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DESCRIPCION

Un canal catidnico no selectivo en células neurales y compuestos que bloquean el canal para su uso en el
tratamiento de la inflamacion del cerebro

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a usos terapéuticos de un antagonista de SUR1 que bloquea un canal iénico que
se encuentra en las células neurales que participa en el flujo de cationes implicado en la inflamacién celular. Por lo
tanto, la invenciéon proporciona tales antagonistas de SUR1 y composiciones que los contienen para su uso en
métodos terapéuticos que inhiben la actividad del canal iénico para inhibir o prevenir la inflamacién de las células
neurales en el cerebro. Se ha descubierto que la inflamacién de las células neurales esta mediada por la apertura de
un nuevo canal sensible al ATP catidnico monovalente no selectivo (el canal NCCa-ATP) y que este canal esta
acoplado al receptor de sulfonilurea de tipo 1. Ademas, se ha descubierto que la inflamacion de las células neurales
y la muerte celular, particularmente la inflamacién de los astrocitos, se puede inhibir bloqueando el canal NCCa-ATP
de la presente invencion, particularmente antagonizando los receptores acoplados a este canal, como antagonizar el
SUR1. La invencién también abarca dichos compuestos y composiciones, que modulan la actividad del canal NCCa-
ATP, para su uso en el tratamiento de la inflamacién cerebral. La presente invencion se refiere al tratamiento de la
inflamacion cerebral que es resultado de un traumatismo cerebral o isquemia cerebral, debido a la inflamacién de las
células neurales y la muerte celular.

Antecedentes de la invencion

Después de lesion cerebral e ictus, la respuesta normal del cerebro circundante consiste en montar una respuesta
celular que incluye la formacion de astrocitos reactivos que se cree que son importantes para "contener" y "limpiar"
el lugar de la lesion. La inflamacién de las células neurales es parte de la respuesta citotoxica o de inflamacion
celular que caracteriza a la lesion del cerebro en la isquemia cerebral y la lesion traumatica del cerebro, y es una
causa principal de morbidez y mortalidad. Véanse, Staub et al., 1993; Kimelberg et al., 1995. Se han identificado
numerosos mediadores que inician la inflamacién de las células neurales, incluyendo la elevacion de K* extracelular,
acidosis, liberaciéon de neurotransmisores y acidos grasos libres. Véanse, Kempski et al., 1991; Rutledge y
Kimelberg, 1996; Mongin et al., 1999. El edema citotoxico es un fendmeno bien reconocido clinicamente que
ocasiona inflamacién en el cerebro, que empeora las consecuencias e incrementa la morbidez y la mortalidad en
lesiones del cerebro e ictus.

Se han estudiado los mecanismos subyacentes a la muerta apoptética de los astrocitos reactivos. Véanse, Tanaka
et al.,, 2000; Yu et al, 2001. Los mecanismos responsables de la muerte celular necrética no han sido
caracterizados. La muerte celular apoptética esté precedida de una contracciéon de la célula y una pérdida neta de
K*. Véanse, Yu et al., 1997; Yu et al., 1999. Por el contrario, en la muerte celular necrética, la membrana plasmatica
se rompe, ocasionando la liberacidon del contenido citosdlico y desencadenando de ese modo la inflamacion del
tejido. Véase, Leist y Nicotera, 1997. La muerte celular necrética puede ser mas perjudicial para los tejidos viables
proximos, dada la lesién inflamatoria secundaria que se inicia.

La muerte celular necroética se inicia por medio de la inflamacién osmética que sigue al influjo de Na*, la mayor parte
osmolito extracelular. En la mayoria de los tipos de células, se considera la acumulacién de Na* intracelular como un
proceso pasivo que no requiere activacion de los efectores especificos, sino que se debe, en lugar de eso, a un
bombeo defectuoso de Na* hacia afuera en condiciones de [ATP]i baja. Véanse, Leist y Nicotera, 1997; Trump et al.,
1997. EIl burbujeo celular o la inflamacién, una indicacion de sobrecarga de Na* intracelular, se considera
generalmente como un signo temprano de muerte celular necrética. Véanse, Leist y Nicotera, 1997; Majno y Joris,
1995.

La inhibicion de la sintesis de ATP o el agotamiento de ATP también ocasionan inflamacién de las células neurales,
burbujeo vy, si es suficientemente grave, desorganizacion de la membrana plasmatica y muerte celular. Véase,
Jurkowitz-Alexander et al., 1993. Los mecanismos de la inflamacion de las células neurales asociados con el
agotamiento del ATP aun no se han caracterizado completamente. Véanse, Lomneth y Gruenstein, 1989; Juurlink et
al., 1992; Rose et al., 1998.

Un mecanismo potencial seria cambios en la concentracion de Na* y K* debidos a la inhibicion de la bomba de
Na*/K*-ATPasa. No obstante, un grado equivalente de inflamacién osmoética inducida por la inhibicion mediada por
ouabaina de la bomba de Na*/K*-ATPasa en las células neurales no produce una gran despolarizacion, burbujeo o
muerte celular. Véanse, Jurkowitz-Alexander et al., 1992; Brismar y Collins, 1993. Por lo tanto, el fallo de la bomba
de Na*/K*-ATPasa, no es el mecanismo critico para la inflamacion de las células neurales. Ninguno de estos
estudios ha identificado el mecanismo celular decisivo en la inflamacion celular que esta asociada con la lesién en el
cerebro en la isquemia cerebral y la lesién traumatica del cerebro.

Un subtipo de canal catidnico sensible a ATP es el canal catidénico no selectivo, que es un canal que es sensible a
Ca?* y a ATP. Mas especificamente, los canales cationicos no selectivos son activados por el Ca?* intracelular
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([Ca®*]i) e inhibidos por el ATP intracelular ([ATP]). Aunque los canales cationicos sensibles a Ca?* y ATP han sido
identificados en numerosos tipos de células no neurales, no han sido identificados en astrocitos ni en cualquier otro
tipo de células neurales. Véanse, Sturgess et al., 1987; Gray y Argent, 1990; Rae et al., 1990; Champigny et al.,
1991; Popp y Gogelein, 1992; Ono et al., 1994, cada uno de los cuales se incorpora a la presente como referencia
en su totalidad. Estos canales que no son de astrocitos comprenden un grupo heterogéneo con caracteristicas
definidas de manera incompleta. Muestran conductancias de un unico canal en el intervalo de 25-35 pS, discriminan
escasamente entre Na* y K*, son impermeables a los aniones, la mayor parte impermeables a cationes divalentes, y
son bloqueados por concentraciones similares de nucléotidos de adenina ATP, ADP y AMP en el lado citoplasmico.
La funcién de estos canales catidnicos sensibles a ATP no selectivos en estos tipos de células no neurales sigue
siendo un enigma, en parte debido a que generalmente se requieren concentraciones de Ca?* no fisioldgicas para la
activacion del canal.

Otro subtipo de canal cationico sensible a ATP es el canal de potasio sensible a ATP (canales Katp) de las células 3
pancreaticas. Una clase de secretagogos de insulina, las sulfonilureas antidiabéticas, se utiliza para inhibir estos
canales Katp y estimular la liberacién de insulina en la diabetes mellitus. Véase, Lebovitz, 1985. Las sulfonilureas
antidiabéticas median su efecto sobre los canales Katp a través de un receptor de sulfonilurea de alta afinidad
(SUR). Véanse, Panten et. al., 1989; Aguilar-Bryan et. al., 1995. Se han identificado y clonado varias isoformas de
SUR, denominadas SUR1, SUR2A, SUR2B, y SUR2C. Véanse, Aguilar-Bryan et. al., 1995; Inagaki et. al., 1996;
Isomoto et. al., 1996; Lawson, 2000. Estos receptores pertenecen a la familia de transportadores con una casete de
unién a ATP (ABC), de la cual también es miembro el regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR), otro modulador del canal iénico. Véanse, Higgins, 1992; Aguilar-Bryan et. al., 1995. Notablemente,
el CFTR tiene una mayor importancia terapéutica, puesto que su ausencia genética ocasiona fibrosis quistica, una
enfermedad fatal.

El receptor de sulfonilurea confiere sensibilidad a las sulfonilureas antidiabéticas tales como la glibenclamida y la
tolbutamida. Asimismo, SUR es responsable de la activacion del canal de potasio por medio de un grupo
quimicamente diverso de agentes denominados abridores del canal de K+ (activadores SUR), tales como diazdxido,
pinacidil, y cromacalina. Véanse, Aguilar-Bryan et. al., 1995; Inagaki et. al., 1996; Isomoto et. al., 1996; Nichols et.
al., 1996; Shyng et. al., 1997b. En diversos tejidos, SUR molecularmente distintos se acoplan a radicales de canales
distintos para formar diferentes canales Kartp con caracteristicas fisioldgicas y farmacoldgicas distinguibles. El canal
Katp en las células pancreaticas 3 esta formado por SUR1 conectado con un canal K+, mientras los canales Katp
cardiacos y de la musculatura lisa se forman a partir de SUR2A y SUR2B, respectivamente, conectados a canales
K+. Véase, Fujita ad Kurachi, 2000.

La Patente de los Estados Unidos N.° 5.215.985 describe un método para el tratamiento de una lesién neuronal, tal
como la causada por la falta de oxigeno, mediante la administracion de un bloqueador de los canales de potasio
sensible al ATP, como una sulfonilurea, por ejemplo tolbutamida.

Chen y Simard, J. Neuroscience 21 (17): 6512-6521, septiembre de 2001 informan de que un canal de cation no
selectivo activado por Ca?* interno y bloqueado por ATP interno se expresa en astrocitos reactivos naturales del
cerebro adulto lesionado y que este canal esta involucrado en la inflamacién celular secundaria al agotamiento de
ATP.

Khan et al, Journal of China Pharmaceutical University 2000, 31 (4), 289-293 documentan la comparacién de los
efectos terapéuticos por el abridor de canales K + minoxidil y la gliburida bloqueadora en la isquemia cerebral
producida por la oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQ) y levotiroxina en ratas.

Plangger, Acta Neurochir. (1994) [Supl] 60: 519-520 documenta el efecto de torasemida sobre la presion
intracraneal, la presion arterial sistémica media y la presion de perfusion cerebral en el edema cerebral experimental
de la rata.

El documento EP 0 210 772 describe una serie de compuestos que poseen efectos inhibidores sobre el edema
cerebral.

De este modo, existe la necesidad de una diana fisiolégica decisiva en la inflamacién celular que esta asociada con
la lesién en el cerebro en la isquemia cerebral y la lesidén traumatica en el cerebro y en la consiguiente morbidez y
mortalidad. También existe la necesidad de tratamientos especificos para el edema citotoxico que ocasiona la
inflamacion del cerebro, que empeora las consecuencias e incrementa la morbidez y la mortalidad en la lesion del
cerebro y el ictus. Asimismo existe la necesidad de compuestos terapéuticos capaces de modular la actividad de
esta diana con el fin de prevenir la lesiéon en el cerebro. La presente invencién se refiere a un canal catiénico
monovalente sensible a calcio y ATP no selectivo, denominado canal NCca.atp, que esta presente en células
neurales, y ligado a un SUR. La presente invencién proporciona antagonistas, tales como sulfonilureas y otros
bloqueadores SUR1, para su uso en las terapias para inhibir la actividad de este canal y de ese modo evitar la
inflamacion de las células neurales y la muerte celular y la lesiéon del sistema nervioso concomitante que incluye
inflamacion del cerebro y lesion del cerebro.
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La presente invencion en particular proporciona un antagonista SUR1 que bloquea el canal NCCa-ATP para su uso
en (a) la prevencion o el tratamiento de la inflamacion de las células neurales en el cerebro de un sujeto; (b) el alivio
de los efectos negativos de la lesién cerebral traumatica o la isquemia cerebral derivada de la inflamacién de las
células neurales en un sujeto; (c) tratar la inflamacion de las células neurales en el cerebro de un sujeto que tiene
dafo en el sistema nervioso central o periférico; o (d) tratar la inflamacion de las células neurales en el cerebro de un
sujeto que tiene sangrado en el cerebro.

