivado de la misma como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, a una muestra biolégica aislada que comprende células satélite.

15. Método de cribado in vitro para identificar un agente o una combinacién de agentes que promueven la
autorrenovacion y/o diferenciacion de células satélite; y/o prevenir y/o inhibir el agotamiento del conjunto de células
satélite, que comprende las etapas de:

a) poner en contacto las células satélite aisladas con un agente candidato o una combinacién de agentes
candidatos;

b) evaluar el fenotipo celular de dichas células;

c) comparar el fenotipo celular en la etapa b) con el fenotipo de las células satélite puestas en contacto con
vortioxetina o un derivado de la misma, siendo dicho derivado de vortioxetina como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, o comparar el fenotipo celular en la etapa b) con el fenotipo de las células
satélite en ausencia de dichos agente o combinacion de agentes, y/o con el fenotipo de las células satélite
puestas en contacto con vortioxetina o un derivado de la misma, siendo dicho derivado de vortioxetina como
se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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FIG. 2 (continuacién)

E  Numero de vasos en la TA en Flk-1GFPA
tratados con fluoxetina
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FIG. 2 (continuacion)

F TA Flk-1GFP™* placebo
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FIG. 2 (continuacion)
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FIG. 2 (continuacién)

Numero de vasos en la TA (CD31+) en C57BI/6
tratado con fluoxetina
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Tamaiio de fibras (um?)
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FIG. 3 (continuacion)
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FIG. 6 (continuacién)

E  Numero de células Miogenina+
4 dias después de la lesion,
fluoxetina e inhibicion de SHT2B
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FIG. 7 (continuacion)
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E Tiempo extra de la expresion Miogenina in vitro
en plasma de ratones tratados con fluoxetina

inuacion)

FIG. 7 (cont

D Tiempo extra de la expresion Myod in vitro en
plasma de ratones tratados con fluoxetina
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FIG. 7 (cont
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FIG. 9 (continuacion)

K  Tension en ratones Mdx después del tratamiento con fluoxetina
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FIG. 11 (continuacién)
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FIG. 11 (continuacion)
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FIG. 11 (continuacion)
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FIG. 12
A Numero de células Pax7+ in vitro
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FIG. 12 (continuacion)
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