Sumario de la invencion

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de un canal especifico, el canal NCca-atP, que se expresa en
células neurales reactivas después de un traumatismo cerebral. La presente invencién se refiere a composiciones
purificadas que contienen un nuevo canal de cation no especifico activado por Ca?*, sensible a [i], en adelante el
canal NCca-atp. Las composiciones comprenden preferiblemente células neurales de mamifero o preparaciones de
membrana que expresan el canal NCca-atp, l0 mas preferentemente las células neurales de mamifero son astrocitos
reactivos recién aislados. Un ejemplo preferido de dicha composicion purificada que contiene el canal NCca-atp €s
una preparacion de membrana derivada de astrocitos reactivos naturales. Como se demuestra en el presente
documento, cuando las células neurales que expresan el canal NCca.atp se agotan de ATP intracelular, el canal
NCcaaTp se abre y las células se hinchan y mueren. Sin embargo, si el canal NCcaatp esta bloqueado en dichas
células, las células no se hinchan ni mueren. La invencion también se basa, en parte, en el descubrimiento de que el
canal NCca.atp esta regulado por un receptor de sulfonilurea tipo 1, y que los antagonistas de este receptor son
capaces de bloquear el canal NCca-atp € inhibir la inflamacién de las células neurales.

El canal NCca.atp descrito en el presente documento se distingue por ciertas caracteristicas funcionales, cuya
combinacién lo distingue de los canales ionicos conocidos. Las caracteristicas que distinguen el canal NCca.atp
incluyen, pero no estan necesariamente limitadas a, las siguientes: 1) es un canal catiénico no selectivo que permite
facilmente el paso de Na, Ky otros cationes monovalentes; 2) es activado por un incremento en el calcio intracelular,
y/o por una disminucién en el ATP intracelular; 3) esta regulado por el receptor de sulfonilurea de tipo 1 (SUR1), que
hasta ahora se habia considerado que estaba asociado exclusivamente con canales Katp tales como los
encontrados en las células pancreaticas .

Mas especificamente, el canal NCca.atp descrito en el presente documento tiene una conductancia del canal
individual para el ién potasio (K+) entre 20 y 50 pS. El canal NCcaatp también es estimulado por Ca?* en el lado
citoplasmico de la membrana celular en un intervalo de concentracién fisiolégica, donde dicho intervalo de
concentracion es de 10® a 10-% M. El canal NCca-atp también es inhibido por el ATP citoplasmico en un intervalo de
concentracion no fisiologico, donde dicho intervalo de concentracion es de 10" a 10 M. El canal NCca.atp también es
permeable a los siguientes cationes; K*, Cs*, Li*, Na*; hasta el punto de que la razén de permeabilidad entre dos
cualesquiera de dichos cationes es mayor de 0,5 y menor de 2.

La invencién también se refiere a ensayos disefiados para seleccionar compuestos o composiciones que modulan el
canal NCca.atp, €n particular, compuestos o composiciones que actuan como antagonistas del canal, y de este
modo, modulan la inflamacién de las células neurales y la inflamacidon cerebral concomitante. Para este fin, se
pueden usar ensayo basados en células o ensayos no basados en células para detectar compuestos que
interaccionan con, por ejemplo, se unen al exterior (es decir, el dominio extracelular) del canal NCca-atp y/0 su SUR1
asociado. Los ensayos basados en células tienen la ventaja de que pueden usarse para identificar compuestos que
afectan a la actividad bioldgica del canal NCca-atp (s decir, la despolarizacion).

En el presente documento se describe un método para detectar e identificar antagonistas del canal NCca.atp, al
poner en contacto las células neurales con un compuesto de prueba y determinar si el compuesto de prueba inhibe
la actividad del canal NCca.atp. Se describen métodos para identificar compuestos que son antagonistas del canal
NCca-atp. Los compuestos terapéuticos, incluidos los antagonistas de NCca-atp, pueden identificarse por la capacidad
del compuesto para bloquear el canal abierto o para evitar la apertura del canal, cuantificando la funcién del canal
utilizando técnicas electrofisiolégicas para medir la corriente de membrana a través del canal. Los antagonistas de
NCeca-atp incluyen compuestos que son inhibidores de los canales de NCca-atp, bloqueadores de canales de NCca-atp,
antagonistas de SUR1, inhibidores de SUR1 y/o compuestos que reducen la magnitud de la corriente de membrana
a través del canal. La funcién del canal se puede medir en una preparacion de células neurales de un humano o
animal, y el compuesto de prueba se puede poner en contacto con la preparacion celular lavandolo sobre la
preparacion celular en solucion. También se describe en el presente documento un método de deteccion de
compuestos de sulfonilurea que pueden actuar como antagonistas del canal NCca.atp.

En el presente documento se describen ensayos de deteccidon de farmacos para identificar compuestos para el
tratamiento de la inflamacion cerebral, tal como la inflamacién que ocurre después de una lesién cerebral o isquemia
cerebral mediante el uso del canal NCcaatP como diana. También se describen en el presente documento
compuestos que modulan la inflamacion de las células neurales a través del canal NCca-atp. La presente invencién
proporciona compuestos para su uso en el tratamiento de la inflamacion cerebral dirigiéndose al canal NCca-atp.

También se describen en el presente documento agonistas y antagonistas del canal NCca.atP, que incluyen
moléculas pequeinas, moléculas grandes y anticuerpos, asi como secuencias de nucleétidos que pueden usarse
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para inhibir la expresion génica del canal NCca-atp (por ejemplo, moléculas antisentido y ribozima). Un antagonista
del canal NCca-atp incluye compuestos capaces de (1) bloquear el canal, (2) evitar la apertura del canal y/o (3)
reducir la magnitud de la corriente de membrana a través del canal.

La invencién abarca el uso de tales compuestos y composiciones, que modulan la actividad del canal NCca-atp para
tratar la inflamacién del cerebro. Los antagonistas para el canal de NCca-atp pueden ser para su uso en un método
de prevencion de la inflamacion del cerebro y la lesion del cerebro resultante. En una realizacién, el antagonista
terapéutico se puede administrar a o dentro del cerebro. Semejante administracion al cerebro incluye la inyeccion
directamente al cerebro, concretamente en el caso en el que el cerebro se ha dejado accesible a la inyeccion debido
a un trauma en el craneo. En una realizaciéon el compuesto de sulfonilurea es glibenclamida. En otra realizacion, el
compuesto de sulfonilurea es tolbutamida.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 (que comprende las Figuras 1A, 1B, 1C, 1D, 1E y 1F); la Figura 1A muestra el registro de la fijacion de
corriente de células completas antes y después de la exposicidon a ouabaina y antes y después de la exposicion
a NaNs. La Figura 1B muestra los registros de fijacion de voltaje de células completas durante los pulsos en
rampa (a) antes y (b) después de la exposicion a NaNs; (c) es la diferencia de corriente. La Figura 1C muestra los
registros de fijacion de voltaje de células completas durante los pulsos de la etapa (a) antes y (b) después de la
exposicion a NaNs; (c) es la diferencia de corriente. La Figura 1D muestra el registro del parche anclado a la
célula de aperturas del canal iénico individual inducidas por NaNs a potenciales de membrana de (3) -80 mV y (4)
80 mV, en comparacién con parches de control a potenciales de membrana de (1) 80 mV y (2) -80 mV. La Figura
1E muestra las corrientes del parche anclado a la célula de la Figura 1D, mostradas a una resolucién de tiempo
mayor. La Figura 1F muestra la relacion de corriente-voltaje de un solo canal del parche anclado a la célula.
Figura 2 (que comprende las Figuras 2A y 2B): la Figura 2A muestra las corrientes de un solo canal registradas
en un parche interior-fuera a diferentes potenciales de membrana; la linea discontinua indica el cierre del canal.
La Figura 2B es un grafico de la amplitud del canal individual en el parche interior-fuera vs. potenciales de
membrana.

Figura 3 (que comprende las Figuras 3A, 3B, 3C y 3D); la Figura 3A muestra corrientes de un solo canal
registradas en un parche interior-fuera con diferentes iones alcalinos que sustituyen a K* en la pipeta; la linea
discontinua indica el cierre del canal. La Figura 3B es un grafico de la amplitud del canal vs. el potencial de
membrana con diferentes iones alcalinos que sustituyen a K* en la pipeta. La Figura 3C es un grafico de la
amplitud del canal medida en parches interior-fuera vs. el voltaje con Ca?* y Mg?* que sustituyen a K* en la
pipeta. Para estimar el tamafo del poro del canal, la Figura 3D es un grafico que ilustra la relacién entre la
permeabilidad (con respecto a Cs*) y el radio molecular de una serie de cationes organicos monovalentes, que
incluian: (a) metanolamina, (b) guanidio, (c) etanolamina, (d) dietilamina, (e) piperazina, (f) Tris, y (g) N-
metilglucamina, datos que indican un tamario de poro equivalente de 0,67 nm.

Figura 4 (que comprende las Figuras 4A y 4B); la Figura 4A muestra registros de un solo canal en un parche
interior-fuera en ausencia de ATP citoplasmico. La Figura 4B es un grafico de la probabilidad de un canal abierto
normalizada (n+Po) vs. la concentracion de ATP citoplasmico.

Figura 5 (que comprende las Figuras 5A y 5B); la Figura 5A muestra registros de corriente de un parche interior-
fuera expuesto a diferentes concentraciones de [Ca®*]i. Figura 5B valores de n-Po medido a los potenciales de
membrana y [Ca?*]i indicados.

La Figura 6 es un grafico de las amplitudes de los canales individuales medias obtenidas en una configuracion de
parche interior-fuera a diferentes potenciales y con diferente [Mg?*];; la linea discontinua indica la conductancia
35 pS.

La Figura 7 (que comprende las Figuras 7A y 7B) muestra la presencia de ARNm de SUR1 y las ausencias de
Kir6.1 y Kir 6.2 en astrocitos reactivos. Las calles 3 y 5 de la Figura 7A muestran la presencia de SUR1 en
células RIN-m5f de insulinoma y NRA, respectivamente. Las calles 4 y 6 de la Figura 7A demuestran que SUR2
esta ausente en ambos tipos de células. Las calles 3 y 4 de la Figura 7B demuestran que Kir6.1 esta presente en
células RIN-m5f de insulinoma y Kir6.2 esta ausente de las células de insulinoma, respectivamente. Las calles 5
y 6 de la Figura 7B demuestran que ni Kir6.1 ni Kir6.2 estan presentes en NRA, respectivamente.

La Figura 8 muestra registros de corriente en un parche interior-fuera para ilustrar los efectos de la digestién con
tripsina sobre la sensibilidad del canal a la glibenclamida y el ATP.

La Figura 9 (que comprende las Figuras 9A y 9B) demuestra que el activador del canal diazéxido puede lograr
actividades del canal en una configuracién de registro de parche exterior-fuera. La Figura 9A muestra los
registros del parche exterior-fuera con azida de Na y diazéxido aplicados al lado extracelular de la membrana. La
Figura 9B muestra los registros de corriente obtenidos a partir de los segmentos marcados con los
correspondientes numeros en la Figura 9A, a una resolucion temporal mayor.

Figura 10 (que comprende las Figuras 10A, 10B y 10C): la Figura 10A muestra registros en un parche exterior-
fuera (a) antes, (b) durante, y (c) después de la aplicacién de glibenclamida al lado extracelular de la membrana.
La Figura 10B muestra los registros de corriente de la Figura 10A a una resolucién temporal mayor. La Figura
10C muestra un grafico de las amplitudes del canal individual medias a diferentes potenciales estudiados; la
pendiente de los datos indica una conductancia de 35 pS del canal sensible a glibenclamida.

La Figura 11 (que comprende las Figuras 11A y 11B) demuestra que los compuestos de sulfonilurea inhiben las
actividades del canal. La Figura 11A muestra los registros del parche exterior-fuera con diferentes
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concentraciones de tolbutamida aplicada al lado extracelular de la membrana. La Figura 11B muestra las curvas
dosis-respuesta para la inhibicién de la probabilidad de canal abierto por medio de glibenclamida y tolbutamida
para proporcionar una probabilidad de canal abierto normalizada (n*Po); los datos se ajustaron a una ecuacion
logistica convencional, con un coeficiente de Hill de 1 y una inhibicién semi-maxima de 48 nM y 16,1 uM; los
valores trazados son las medias (+ET) de los parches 3 y 5 parches para Glibenclamida y Tolbutamida,
respectivamente.

Figura 12 (que comprende las Figuras 12A, 12B, 12C, 12D, 12E, 12F, 12G, 12H y 12l); las Figuras 12A, 12B y
12C muestran la probabilidad de apertura del canal en presencia de tolbutamida 0 pM, 3 uM, y 30 uM,
respectivamente.

Las Figuras 12D, 12E y 12F muestran la distribucion de los tiempos exposicion del canal abierto en presencia de
tolbutamida 0 pM, 3 pM, y 30 pM, respectivamente.

Las Figuras 12G, 12H y 121 muestran la distribucién de los tiempos de exposicién del canal cerrado en presencia
de tolbutamida 0 pM, 3 uM, y 30 pM, respectivamente.

Figura 13 (que comprende las Figuras 13A, 13B y 13C): la Figura 13A muestra los registros del parche exterior-
fuera con diazéxido aplicado al lado extracelular de la membrana.

La Figura 13B muestra registros de corriente a una resolucion temporal mayor después de la aplicaciéon de
diazéxido y a diferentes potenciales de membrana.

La Figura 13C muestra un grafico de las amplitudes del canal individual medias a los diferentes potenciales
estudiados; la pendiente indica una conductancia de 35 pS del canal sensible a glibenclamida.

Las Figuras 14A, 14B y 14C son microfotografias electronicas de barrido de astrocitos reactivos nativos recién
aislados. La Figura 14A muestra las células cuando se inici6 la fijacion con formaldehido-glutaraldehido en
condiciones de control; la Figura 14B muestra las células fijadas 5 min después de la exposicién a NaN3 1 mM.
La Figura 14C muestra las células fijadas 25 min después de la exposicion a NaN3 1 mM. Bar, 12 ym.

Figura 15 (que comprende las Figuras 15A, 15B y 15C); la Figura 15A tiene fotomicrografias de las imagenes de
epifluorescencia de células expuestas a diferentes compuestos y marcadas con yoduro de propidio (panel
superior a, b y ¢) o anexina V (panel inferior d, e y f). Los compuestos fueron: control (a y d), azida de Na 1 mM
(b y e), azida de Na 1 mM mas glibenclamida 1 uM (c y f). La Figura 15B tiene graficos de barras que muestran
los recuentos de células para el marcaje con yoduro de propidio; comparaciones multiples por pares indicadas a
una diferencia significativa (p < 0,05) con tratamiento de azida de Na; la Figura 15C tiene gréaficos de barras que
muestran los recuentos celulares para la tincion con anexina V; las comparaciones multiples por pares indicaron
una diferencia no significativa con cualquier tratamiento.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Algunas de las realizaciones preferidas de la presente invencion se describiran con detalle con referencia a los
dibujos adjuntos. Esta invencion se puede plasmar de muchas formas diferentes y no se debe considerar que esté
limitada a las realizaciones mostradas en la presente memoria.

La presente invencion hace referencia a un canal idénico novedoso cuya funcién subyace a la inflamacion de las
células neurales de mamifero, por ejemplo en respuesta al agotamiento de ATP; el uso del canal para escrutar
inhibidores del canal, y el uso de la funcién de inhibidores del canal evitando esta respuesta de inflamacion celular,
que caracteriza al dafio del cerebro en la isquemia cerebral y la lesiéon traumatica del cerebro.

La azida de sodio (NaNs3) es una toxina metabdlica utilizada para inducir "hipoxia quimica" por medio del
agotamiento de ATP intracelular. Véase, Swanson, 1992. Las respuestas morfoldgicas y electrofisioldgicas de las
células neurales a NaNs se examinan en una preparacién de células novedosa. Se utilizan astrocitos reactivos
nativos recién aislados (NRA) de cerebro de rata adulta y se estudian en un estado nativo inmediatamente después
de su aislamiento. Los astrocitos reactivos son astrocitos que han sido activados o estimulados in vivo, tales como
aquellos asociados con la lesion del cerebro o neural. En cerebros post-mortem de pacientes con lesion traumatica
del cerebro (TBI), los astrocitos reactivos se encuentran en las proximidades de la lesiéon: La mayoria de los
astrocitos reactivos que rodean el lugar de una lesién en el cerebro son astrocitos reactivos. Los astrocitos reactivos
de tipo 1 comprenden >80% de astrocitos reactivos recuperables, mientras los astrocitos reactivos de tipo 2
comprenden aproximadamente 5%. Los astrocitos reactivos estan normalmente polarizados en condiciones
quiescentes.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "células neurales" incluye astrocitos. El término "astrocitos
reactivos" representa los astrocitos encontrados en el cerebro en el lugar de una lesion o isquemia. El término
"astrocitos reactivos nativos" o "NRA" representa astrocitos reactivos que estan recién aislados del cerebro. El
término "recién aislados" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a NRA que han sido purificados
del cerebro, concretamente NRA que fueron purificados de aproximadamente 0 a aproximadamente 72 horas antes.
Cuando se hace referencia a NRA que estan "purificados a partir del cerebro” la expresion "purificado” significa que
los NRA estan aislados de otro tejido del cerebro y/o implantados en gelatina o esponja, y no hace referencia a un
proceso que simplemente cosecha una poblaciéon de células sin aislamiento adicional de las células. Como se
describe en la presente memoria, el canal NCca-atp encontrado en los astrocitos reactivos esta presente solamente
en células recién aisladas; el canal NCca.atp Se pierde poco después de cultivar las células. Los NRA proporcionan
un modelo in vitro que es mas similar a los astrocitos reactivos ya que existen in vivo en el cerebro, que los
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astrocitos desarrollados en cultivo. Los términos "nativo" y "recién aislado" se utilizan como sinénimos. Segun se
utiliza en la presente memoria, el término "células neurales aisladas" representa células neurales aisladas de
cerebro.

Los astrocitos reactivos son producidos in vivo y cosechados del cerebro de acuerdo con un sistema de métodos
similar al descrito por Perillan. Véase, Perillan et al., 1999; Perillan et al., 2000. Las células cosechadas se aislan a
continuacién y no se cultivan; en vez de eso, los astrocitos reactivos recién aislados se estudian en un estado nativo
inmediatamente después de su aislamiento del cerebro.

Los Ejemplos descritos en la presente memoria revelan que los NRA de cerebro de rata adulta expresan un canal
cationico no selectivo que es activado por el agotamiento de [ATP]i a concentraciones fisioldgicas de [Ca?*]i. Este
canal de NCca-atp de la presente invencion, que esta recién identificado en los NRA y esta presente en >90% de los
parches de membrana de tales células, se distingue de los canales de calcio y ATP no selectivos referidos
previamente por mostrar propiedades significativamente diferentes. Estas propiedades distintivas del NCca-atp de la
presente invencion incluyen: estar activado por [Ca] submicromolar y mostrar una sensibilidad diferente al bloqueo
por diferentes nucleotidos de adenina. La apertura del canal NCca-atp de la presente invencion por el agotamiento de
ATP causa una profunda despolarizaciéon de la membrana que precede al burbujeo de la membrana celular. Tras el
agotamiento del ATP, el canal NCca-aTp se abre para permitir el influjo de Na* que conduce a la inflamacion de la
célula. Este canal esta regulado por el receptor de sulfonilurea de tipo 1 (SUR1). El canal puede ser bloqueado por
sulfonilurea, tal como glibenclamida y tolbutamida; el tratamiento con glibenclamida da como resultado una
reduccion significativa en la inflamacion y el burbujeo inducidos por el agotamiento quimico de ATP. Este canal
participa en el flujo de cationes implicado en la inflamacién celular. Un método descrito en el presente documento
incluye el uso de los compuestos de sulfonilurea para inhibir el flujo de corriente a través del canal NCca-atp € inhibir
el burbujeo relacionado con la apertura del canal. Asimismo, el uso de compuestos de sulfonilurea y otros
compuestos que inhiben el flujo de corriente a través del canal NCcaatp, puede de este modo tener un efecto
preventivo terapéutico sobre la inflamacion celular en el cerebro.

Por lo tanto, en el presente documento se describe una composicién que comprende una preparacion de membrana
que expresa el canal NCca-atp. Por ejemplo, la preparacién de membrana deriva de células neurales, tales como
astrocitos reactivos nativos aislados (NRA), preferiblemente astrocitos reactivos nativos recién aislados. El canal
NCca-atp de la composicion tiene las siguientes caracteristicas: (a) es un canal de tipo 35 pS; (b) es estimulado por
Ca?* citoplasmico; (c) se abre cuando el ATP citoplasmico es menor de aproximadamente 0,8 uM; y (d) es
permeable a los cationes monovalentes K*, Cs*, Li* y Na* y puede ser bloqueado por antagonistas del receptor de
sulfonilurea de tipo 1.

Ademas, en el presente documento se describe un método para seleccionar los antagonistas del canal NCca.atp,
mediante un método que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de ensayo con una composicion que
comprende el canal NCca-atp; y (b) identificar compuestos de ensayo que inhiben la actividad de dicho canal
midiendo dicha actividad en presencia y ausencia de dicho compuesto de ensayo, en donde un compuesto de
ensayo que inhibe dicha actividad es identificado como un antagonista del canal NCcaatr. Por ejemplo, la
composicion puede contener una preparacion de células neurales que expresan el canal NCca.atp 0 Una preparacion
de membrana que expresa el canal NCcaatp, tal como una preparacion de membrana derivada de astrocitos
reactivos nativos aislados (NRA). El efecto del compuesto sobre este canal puede incluir: (a) el bloqueo del canal
NCca-atp; (b) el cierre del canal NCca-ate; (C) la prevencion de la apertura del canal NCca-atp; y (d) la reduccion de la
magnitud de la corriente de membrana a través del canal NCca-atp. En el presente documento también se describe la
identificacién de un compuesto que es un antagonista de NCca-atp, incluyendo un inhibidor del canal NCca-atp, UN
bloqueador del canal de NCca-atp, Un antagonista de SUR1, un inhibidor de SUR1 y/o un compuesto capaz de
reducir la magnitud de la corriente de membrana a través del canal.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacién
de las células neurales, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composicion que
comprende el canal NCca-atp, ¥ (b) determinar si el compuesto de prueba bloquea el canal NCca.atp, en donde un
compuesto de prueba que bloquea el canal NCca-atp se identifica como un compuesto, para inhibir la inflamacion de
las células neurales.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion
cerebral, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composicion que comprende el
canal NCca-atp, Yy (b) determinar si el compuesto de prueba bloquea el canal NCcaatp, en el que un compuesto de
prueba que bloquea el canal NCca-atp se identifica como un compuesto para inhibir la inflamacion cerebral.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacién
cerebral, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composiciéon que comprende el
canal NCca-atp, y (b) determinar si el compuesto de prueba inhibe la inflamacién de las células neurales, en donde
un compuesto de prueba que inhibe la inflamacion de las células neurales se identifica como un compuesto para
inhibir la inflamacion del cerebro.
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También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion de
las células neurales en un animal que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una
composicién que comprende el canal NCcaatp y determinar si el compuesto de prueba bloquea el canal, y (b)
administrar el compuesto de prueba a un animal que tiene una lesion cerebral o isquemia cerebral, y determinar si la
prueba del compuesto inhibe la inflamacion del cerebro del animal tratado, en donde los compuestos de prueba que
inhiben la inflamacion del cerebro se identifican como compuestos que inhiben la inflamacion de las células neurales
en un animal.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion
cerebral, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composicién que comprende el
canal NCca-atp, y determinar si el compuesto de prueba bloquea el canal, y (b) administrar la prueba compuesto para
el animal sujeto que tiene una lesién cerebral o isquemia cerebral, y determinar si el compuesto de prueba inhibe la
inflamacion del cerebro del animal tratado, en donde los compuestos de prueba que bloquean el canal NCca-aTp S€
identifican como compuestos que inhiben la inflamacion del cerebro.

En cada caso, la composicion comprende preferiblemente una preparacion de células neurales que expresan el
canal NCca-atp 0 una preparacion de membrana que expresa el canal NCca.atp, que preferentemente proviene de
astrocitos reactivos naturales aislados (NRA). Los métodos anteriores se pueden proporcionar usando un compuesto
que es un antagonista de un receptor de sulfonilurea tipo 1, tal como un compuesto de sulfonilurea, un derivado de
benzamida o un derivado de imidazolina.

La etapa determinante de estos métodos puede incluir, pero no se limita a, detectar o identificar la hinchazén de los
astrocitos reactivos naturales, tal como por observacion microscépica de la apariencia celular (normal, ampollas,
hinchazoén); medicidon de corrientes de canal; medicion del potencial de membrana; detectar la expresion de anexina
V; detectar la expresion de yoduro de propidio; ensayos de unioén in vitro; y combinaciones de los mismos.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una formulacion que contenga una cantidad eficaz de un
compuesto que bloquee el canal NCca-atp, Yy Un portador farmacéuticamente aceptable para su uso en un método de
prevencién de inflamacion de células neurales en el cerebro de un sujeto.

Es un objeto adicional de la presente invencién proporcionar una formulacion que comprende una cantidad eficaz de
un compuesto que bloquea el canal NCca-atp ¥ un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en un método
de mejora de los efectos negativos de la lesidn en el cerebro o la isquemia cerebral que derivan de la inflamacién de
las células neurales en un sujeto. Semejante administracion puede ser mediante liberacion directamente en el
cerebro, administracién intravenosa, subcuténea, intramuscular, intracutanea, intragastrica y oral. Los compuestos
para su uso en el presente documento son antagonistas de un receptor de sulfonilurea de tipo 1, tal como las
sulfonilureas como glibenclamida y tolbutamida, asi como repaglinida, nateglinida, meglitinida, midaglizol, LY397364,
LY389382, dliclazida, glimepirida, MgADP, y combinaciones de los mismos. En una realizacion, el compuesto se
selecciona de repaglinida, nateglinida, meglitinida, LY397364, LY389382, dgliclazida, glimepirida, MgADP,
glibenclamida, tolbutamida y combinaciones de los mismos.

Es otro objeto mas de la presente invencion proporcionar una formulacién para prevenir o inhibir la inflamacion
celular en el cerebro de un sujeto, utilizando una formulacién que incluye semejante compuesto que bloquea el canal
NCca-atp Yy un portador farmacéuticamente aceptable, en donde la cantidad de dicho compuesto es al menos 10
veces mayor que la cantidad de dicho compuesto en las formulaciones para tratar la diabetes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente la presente invencion, y no para limitar la
invencion. Los ejemplos proporcionados en la presente memoria tienen fines ilustrativos solamente. A continuacion
se describen experimentos y procedimientos ilustrativos que proporcionan un soporte de habilitacion adicional para
la presente invencién. En particular, se describen estudios in vitro que utilizan astrocitos reactivos recién aislados y
estudios in vivo que utilizan modelos animales apropiados.

Métodos generales

Preparacion de células

Los astrocitos reactivos se producen in vivo y se cosechan de cerebro adulto de la siguiente manera: se implantan
esponjas de gelatina (Gelfoam®, Upjohn Co., Kalamazoo MI) en una herida de arma blanca en el I6bulo parietal de
ratas Wistar de 8 semanas de edad como se describe en la presente memoria. Los trozos de esponja se cosechan a
los 8 dias y se lavan tres veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) para eliminar el tejido
adherente. Dependiendo del numero de NRA requeridos para el estudio concreto, se pueden recoger los trozos de
esponja antes o después tras la implantacion en una herida de arma blanca, llevandose a cabo la cosecha preferida
de aproximadamente 2 dias a aproximadamente 30 dias después de la implantacion, y siendo el intervalo mas
preferido de aproximadamente 2 dias a aproximadamente 3 dias después de la implantacion.
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Los NRA se aislan inmediatamente de los trozos de esponja de la siguiente manera: los trozos lavados se colocan
en un tubo Eppendorf que contiene fluido cerebroespinal artificial (aCSF) compuesto por (mM): NaCl 124 mM, MgCl2
5,0 mM, 1,3 mM, CaClz2 2,0 mM, NaHCO3 26 mM, y D-glucosa 10 mM; a pH 7,4, =290 mOsm, en donde el aCSF
contiene papaina 20 U/ml, inhibidor de tripsina 10 mg/ml y ADNasa al 0,01% (Worthington, Lakewood, NJ),
refiriéndose el conjunto como "sistema de digestion". Este sistema de digestidon es transferido a una incubadora
(humidificada al 90%/aire 10%/CO2, 37°C) durante 20 minutos, y se tritura suavemente cada 5 minutos. La
suspension celular se centrifuga a 3.000 rpm durante 1 minuto. Las células sedimentadas se resuspenden en aCSF
y se almacenan a 4° C hasta su estudio.

Para algunos estudios, antes de la resuspension en aCSF, las células sedimentadas se pueden purificar
adicionalmente eliminando los glébulos rojos de la sangre (RBC) utilizando una centrifugacion en gradiente de
densidad en Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). Este proceso de purificacion adicional puede
producir una poblacion de células en las que <<1% son RBC, como se determina mediante microscopia de contraste
de fases.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para estudiar el burbujeo y la inflamacion celular, se exponen las células recién aisladas a la temperatura ambiente
a NaNs a continuacion, después de diferentes intervalos de tiempo, las células se fijan utilizando formaldehido al 4%
helado + glutaraldehido al 1% durante 24 horas, después se deshidratan utilizando concentraciones seriadas (35,
50, 75, 95, 100%) de etanol. Los especimenes se secan en el punto critico (Tousimis), se recubren de oro
(Technics), y se visualizan utilizando un microscopio electrénico de barrido AMR 1000.

Electrofisiologia

Los experimentos se llevan a cabo a la temperatura ambiente, 22-25°C, utilizando NRA en el plazo de 24 horas
desde el aislamiento celular. Se coloca una alicuota de estos NRA recién aislados en la camara de registro cargado
con solucion de bafo extracelular que contiene (mM): NaCl 130, KCI 10, CaCI2 1, MgClz2 1, HEPES 32,5, glucosa
12,5, pH 7,4. Después de que las células viables se adhieran a la superficie, el enjuagado con solucién en exceso
lava cualquier desecho celular residual no eliminado previamente mediante centrifugacion. Las corrientes de la
membrana se amplifican (Axopatch 200A, Axon Instruments, Foster City, CA) y se toman muestras en linea a 5 kHz
utilizando un microordenador equipado con un tablero digitalizado (Digidata 1200A, Axon Instruments) y haciendo
funcionar el programa Clampex (version 8.0, Axon Instruments). Las corrientes de membrana se registran en células
intactas utilizando las configuraciones de células completas tanto ancladas a membrana como perforadas con
nistatina, de acuerdo con los métodos descritos por Horn y Marty, 1988. Las corrientes de membrana se registran en
parches de membrana aislados libres de células, utilizando las configuraciones tanto interior-fuera como exterior-
fuera, tal como describen Hamill et al., 1981. Las pipetas para el pinzamiento zonal, extraidas de vidrio de
borosilicato (Kimax, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), tienen resistencias de 6-8 MQ para los registros de un solo
canal y de 2-4 MQ para experimentos que utilizan la técnica de las células completas perforadas con nistatina. El
electrodo del bafio es un sedimento de Ag/AgCl (Clark Electromedical, Reading, Inglaterra) que se coloca
directamente en el bafio excepto cuando [CI] del bafio es alterada, en cuyo caso se utiliza un puente de agar
elaborado con KCI 3 M para conectar con el bafio.

Los términos "intracelular" y "citoplasmico" son indistintos, como lo son los términos "extracelular" y "externo". Los
términos "voltaje" y "potencial" son indistintos cuando hacen referencia al voltaje de membrana o al potencial de
membrana. "Fijar" una membrana celular hace referencia a mantener el voltaje constante a través de la membrana
celular y medir los cambios en la corriente de membrana a medida que la resistencia de la membrana cambia debido
a la apertura y cierre del canal ionico ("fijacion del voltaje") o mantener constante la corriente a través de la
membrana celular y medir los cambios en el voltaje de membrana a medida que la resistencia de la membrana
cambia debido a la apertura y cierre del canal ionico ("fijacion de la corriente"). Cuando se impone un voltaje de
membrana sobre la célula con una "rampa" o "pulso”, se entiende que la membrana celular ha sido sometida a
fijacion del voltaje y que se esta midiendo la corriente de membrana. Cuando se mide el "potencial en reposo” de la
membrana, se entiende que la membrana celular ha sido sometida a fijacién de la corriente y se estd midiendo el
voltaje de membrana.

La configuracién experimental de "células completas" hace referencia a una situacién en la que una pipeta de
registro atraviesa la membrana celular de manera que la solucién de la pipeta es continua con el citoplasma o la
membrana bajo la pipeta es perforada utilizando nistatina, la solucién externa estda en contacto con la membrana
extracelular, y los registros de corriente o voltaje representan las mediciones de la membrana celular completa. La
configuracién experimental de "parche anclado a la célula" hace referencia a una situacion en la que la pipeta entra
en contacto con la célula de manera que el parche todavia forma parte de la membrana celular intacta y se registran
los canales del parche. La configuracion experimental de "parche exterior-fuera" hace referencia a una situacion en
la que un parche escindido de la membrana celular es sellado a la punta de la pipeta de registro de manera que la
solucion de la pipeta esta en contacto con el lado extracelular de la membrana, la solucién externa esta en contacto
con el lado citoplasmico de la membrana, y los registros de corriente o voltaje representan mediciones del parche de
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membrana escindido. La configuracién experimental de "parche interior-fuera” hace referencia a una situacion en la
que un parche escindido de la membrana celular es sellado a la punta de una pipeta de registro de manera que la
solucion de la pipeta esta en contacto con el lado citoplasmico de la membrana, la solucidn externa esta en contacto
con el lado extracelular de la membrana, y los registros de corriente o voltaje representan mediciones del parche de
membrana escindido.

El término "parches" incluye, pero no esta limitado a: parches interior-fuera, parches exterior-fuera, un parche
escindido de una membrana celular, o un parche anclado a una célula. El término "preparacion de membrana"
incluye parches asi como membranas celulares aislados de células o tejidos de mamifero. Las membranas celulares
de mamifero aisladas se producen mediante métodos bien conocidos en la técnica. Un ejemplo de semejante
preparacion de membrana es una fraccion microsémica purificada a partir de células desorganizadas o una muestra
de tejido por medio de centrifugacion en gradiente de sacarosa discontinua.

Se descartan los parches con una resistencia de sellado de <3 GQ y una resistencia al acceso de >50 MQ. Las
corrientes de membrana macroscoépicas se miden durante pulsos por etapas (600 ms) o durante pulsos en rampas (-
140 a +50 mV a 0,32 mV/ms) desde un potencial mantenido de -67 mV.

Soluciones de registro

Para los registros macroscopicos de células completas, se utiliza una técnica de parche perforado con nistatina, con
una solucion de bafo que contiene (mM): NaCl 130, KCI 10, CaClz 1, MgClz 1, HEPES 32,5, glucosa 12,5, pH 7,4.
La solucion de la pipeta contiene (mM): KCI 55, K2SO4 75, MgCl2 8, y HEPES 10, pH 7,2. La nistatina, 50 mg
(Calbiochem) se disuelve en dimetilsulféxido (DMSO), 1 ml. Las soluciones de la formulacion se elaboran antes del
experimento afiadiendo 16,5 ul de solucion de partida de nistatina a 5 ml de la solucién de la pipeta base para dar
una concentracion final de nistatina de 165 ug/ml y DMSO 3,3 pl/ml. Esta composicion de la solucion de la pipeta
incluye K2SOa4 en lugar de la porcion de KCI que incluiria de otro modo. El anion SO4%, a diferencia de ClI,, no
penetra a través del poro de nistatina. La reduccion de la pipeta [Cl-] reduce la fuerza impulsora para CI- al interior de
la célula, minimizando de ese modo la inflamacidon osmética de la célula que se podria producir de otro modo
durante el registro electrofisiologico (Horn y Marty, 1988).

Para el registro de parches anclados a células, se utiliza una solucién de bafio que contiene (mM): NaCl 130, KCI 10,
CaClz2 1, MgClz2 1, HEPES 32,5, glucosa 12,5, pH 7,4. La pipeta contiene (mM): KCI 145, MgCl2 1, CaCl2 0,2, EGTA
5, HEPES 10, pH 7,28. La osmolaridad medida de la solucidon extracelular es = 300 mOsm (Precision Systems,
Natick, MA).

Para la mayor parte de los registros de parche interior-fuera, se utiliza una solucién de bafio que contiene (mM):
CsCl 145, CaCl2 4,5, MgCl2 1, EGTA 5, HEPES 32,5, glucosa 12,5, pH 7,4. La pipeta contiene (mM): CsCl 145,
MgClz 1, CaClz 0,2, EGTA 5, HEPES 10, pH 7,28. Para otros registros de parches interior-fuera, se remplaza el Cs+
de las soluciones anteriores por K+ equimolar. Para los experimentos de sustitucion de cationes inorganicos, el Cs+
de la pipeta se remplaza por concentraciones equimolares de iones de ensayo individuales, excepto cuando se
utiliza Ca?* o Mg?*, en cuyos casos se utiliza una concentracion 75 mM para facilitar la formacion del sellado (Cook
et al., 1990).

Para el registro de parche exterior-fuera, la solucién de la pipeta contiene (mM): CsCl 145, MgCl2 1, CaClz 0,2,
EGTA 5, HEPES 10, pH 7,28. La solucion de bafio convencional contiene (mM): CsCl 145, CaClz 4,5, MgClz 1,
EGTA 5, HEPES 32,5, glucosa 12,5, pH 7,4. Para los experimentos de sustitucion de cationes organicos, se
remplaza el Cs+ del bafio por concentraciones equimolares de cation de ensayo.

Para los experimentos que requieren una baja concentracion de Ca?* libre en la solucion de bafio, se emplea
solucion tamponada Ca?*-EGTA, y se calcula [Ca?"] libre utilizando el programa WEBMAXC v2.10
(http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html). Para [Ca?*]=1 uM, se utiliza EGTA 5 mM y sal de Ca?" 4,5 mM.
También se utiliza [Ca?*]=1 uM en soluciones para someter a ensayo las actividades del ATP intracelular y Mg?*.

Las amplitudes de un solo canal utilizadas para calcular la conductancia en pendiente se obtienen ajustando una
funcion Gaussiana a un histograma de todos los datos de amplitud de los registros obtenidos a diferentes
potenciales. Para calcular la probabilidad de canal abierto (n*Po) a diversos potenciales y con diferentes agentes de
ensayo, se ajusta el histograma de todos los puntos a una funcién Gaussiana y se divide el area bajo la curva
ajustada para el canal abierto por el area bajo la curva ajustada para el canal cerrado mas abierto. Los valores de
n+Po a diferentes concentraciones de agentes de ensayo se ajustan a una ecuacion logistica convencional utilizando
un método de minimos cuadrados.

Para estimar las permeabilidades i6nicas de los diversos cationes con respecto a la de K+, se obtiene cada
permeabilidad (Px/PK) a partir de su potencial de reversion (Erev) ajustando la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz
(GHK) bien conocida en la técnica. Véanse Goldman 1943; Hodgkin y Katz, 1949. Los datos de corriente-voltaje se
ajustan a la ecuacion GHK, suponiendo que tanto K+ como el ién de ensayo son permeantes.
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Para estimar el tamafio de poro del canal NCca-ate de la presente invencion, se evalian las permeabilidades
relativas de los cationes organicos. Se calcula el radio de Stokes-Einstein (rse) a partir de las conductividades
limitantes (¢) de los iones con la férmula: rsesA= constante. La constante se determina a partir del comportamiento de
TEA a 25° C, para el cual A=44,9 cm?Q-1, rse=0,204 nm. El radio de Stoke-Einstein se convierte a continuacién en el
radio molecular utilizando factores de correccién leidos en la Figura 6.1 en Robinson y Stokes, 1970. Se proporciona
la conductancia limitante equivalente para la etanolamina (idem) y las de los otros iones se calculan a partir de su
peso molecular por medio de la formula, PM 0,5°A=constante. La constante se determina por el valor para la
etanolamina a 25°C: PM=62,1 y A=4,42 cm?Q" equiv'. Las permeabilidades relativas (Px/PCs) se trazan a
continuacion frente a los radios idnicos calculados. El efecto del tamafio del soluto sobre la tasa de penetracion
(permeabilidad) a través de los poros se expresa por medio de la ecuacion de Renkin (Renkin, 1955):

alao = [1-(R)2 - [1-2,104(r/R) + 2,09 (r/R)? - 0,95 (r/R)?] (1)

en donde a, ao, r, y R son las areas eficaces del poro, el area transversal total del poro, el radio del soluto, y el radio
del poro, respectivamente.

Los potenciales en la interseccion se determinan con un electrometro midiendo el potencial de difusion establecido a
través de una membrana de dialisis y se restan cuando es apropiado. Las corrientes de mantenimiento no se restan
de ninguno de los registros. Se obtienen corrientes diferencia simplemente restando los registros de corriente antes
y después de la perfusién de NaNs, sin emplear ningun otro proceso.

Resultados

Papel del canal NCca-atp en la inflamacion de las células neurales

Caracterizacién del canal

Ejemplo 1 Cambios morfolégicos con agotamiento de ATP utilizando NaN3

Se ha demostrado que las células neurales cultivadas se inflaman tras el agotamiento del ATP. Véanse, Jurkowitz-
Alexander et al., 1992; Jurkowitz-Alexander et al., 1993. Los NRA recién aislados con el ATP agotado también dan
como resultado inflamacion celular. La isquemia o la lesion traumatica del cerebro también ocasionan agotamiento
de ATP en las células neurales del cerebro.

Las superficies de los NRA recién aislados son muy complejas, mostrando pequefias evaginaciones de membrana y
procesos finos que decoran toda la superficie celular, como se muestra en la micrografia electrénica de barrido en la
Figura 14A. La exposicion de los NRA a NaNs (1 mM) ocasiona cambios en la apariencia de la superficie,
caracterizados temprano por la pérdida de la estructura compleja y el desarrollo de burbujas en la superficie (Figura
14B), seguido mas tarde de una apariencia extremadamente inflamada con una pérdida completa de la estructura
fina y la formacién de mudltiples burbujas grandes (Figura 14C). Por lo tanto, los NRA experimentan burbujeo e
inflamacion después del agotamiento del ATP inducido por NaN3.

La microscopia de contraste de fases también es util para evaluar este proceso, aunque la estructura fina no se
puede resolver. El burbujeo es visiblemente evidente 10-15 minutos después de la exposicion a NaNs. Los cambios
morfoldgicos de esta clase son atribuibles a la pérdida de la integridad del citoesqueleto, combinada con la accion de
una fuerza osmética que ocasiona la inflamacién de la célula.

Para evaluar la contribucién del gradiente osmotico a la inflamaciéon de la célula, se repite el experimento en
presencia de manitol, un agente oncético no permeante. El manitol (50 mM), a una concentracién suficiente para
incrementar la osmolaridad de la solucion extracelular de 300 a 350 mOsm, retrasa la formacion de la burbuja >30
minutos después de la exposicion a NaNs. EI ATP celular también se puede agotar utilizando la exposicion a NaCN
(2,5 mM) mas 2-desoxiglucosa (10 mM). Véase, Johnson et al., 1994. Se obtienen cambios morfoldgicos similares,
incluyendo el burbujeo de la membrana celular y el retraso del burbujeo por manitol después de la exposicidén a
NaCN y 2-desoxiglucosa. Esto demuestra que el efecto de NaNs se debe de hecho al agotamiento de ATP y no a
ningun efecto no especifico del NaNs.

Ejemplo 2 Propiedades electrofisioldgicas generales de los NRA

Las corrientes macroscépicas de las preparaciones de células completas de NRA se caracterizan por pequefas
corrientes hacia adentro a potenciales negativos, grandes corrientes hacia afuera a potenciales positivos, y una
regién "meseta" plana a potenciales intermedios. Los NRA muestran corrientes macroscépicas que coherentes con
las observaciones en células cultivadas primarias del mismo origen. Véanse, Perillan et al., 1999; Perillan et al.,
2000. Las corrientes hacia adentro mostradas por los NRA negativas para el potencial en equilibrio de K* (Ex) son
normalmente <100 pA, mucho més pequenas que los valores referidos en astrocitos neonatales cultivados (Ransom
y Sontheimer, 1995), pero coherentes con los descubrimientos en astrocitos recién aislados de cerebro lesionado
(Bordey y Sontheimer, 1998; Schroder et al., 1999). Las grandes corrientes hacia afuera en los NRA son
parcialmente bloqueadas por caribdotoxina (100 nM), iberiotoxina (100 nM) y cloruro de tetraetilamonio (5 mM),
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coherentes con la presencia de un gran canal de K* activado por conductancia de Ca?*. Véase, Perillan et al., 1999.
La corriente hacia afuera que permanece en presencia de caribdotoxina se puede bloquear adicionalmente por
medio de 4-aminopiridina (5 mM), y muestra propiedades cinéticas tipicas de un canal de K+ rectificador retardado.
Coincidiendo con un informe previo (Perillan et al., 1999), se observan corriente dependientes del voltaje hacia
adentro atribuibles a canales de Na* en menos del 1% de los NRA.

NaNs3 logra despolarizar la corriente hacia adentro debida al canal 35 pS

Los registros de la fijacion de corriente se utilizan para investigar el efecto del agotamiento de ATP por NaNs en
NRA. Para estos experimentos, se utiliza un método de parche perforado con nistatina para garantizar que la
desorganizacion metabdlica procede de la aplicacion del farmaco y no de la dialisis celular. La aplicacion extracelular
de NaNs (1 mM; temperatura ambiente) da como resultado una despolarizacién grande y rapida de las células (Fig.
1A). NaNs despolariza rapidamente las células a Em=0 mV (-4,3+0,9 mV). La despolarizacion normalmente comienza
~1 minuto después de la adicion de NaNs, se completa en < 3 minutos, y es irreversible tras el lavado del farmaco.
La ouababina es un bloqueador de Na*/K*-ATPasa conocido. Véase, Brismar y Collins, 1993. La magnitud de la
despolarizacion observada con NaNs excede bastante la pequefia despolarizacion reversible inducida por la
ouabaina (1 mM). Esto indica que la gran despolarizacién observada después de la exposicion a NaNs no esta
causada por un fallo en la bomba de Na*/K*-ATPasa.

El curso de tiempo para la despolarizacién con NaNs es apreciablemente mas rapido que el curso de tiempo para el
desarrollo del burbujeo de la membrana celular observado con el mismo tratamiento. Asimismo, ni el curso de tiempo
ni la magnitud de la despolarizacion estén afectados por la elevacion de la osmolaridad extracelular con manitol 50
mM, un tratamiento que retrasa sustancialmente la formacion de burbujas. De este modo, la despolarizaciéon es un
evento primario, no secundario a la inflamacion o el alargamiento celular.

Los registros de la fijacion del voltaje muestran que la exposicion a NaN3 da como resultado un incremento neto de
la corriente hacia adentro en los NRA. Los registros obtenidos utilizando pulsos tanto en rampa (Fig. 1B) como por
etapas (Fig. 1C) muestran corrientes significativamente mas grandes después del tratamiento con NaNs, como se
muestra por medio de la comparacion de los registros antes (a) y después (b) del tratamiento con NaNs. Un grafico
de las "corrientes diferencia", obtenido restando la curva de corriente-voltaje antes del farmaco a la de después del
farmaco (linea c de la Fig. 1B), indica que la nueva corriente activada por NaNs revierte cerca de 0 mV. Un potencial
de reversion proximo a 0 mV es indicativo de que la corriente inducida por NaNs es el resultado de una conductancia
cationica no especifica.

Para caracterizar adicionalmente la corriente inducida por NaNs, se utilizan registros de parche anclados a células.
La exposicion a NaNs provoca corrientes de un solo canal en parches que no muestran corrientes de un solo canal
antes de la adicion del farmaco (Fig. 1D). Después de la adicion de NaNs, los registros a una baja resolucion
temporal revelan un gran incremento en la varianza de la corriente que, después de incrementar la resolucién
temporal, se revela que se debe a eventos de un solo canal (Fig. 1E en 3 y 4). Las amplitudes de los eventos de un
solo canal registrados a diferentes potenciales de membrana se trazan en la Fig. 1F, que demuestra que NaN3 activa
una conductancia de un solo canal de =35 pS que muestra una rectificacion débil hacia adentro cuando se mide en
la configuracién anclada a células.

Se llevan a cabo experimentos adicionales en la configuracion anclada a células con la solucién de la pipeta con un
suplemento de diferentes farmacos. Las corrientes de un solo canal inducidas por NaN3 no son bloqueadas por TEA
10 mM, 4-AP 5 mM, iberiotoxina 100 nM, caribdotoxina 100 nM, o tetrodotoxina 1 pM (4-6 parches para cada
compuesto). Estos experimentos que indican que no esta implicado un canal de K* o Na* tipico. Asimismo, debido a
que se incluye en la solucién de la pipeta Ca?* 0,2 mM, es improbable que estas aperturas de un solo canal se
deban al influjo de cationes monovalentes a través de un canal de Ca?* de tipo L.

Se obtienen una despolarizacién similar y una activaciéon del canal 35 pS cuando se agota el ATP celular utilizando
la exposiciéon a NaCN (2,5 mM) mas 2-desoxiglucosa (10 mM). Esto demuestra que el efecto de NaNs esta causado
por el agotamiento de ATP y no por cualquier otro efecto no especifico de NaNs.

Aparte del agotamiento de ATP, la escision del parche es también un método altamente fiable para la activacién del
canal. De las mas de 120 células estudiadas en la configuracién de anclaje a las células, se detecta actividad
espontanea del canal atribuible a una conductancia =35 pS solamente en 2 células. De este modo, el canal NCCa-
ATP de la presente invencion es tipicamente silencioso en células metabdlicamente sanas. En contraste, una canal
~35-pS se encuentra presente en >90% de los parches interior-fuera formados a partir de los NRA no expuestos a
NaNs u otras toxinas metabdlicas, demostrando de este modo que un elemento intracelular perdido en la escisién del
parche normalmente evita la activacion del canal.

Otro mecanismo potencial de activacién del canal distinto de la escision del parche es la disminuciéon de volumen
regulador (RVD). La inflamacién celular es ampliamente reconocida como estimulo que inicia la RVD, un fenébmeno
acompafado por la activacion de diferentes corrientes, incluyendo un canal catiénico no selectivo en algunos
sistemas. Véase, Ono et al.,, 1994. Cuando se estudian parches de membrana en una configuracion anclada a la
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célula, la estimulacién hiposmética (210 mosmoles/kg H20) activa los eventos de un solo canal, pero ninguno
muestra una conductancia =35 pS. Este descubrimiento indica que la despolarizacion y la activacion del canal
observadas con NaNs no son parte de una respuesta de RVD secundaria a la inflamacion celular inducida por NaNs,
y se ajusta a la observacion previamente indicada de que la despolarizacion inducida por NaNs precedia a la
inflamacion celular. Este hecho esta apoyado por la observacion de que el canal de NCca.aTP €s raramente
observado en parches anclados a células, pero se vuelve evidente en >90% de los parches después de la
conversion en una configuracion interior-fuera. Asimismo, el canal de NCca-aTp Se pierde poco después de cultivar
los astrocitos reactivos.

Ejemplo 3 Permeabilidades relativas y tamafo del poro

El canal se caracteriza adicionalmente utilizando parches de membrana en la configuracion interior-fuera. Los
registros obtenidos durante los pulsos de ensayo a diversos potenciales con igual [K*] a ambos lados de la
membrana se muestran en la Fig. 2A. Se construyen histogramas de amplitud de los eventos observados a
potenciales de -140 mV a +100 mV, y se trazan los valores (media + ET) parar 4 parches y se muestran en la Fig.
2B. El ajuste de los datos a una ecuacion lineal indica una conductancia en pendiente de 35 pS, con un potencial de
reversion extrapolado (Erev) de +0,1 mV, préximo al potencial de reversion de K* esperado (Ex) de 0 mV.

Ademas de conducir K*, el canal transporta una variedad de iones alcalinos (Fig. 3A), indicando que es un canal
catiénico no selectivo. En los parches interior-fuera, la conductancia del canal se mide con diversos iones alcalinos
en la solucion de la pipeta, incluyendo Cs*, Na*, Rb*, K*, y Li*, siempre con K* equimolar en la solucion de bafio. Los
datos de corriente-voltaje se ajustan a la ecuacion GHK. Se demuestra que el Na* tiene una conductancia en
pendiente casi igual (32,6 pS) en comparacion con K* (35,2 pS), pero la conductancia en pendiente se reduce con
otros cationes (Fig. 3B). Las mediciones de Erev se utilizan para estimar las permeabilidades relativas para la serie
de iones alcalinos. Los valores para las permeabilidades relativas derivadas de la ecuacion GHK son Pcs*/Pk* =1,06,
Pna*/Pkt =1,04, Pro*/Px*=1,02, y PLi*/Pk* =0,96, indicando que este canal es casi igual de permeable a todos los
cationes monovalentes.

También se evalua la permeabilidad del canal de NCca-atp de la presente invencion a los aniones, tales como CI-.
Después de medir las amplitudes de corriente de un solo canal a diferentes potenciales con KCI 145 mM, se cambia
la solucién de bafio por gluconato de K+ equimolar. Cuando se utiliza un puente de agar, el cambio de solucion da
como resultado un cambio en Erev<0,5 mV, indicando que el canal de NCcaatp de la presente invencion es
esencialmente impermeable a los aniones.

También se investiga la permeabilidad del presente canal a los cationes divalentes, Ca?* y Mg?* (Fig. 3C). Cuando el
ion potasio de la solucion de la pipeta se remplaza por Ca%* o Mg?* 75 mM, no se detectan corriente hacia adentro.
El ajuste a la ecuacion GHK proporciona mejores valores de ajuste para Ere<<-65 mV para Ca?* y Mg?
respectivamente, proporcionando permeabilidades relativas con respecto a K* de <<0,001, indicando que este canal
es esencialmente impermeable a cationes divalentes.

Debido a que el canal de NCca-atp de la presente invencion discrimina muy poco entre los cationes inorganicos
monovalentes (Figs. 3A y B),se llevan a cabo experimentos para determinar el tamafio de poro equivalente del canal
midiendo la permeabilidad del canal, con respecto a Cs*, para una amplia gama de cationes organicos. Utilizando
una configuracion de parche exterior-fuera, se trazan las relaciones corriente-voltaje de un solo canal para obtener
Erev para numerosos cationes organicos. Las razones de permeabilidad se obtienen a continuacién a partir de los
ajustes a la ecuacion GHK. Para cada uno de los cationes organicos (a) metanolamina, (b) guanidio, (c)
etanolamina, (d) dietilamina, (e) piperazina, (f) Tris, y (g) N-metilglucamina, se traza el valor medio de la
permeabilidad relativa medida frente a su radio molecular hidratado (Fig. 3D, circulos vacios). Las razones de
permeabilidad definen una serie de valores que decaen suavemente que estan bien ajustados por la ecuacion de
Renkin. La ecuacién de Renkin describe la penetracion de una esfera rigida a través de un poro cilindrico. Renkin,
1955. El ajuste a la ecuacién de minimos cuadrados, indica un radio del poro equivalente de 0,67 nm para el canal
de NCca-atp de la presente invencién. Un radio de poro de 0,67 nm es similar a tamafios de poro de 6 A, encontrados
para el canal de Ca?* (McCleskey y Almers, 1985) y 7,4 A, encontrado para el canal de nAChR (Adams et al., 1980).
Los potenciales en la interseccion determinados de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria
generalmente no excedieron de 5 mV.

Ejemplo 4 Inhibicion por [ATP]i

El canal de NCca-atp es inhibido por ATP intracelular, basandose en el descubrimiento de que este canal se activa
después del agotamiento de ATP intracelular por exposicién a NaNs (Véanse las Figs. 1B, 1C, 1D y 1E) o a NaCN
mas 2-desoxiglucosa. Este hecho esta apoyado por la observacion de que el canal de NCcaatp de la presente
invencién es raramente observado en parches anclados a células procedentes de células sanas, pero se vuelve
evidente en >90% de los parches después de la conversion en una configuracion interior-fuera.

Los parches interior-fuera se utilizan para demostrar que el canal es sensible al bloqueo por ATP en el lado
citoplasmico de la membrana. Los parches se estudian utilizando Cs* como portador de carga, para asegurarse de
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que ningun canal de K*, tal como Kir2.3 o Katp, esta contribuyendo a la actividad del parche. Sin ATP y con Ca?* 1
UM en el bafio, el canal de NCca-atp muestra aperturas vigorosas. EI ATP 1 mM causa una disminucién profunda en
la actividad del canal, un efecto que es facilmente revertido tras el lavado (Fig. 4A); no obstante, la disponibilidad del
canal no resulta afectada por AMP o ADP 1 mM. La probabilidad de apertura del canal (n*Po) se mide a diferente
[ATP];, y estos valores se normalizan con respecto al obtenido a [ATP]=0 mM, y se ajustan a una ecuacién logistica
convencional. Como se muestra en la Fig. 4B, el canal de NCcaatp es bloqueado por [ATP]i de una manera
dependiente de la dosis. La inhibicion semi-maxima (Clso) se observa a [ATP]i =0,79 uM con un coeficiente de Hill de
1, y la actividad del canal se anula completamente a [ATP]>30 yM. El ADP y el AMP, no tienen efecto sobre la
actividad del canal de NCca-atp en los parches interior-fuera.

Este analisis in vitro para determinar la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién semi-
maxima de la actividad del canal (Clso) se puede utilizar para formular dosis en modelos animales para lograr un
intervalo de concentracién en plasma circulante que incluya la Clso.

Ejemplo 5 Activacion por [Ca?*]i

También se ha encontrado que la concentracion de Ca?* al lado citoplasmico de la membrana regula la actividad del
canal de NCca-atp de la presente invencion. La relacion entre la actividad del canal de NCca-atp y [Ca?*]i se examina
utilizando parches interior-fuera estudiados a un potencial de membrana (Em) =-80 mV. El cambio en [Ca?*]i afecta
claramente a la actividad del canal de NCca-atp (Fig. 5A). Cuando [Ca?*]i libre es <30 nM, no hay actividad aparente
del canal. Con [Ca?*]i >30 nM, la probabilidad de apertura (n*Po) se incrementa de acuerdo con la [Ca?*]i, hasta =1
pM de [Ca?*]i a la cual la actividad es préxima al maximo.

Se ha encontrado que el efecto de Ca?* sobre la disponibilidad del canal depende del voltaje de la membrana. Los
valores de n*Po de 4-9 parches obtenidos a tres potenciales diferentes, En=-40 mV, -80 mV y -120 mV, se
normalizan con respecto a los valores observados con [Ca?*]i 3 uM. Estos datos se ajustan a una ecuacion logistica
convencional utilizando un coeficiente de Hill de 1,5 y valores semi-maximos de 0,12 uyM, 0,31 pM y 1,5 uM a -40
mV, -80 mV y -120 mV, respectivamente (Fig. 5B). Estos datos indican que la actividad del canal es fuertemente
dependiente de [Ca?*] a concentraciones fisiologicamente relevantes, y que el efecto de Ca?* depende del voltaje,
coincidiendo con un sitio de union a Ca2* en el interior del campo eléctrico de la membrana.

Ejemplo 6 El Mg?* interno ocasiona una rectificacion

Debido a que ciertos canales son sensibles al Mg?* intracelular (Chuang et al., 1997; Perillan et al., 2000), se llevan
a cabo experimentos para determinar si la rectificacion del canal observada en los registros de parches anclados a
células (véase la Fig. 1F) podria estar debida al Mg?* intracelular. Utilizando parches interior-fuera estudiados con K*
equimolar a ambos lados de la membrana, se varia [Mg?*] al lado citoplasmico. Se muestran los registros de un solo
canal y las amplitudes de canal observadas con [Mg?*] diferentes (Fig. 6). No hay una rectificacion evidente con
[Mg?*]i = 30 uM, pero a [Mg?*]i =100 uM, esta presente una fuerte rectificacion creciente. A 100 uM, el Mg?* parece
producir un bloqueo intermitente.

Ejemplo 7 Identificacion de la presencia de SUR en los NRA

Para determinar si los receptores SUR se encuentran presentes en los NRA, se evalla la unién de la glibenclamida
a estas células mediante microscopia de fluorescencia. Se lesionaron ratas Wistar de ocho semanas de edad
mediante una herida con arma blanca en la materia blanca subcortical e implantacion de una esponja de gelatina
como se ha descrito previamente en la presente memoria. Ocho dias mas tarde, se incuban secciones de tejido de
cerebros fijados con formaldehido de los animales lesionados durante 60 minutos a la temperatura ambiente con
glibenclamida conjugada con FITC 20 nM. Una imagen de fluorescencia de la esponja de gelatina muestra células
marcadas revistiendo las cavidades de la esponja. En cerebro adyacente a la lesién, esencialmente no es evidente
la unién a glibenclamida. Estos datos indican que SUR, que normalmente no esta presente en la materia blanca
subcortical, son expresados en las células neurales después de la lesion traumatica.

RT-PCR

El ARN total extraido de las células y utilizado para sintetizar ADNc, que se amplifica a partir de astrocitos reactivos,
se analiza mediante RT-PCR sobre un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. La Fig. 7A es una fotografia del
gel que muestra la RT-PCR para SUR1 y SUR2. La Figura 7B es una fotografia de un gel que muestra la RT-PCR
para Kir6.1 y Kir6.2. Las calles 3 y 4 de las Figs. 7A y 7B muestran la RT-PCR para células de insulinoma. Las calles
5 y 6 muestran la RT-PCR para astrocitos reactivos. La calle 1 de las Figs. 7A y 7B representa marcadores de
tamanfo en escala; La calle 2 de las Figs. 7A 'y 7B es un blanco de control. En la Fig. 7A, las calles 3 y 4 muestran los
experimentos con SUR1 y SUR2, respectivamente, en células de insulinoma. Se sabe que las células de insulinoma
expresan SUR1, pero no SUR2. Las calles 5 y 6 de la Fig. 7A muestran los experimentos con SUR1 y SUR2 en
astrocitos reactivos, respectivamente. La Fig. 7A demuestra que el ARNm de SUR1 esta presente en astrocitos
reactivos, asi como en las células de insulinoma de control. SUR2 esta ausente en ambos tipos de células. En la Fig.
7B, las calles 3 y 4 muestran los experimentos con Kir6.1 y Kir6.2 en células de insulinoma, respectivamente. Kir6.1
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esta presente en células de insulinoma, pero Kir6.2 no. Kir6 es el canal de potasio asociado con SUR1 en células de
insulinoma. Las calles 5y 6 de la Fig. 7B demuestran que ni Kir6.1 ni Kir6.2 estan presentes en astrocitos reactivos.
Por lo tanto, los astrocitos reactivos expresan ARNm de SUR1, pero el ARNm de Kir6.1 y Kir6.2 esta ausente de las
células.

La presencia de SUR1 en astrocitos reactivos combinada con la regulaciéon del canal de NCca.atp en astrocitos por
los antagonistas de SUR indican que SUR regula el canal de NCca-aTp de la presente invencion.

Ejemplo 8 Productos digeridos con tripsina

Un rasgo caracteristico de la funcién de Katp regulada por SUR es que digestion con tripsina de la cara citoplasmica
del canal, pero no de su cara extracelular, ocasiona una pérdida de inhibicién por sulfonilureas, sin alterar la
sensibilidad al ATP y sin cambiar las propiedades biofisicas del canal. El efecto de la tripsina sobre la funcién del
NCca-atr s€ muestra en la Fig. 8. En las condiciones de control, la actividad del canal en la configuracion de parche
interior-fuera es fuertemente inhibida por glibenclamida 1uM. La exposicion a 100 ug/ml de tripsina en el lado
citoplasmico de la membrana durante 3 minutos da lugar a un parche que todavia muestra una fuerte actividad del
canal, pero la actividad del canal todavia estd completamente no afectada por la glibenclamida. Después de
semejante tratamiento con tripsina del lado citoplasmico, las propiedades biofisicas del canal, incluyendo la
conductancia del canal abierto, los tiempos de canal abierto, la activacion mediada por Ca?* permanecen
inalteradas, y el canal todavia mantiene su tipica sensibilidad al ATP. En contraste, la exposicién del lado
extracelular de la membrana no tiene efecto sobre la inhibicién por glibenclamida. Estos datos de la digestion con
tripsina del canal de NCca-atp de la presente invenciéon proporcionan una evidencia adicional que apoya que SUR1
esta implicado en la regulacion del canal de NCcaatp, debido a que los resultados se comparan con los
descubrimientos anteriores de los canales de Katp regulados por SUR1. La conexion de un SUR con un canal
catidnico sensible a ATP no selectivo no ha sido demostrada previamente.

Analisis para compuestos o composiciones que bloquean el canal de NCca-ate € inhiben la inflamacion de las células
neurales

Ejemplo 9 Efectos de los compuestos de sulfonilurea

Se sabe que los compuestos de sulfonilurea modulan el receptor de sulfonilurea. Un receptor de sulfonilurea esta
generalmente asociado con canales de Karr como componente regulador, y se encuentra en diversos tejidos,
incluyendo NRA de rata. Notablemente, los canales de Katp Kir6.1 y Kir6.2 no estan presentes en NRA de rata (Fig.
7B). Es posible activar el canal de NCca-atp con el ligando de SUR diazoxido en parches exterior-fuera (Figs. 9A y
9B). NaNs no provoca la actividad del canal en parches de membrana aislados, indicando que funciona a través del
agotamiento de ATP en lugar de cualquier efecto directo sobre el canal.

Ejemplo 10 Analisis in vitro para determinar el blogueo dependiente de |a dosis del canal de NCca-atp

Se sabe que los compuestos que bloquean SUR1, tales como la glibenclamida y la tolbutamida, tienen un efecto
inhibidor sobre los canales de Karp. En una realizacion, la presente invencion llega a los objetivos de la invencion
proporcionando un método en el que se determina el efecto inhibidor directo de la glibenclamida y la tolbutamida
sobre los canales de NCca-atp (Figs. 10 y 11). Se utilizan parches interior-fuera para mostrar el efecto inhibidor de las
sulfonilureas. Para garantiza que ningun canal de K+, concretamente Katp esta contribuyendo a la corriente del
parche, se utiliza Cs+ como portador de carga. La actividad del canal es profundamente reducida por la adicién de
glibenclamida 10 uM (Figs. 10A a b), y se demuestra que la actividad es debida a un canal catiénico 35 pS, lo que es
consistente con el canal de NCcaatp de la presente invencion (Fig. 10C). También se ha demostrado que otra
sulfonilurea, la tolbutamida, inhibe la actividad del canal de NCca-atp (Figs. 11A 'y 11B). Como se muestra en la Fig.
11B, el canal de NCcaatp es bloqueado por las sulfonilureas de una manera dependiente de la dosis. Con la
tolbutamida, la inhibicién semi-maxima (CEso) se observa a 16,1 uM con un coeficiente de Hill de 1,3, y la actividad
del canal se pierde completamente a concentraciones >300 uyM. Con la glibenclamida, la CEso se observa a 48 nM
con un coeficiente de Hill de 1,2. La sensibilidad del canal de NCca-atp de la presente invencion al bloqueo en los
NRA con estos dos compuestos de sulfonilurea se corresponde estrechamente con lo referido en las células B
pancreaticas y en los sistemas de expresion don SUR1, pero no con SUR2.

Este analisis in vitro para determinar la concentracion del compuesto de ensayo que logra la inhibicion semi-maxima
de la actividad del canal se puede utilizar para formular la dosis en modelos animales para lograr un intervalo de
concentracion en plasma circulante.

Ejemplo 11 Mecanismo de regulacién del canal por las sulfonilureas

El canal de NCca-atr de la presente invenciéon muestra dos estados abiertos, con un tiempo de permanencia mas
corto y mas largo, cada uno de menos de 10 ms. La Figura 12 muestra los datos de un parche que muestra una
probabilidad de canal abierto (n*Po) de 0,63, con valores de tiempo de permanencia abierto To-1 y To-2 de 1,9y 8,2
ms. Después de la aplicacién sucesiva de tolbutamida 3 uM (Figs. 12B y 12E) y tolbutamida 30 uM (Figs. 12C y
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12F), n*Po disminuia a 0,44 y 0,09, respectivamente, pero los valores de tiempo de permanencia abierto no resultan
afectados apreciablemente por el farmaco. Los tiempos de permanencia del canal cerrado se incrementan en
duracion y frecuencia con la tolbutamida (Figs. 12H y 12I). De este modo, el canal de la presente invencién muestra
una forma de inhibicién del canal en la que el compuesto bloqueador no tiene efecto sobre los tiempos de
permanencia del canal abierto y un incremento progresivo en los cierres prolongados. Esta forma de inhibicién del
canal es similar a la producida por sulfonilureas que actuan sobre el canal de Katp en las células B pancreaticas.
Véanse, Gillis et. al., 1989; Babeenko et. al., 1999).

Ejemplo 12

La aplicacion de 100 uM del activador de SUR diazéxido activa el canal de 35pS de la presente invencion,
ocasionando una débil rectificacién hacia el interior en los parches anclados a células (Figs. 13A, 13B y 13C). Para
determinar el tipo de SUR que afecta a la activacién del canal de NCca-atp de la presente invencion, se llevan a cabo
experimentos utilizando compuestos de sulfonilurea que activan preferentemente SUR 2 sobre SUR1, esto
cromakalina, y pinacidil. Tanto la cromakalina como el pinacidil no tuvieron efecto sobre el canal de NCcaatp de la
presente invencion, lo que es coherente con otros datos descritos en la presente memoria que indican que SUR1
esta asociado con el canal de NCca-atp de la presente invencion, y la activacion del canal no estd mediada por
SUR2.

Ejemplo 13 Inflamacién celular mediada por SUR

Después de la adicion de NaNs para agotar el ATP de las células, el burbujeo celular tipicamente se vuelve evidente
en 7-10 minutos. El diazéxido es un agonista de SUR1 o un activador de SUR1. Cuando se afiade diazéxido solo a
las células, se produce el burbujeo incluso sin agotamiento del ATP, por lo tanto el Diazéxido, abre el canal
directamente sin agotamiento del ATP por medio de la activacion con SUR1. Sin embargo, cuando las células se
pretratan con glibenclamida, la adicion de NaNs no ocasiona burbujeo, ni siquiera después de 30 minutos. De este
modo, la activacion del canal de NCcaatp por agotamiento del ATP o por el abridor del canal, diazéxido, puede
producir burbujeo e inflamacion de los NRA, y que la inflamacion pueda ser evitada mediante el bloqueo del canal
con glibenclamida. El agotamiento del ATP por azida de Na puede dar como resultado la muerte de las células
necréticas de los NRA. Este descubrimiento se ajusta a los datos descritos en la presente memoria de que la
glibenclamida protege de la apertura del canal de NCca-atp después del agotamiento del ATP, y de que la apertura
de este canal es responsable del burbujeo celular.

El antagonista para su uso en la presente invencién es un compuesto que interfiere en la funcion de NCcaatr.
Tipicamente, el efecto de un antagonista se observa en forma de un bloqueo de la corriente en NCcaatP €n
condiciones en las que el canal ha sido activado y se puede medir la corriente en ausencia del antagonista.

Ademas de los compuestos de sulfonilurea especificos de SURT1, los agentes que bloquean SUR1, también incluyen
compuestos que no estan relacionados estructuralmente con las sulfonilureas. Tales bloqueadores de SUR1
incluyen una clase de compuestos secretagogos de insulina que se unen a SUR, que fueron identificados y
desarrollados para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. Los derivados de benzamida: repaglinida, nateglinida, y
meglitinida representan una de tales clases de secretagogos de insulina, que se unen a SUR. La nateglinida es un
derivado de aminoacido. Asimismo, se han identificado derivados de imidazolina que interaccionan con la subunidad
1 del receptor de sulfonilurea (SUR) tal como midaglizol (KAD-1229), LY397364 y LY389382.

En una realizacion preferida de la presente invencion, los compuestos que bloquean preferentemente SUR1, pero no
SUR2, se utilizan. Tales compuestos incluyen tolbutamida y gliclazida. Los siguientes compuestos bloquean tanto
SUR1 como SUR2: glibenclamida, glimepirida, repaglinida, and meglitinida. En otra realizacion mas de la presente
invencion, la administracion se combina con MgADP, que se ha demostrado que produce un incremento evidente de
la eficacia de la sulfonilurea sobre los canales que contienen SUR1, pero no SUR2.

Ejemplo 14

Para determinar si la activacién de NCca-atp por agotamiento del ATP inicia la necrosis de los astrocitos reactivos
que expresan este canal, se llevan a cabo estudios para determinar si la glibenclamida es capaz de proteger a los
astrocitos reactivos de la muerte celular inhibiendo la actividad del canal de NCca.atp por medio de su accion sobre
SUR1. Se evaltian dos tipos de muerte celular, apoptosis y necrosis, después del agotamiento del ATP.

De este modo, la activacion del canal de NCca-aTp €s responsable de la muerte necrética de los NRA después del
agotamiento del ATP, y de que la glibenclamida pueda evitar esta forma de muerte celular.

En este ejemplo, la preparacion de NRA recién aislados se purificé adicionalmente mediante eliminacion de los RBC,
como se describe en la presente memoria, para proporcionar una poblacion celular que tenga <1% de RBC. Mas del
95% de las células tuvieron potenciales en reposo proximos a Ek, sugiriendo que el método de disociacion
enzimatica no habia perjudicado apreciablemente a las células. Mas del 95% de las células son positivas para el
marcador de astrocitos, la proteina acida fibrilar glial (GFAP) como se determind mediante inmunofluorescencia.
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Cuando se examinan mediante microscopia de fases, los NRA tienen diferentes tamafos, que oscilan entre 11 y 45
um de diametro, algunos de los cuales estan en fase brillante y otros en fase oscura. Un subgrupo de las células en
fase brillante tuvo procesos celulares cortos pero claros que son mas cortos que el soma de la célula. En este
ejemplo, solamente se estudian las células en fase brillante mas grandes (=30 um de diametro), con procesos cortos
(<1 longitud de la célula). Esta poblacion de NRA expresa de forma fiable los canales de NCca-atp.

Se llevan a cabo experimentos a la temperatura ambiente (22-25°C) en el plazo de 24 hr desde el aislamiento
celular. Se coloca una alicuota de células en un portaobjetos para camara (LAB-TEK, Naperville, IL) cargado con
solucion de extracelular que contiene (mM): NaCl 130, KCI 10, CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 32,5, glucosa 12,5, pH 7,4.
Después de que las células viables se adhieran a la superficie, se lava cualquier desecho residual que no se haya
eliminado previamente mediante centrifugacién arrastrando con solucién en exceso. Las células se someten a
agotamiento de ATP por medio de azida de Na para activar (abrir) los canales de NCca-atp, ¥ @ continuacion se
incuban con glibenclamida (1 1 yM).

Después de eso, se examinan las células mediante tincion con yoduro de propidio (Pl) para evidenciar la
permeabilizacion de la membrana celular, una indicacion de muerte celular oncética o necrética temprana. Véase,
Barros et al., 2001. Las células también se examinan mediante unién a anexina V etiquetada con fluoresceina para
evidenciar la externalizacion del fosfoaminolipido fosfatidilserina procedente de la cara interna de la membrana
plasmatica hacia la superficie externa, una indicaciéon temprana de apoptosis. Véanse, Clodi et al., 2000; Rucker-
Martin et al., 1999. El procedimiento de tincion se lleva a cabo de acuerdo con las directrices del fabricante (Vybrant
Apoptosis Assay Kit 2, Molecular Probes). Los portaobjetos se montan utilizando medio de montaje anti-
apagamiento ProLong (Molecular Probes). Las sefiales se visualizan utilizando un microscopio epifluorescente Nikon
Diaphot (Leitz Wetzlar). Las imagenes se capturan y se almacenan utilizando una camara digital SenSys (Roper
Scientific Inc.) y el programa IPLab (version 3.0; Scanalytics Inc.). Las células positivas para Anexina V o las células
positivas para Pl se cuentan en 20 campos individuales utilizando una lente de objetivo 20%. Los valores medios de
las células positivas en los 20 campos para diferentes grupos de tratamiento se comparan utilizando comparaciones
multiples ANOVA por pares, considerandose p<0,05 una indicacion de diferencia significativa.

Las fotografias de la microscopia de fluorescencia mostradas en la Fig. 15A demuestran que en las condiciones de
partida (control), las células tanto positivas para anexina V como positivas para Pl (fotos a y d, respectivamente) son
raras en los productos aislados celulares. Después de una incubacién de 10 min con azida de Na (1 mM), el numero
de células positivas para Pl aumento sustancialmente (p<0,05) (Fig. 15A de la foto b y Fig. 15B). Esto indica que el
agotamiento de ATP desencadena la muerte necrética en estas células. En contraste, el tratamiento con azida de Na
hizo que el nimero de células positivas a anexina V aumentara ligeramente; no siendo estadisticamente significativo
el aumento (p>0,05) (Fig. 15A de la foto e y Fig. 15C). Esto indica que la muerte apoptética no fue un criterio de
valoracion fundamental del agotamiento de ATP en estas células.

El pretratamiento de las células con glibenclamida (1 yM) en el momento de la administraciéon de azida de Na
aumento de manera espectacular el numero de células positivas para Pl (p<0,05; Fig. 15A de la foto ¢ y Fig. 15B),
indicando una proteccion significativa frente a la muerte necrética después del agotamiento del ATP. El nimero de
NRA que experimentaron muerte apoptotica también disminuyé con la glibenclamida, como se indica mediante el
marcaje con anexina V (Fig. 15A de la foto f y Fig. 15C), pero los valores de este grupo no fueron significativamente
diferentes.

Estos datos indican que el canal de NCca-atp estd implicado en el mecanismo de muerte celular necrética de los
astrocitos reactivos. Este Ejemplo demuestra que la muerte celular necrética, en lugar de la apoptodtica, es el criterio
de valoracion principal del agotamiento de ATP en estas células. Por lo tanto, el agotamiento de ATP por azida de
Na inicia la muerte celular por eliminacién del bloqueo de ATP del canal de NCca-atp, iniciando de ese modo la
inflamacion de las células oncéticas. La implicacion de este canal en la inflamacién de las células oncéticas se
confirma demostrando que la muerte necrética también puede ser inducida por diazéxido, el abridor del canal que
activa el canal de NCca-aTp en estas células, y podria ser bloqueada por glibenclamida, que evita la apertura del
canal de NCca-atp. La implicacion del canal de NCca.atp en la muerte celular de los astrocitos reactivos proporciona
un mecanismo y una diana de muerte en estas células, asi como la importancia de bloquear el canal de NCca-atp
para prevenir la muerte de los astrocitos reactivos, que se produce en la lesién traumatica del cerebro.

Ejemplo 15

Analisis in vitro para determinar |la capacidad de un compuesto de ensayo para proporcionar el bloqueo dependiente
de la dosis del canal de NCca-atP

Los compuestos que bloquean los canales de NCcaatp pueden ser identificados por un método en el cual se
determina el efecto inhibidor directo del compuesto de ensayo sobre los canales de NCca-atp. LOS parches interior-
fuera se utilizan para mostrar el efecto inhibidor del compuesto. Para garantizar que el canal de K+, concretamente
Katp contribuye a la corriente del parche, se utiliza Cs+ como portador de carga. Los compuestos que disminuyen
profundamente la actividad del canal, y se demuestra que la actividad se debe a un canal catiénico de 35 pS, se
identifican como compuestos que bloquean los canales de NCca-atp Yy son capaces de inhibir la inflamacion de las
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células neuronales y la inflamacion del cerebro. Se utilizan concentraciones variables del compuesto para determinar
si el canal de NCca.atp €s bloqueado por el compuesto de una manera dependiente de la dosis. Se determinan la
concentracion a la cual se observa una inhibicion semi-maxima (CEso) y la concentracion a la cual la actividad del
canal se ha perdido completamente. Se puede comparar la sensibilidad del canal de NCca-atp de la presente
invencioén para bloquear los NRA con el compuesto de ensayo. Este andlisis in vitro para determinar la concentracion
del compuesto de ensayo que logra una inhibicion semi-maxima de la actividad del canal se puede utilizar para
formular la dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracién en plasma circulante.

Ejemplo 16

Analisis in vivo para determinar el blogueo dependiente de |a dosis del canal de NCCa-ATP

La concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién semi-méaxima de la actividad del canal se utiliza
para formular la dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion en plasma circulante. La dosis
de compuesto de ensayo que logra un intervalo de concentracion en plasma circulante calculado mediante los
métodos conocidos en la técnica se administra a un animal que tiene una lesion en el cerebro o isquemia cerebral.
Para determinar si el compuesto de ensayo evita, inhibe o disminuye la inflamacién del cerebro, se mide la presion
epidural y/o la presion intracraneal del animal, por ejemplo utilizando un microglobo, para controlar cuantitativamente
la inflamacion del cerebro. Asimismo, la inflamacion se puede controlar mediante formacion de imagenes por
resonancia magnética (RM). Tres estudios diferentes inician la administracién ante, en el momento de, o después de
la lesion en el cerebro. Un compuesto que proporciona disminuciones de la inflamacion celular, en comparacion con
los controles, se identifica como un compuesto capaz de inhibir la inflamacién de las células neuronales y la
inflamacion del cerebro. Se utilizan concentraciones variables del compuesto para determinar si el compuesto
proporciona eficacia de una manera dependiente de la dosis. Se determinan la dosis a la cual se observa la
inhibicion semi-maxima y la concentraciéon a la cual la inflamacién del cerebro se alivia mas rapidamente. Se
producen formulaciones que comprenden la dosis eficaz 6ptima del compuesto de ensayo para prevenir, inhibir, o
disminuir la inflamacién del cerebro, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

Compendio de las caracteristicas del canal de NCca-atp

Las caracteristicas de las células y las composiciones que contienen el canal de NCca-atp de la presente invencion
se resumen en la Tabla 1.

TABLA 1
Propiedades de las células y las
composiciones de membrana que contienen el
canal de NCca-aTp de la presente invencion
Astrocitos Preparacion de membrana derivada de
Reactivos astrocitos reactivos nativos recién
aislados
Permeable a cationes monovalentes? Si: Si:
Na+ Na+
K+ K+
Li+ Li+
Rb+ Rb+
Cs+ Cs+
(Na*=K*=Li+=Rb+) (Na*=K*~Li+=Rb+)
Permeable a aniones? No No
Permeable a cationes divalentes? No No
Compuestos que bloquean la actividad del Antagonistas de Antagonistas de SUR1
canal SUR1
La apertura del canal requiere: -Agotamiento de ATP | -Agotamiento de ATP intracel.
intracel.
- Mg?* intracel. - Mg? intracel.
Conductancia de un solo canal ~35pS ~35pS
Activacion [Ca?*] <1,0 uM <1,0 uM
[ATP]i CEso0 (um) 0,79 uM 0,79 uM
ADP Sin efecto en el canal | Sin efecto en el canal
AMP
Radio del poro (nm) 0,41 0,41

Métodos

La presente invencion se refiere a un canal idnico previamente desconocido que se encuentra en células neurales
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de mamiferos que desempefia un papel en la inflamacion celular. La presente invencion se refiere ademas a un
método de deteccidn de antagonistas del canal y un nuevo uso de antagonistas del canal, que incluye compuestos
de sulfonilurea tales como glibenclamida y tolbutamida, como un tratamiento para la inflamaciéon cerebral en
mamiferos.

Los métodos para identificar compuestos que interactian con, (por ejemplo, se unen, abren, bloquean) el canal
NCca-atp pueden emplear (i) ensayos basados en células y/o (ii) sistemas de ensayo no basados en células. Dichos
compuestos pueden actuar como antagonistas o agonistas de la actividad del canal NCca-atp.

Los ensayos basados en células usan células neurales que expresan el canal NCca-atp, preferentemente un canal
NCca-atp funcional; Las células preferidas son las ANR. Los sistemas de ensayo no basados en células incluyen
preparaciones de membrana que expresan el canal NCca-atp, preferentemente un canal NCca-ate funcional. Los
ensayos basados en células incluyen, entre otros, ensayos de unién a compuestos, observacion microscopica del
estado celular (normal, ampollas, hinchazén) y medicion de corrientes de canal tanto antes como después de la
exposicion al compuesto. Las composiciones que comprenden preparaciones de membrana que expresan el canal
NCca-aTp pueden usarse para identificar compuestos que interactian con, se unen, bloquean o abren el canal NCca-
atp 0 SUR1. El término "expresar el canal NCca-ate" 0 "expresa el canal NCca-atp" significa tener un canal NCca-atp
funcional. El término "canal NCca-atp funcional" como se usa en el presente documento significa un canal NCca-atp
capaz de ser detectado. Un método preferido para detectar el canal NCca.atp €s determinar, in vitro o in vivo, si el
canal esta abierto, cerrado y/o bloqueado.

Por ejemplo, en un experimento tipico que usa una preparacién de membrana, las ANR que expresan el canal NCca-
ATP S€ usan para producir la preparacion de membrana. Los métodos para producir membranas a partir de células y
tejidos enteros son bien conocidos en la técnica. Uno de estos métodos produce membranas celulares purificadas
en forma de una fraccidon microsémica purificada aislada de células alteradas o una muestra de tejido mediante
centrifugacion discontinua en gradiente de sacarosa. También se incluyen membranas compuestas de parches
unidos a células, parches de adentro hacia afuera o parches de afuera hacia afuera. Un ejemplo de una muestra de
tejido que expresa canales NCca-atp €s €l tejido cerebral adyacente a la lesién cerebral.

Las preparaciones de membrana se usan en varios ensayos, que incluyen, pero no se limitan a medir corrientes de
canal, tanto antes como después de la exposicidon al compuesto; y ensayos de unién in vitro. Las condiciones
experimentales para tales ensayos para determinar y cuantificar el estado del canal NCca-aTp se describen a lo largo
de la presente memoria descriptiva, incluidas las condiciones de ensayo de unién, composiciones de bafio,
soluciones de pipetas, concentraciones de ATP y Ca?* requeridas, voltaje de membrana, potenciales de membrana,
intervalos de cantidad del compuesto, controles, etc.

Los ensayos de union y los ensayos de union competitiva emplean un ligando o antagonista marcado del canal
NCca-atr. En uno de estos experimentos, la glibenclamida marcada, como la glibenclamida conjugada con FITC o la
glibenclamida marcada radiactivamente, se une a las membranas y se analiza su actividad especifica; la unién
especifica se determina mediante comparaciéon con ensayos de union realizados en presencia de un antagonista no
marcado en exceso.

En un método para identificar bloqueadores de canales NCca-aTp, las membranas se incuban con un compuesto
marcado que se muestra que bloquea este canal, ya sea en presencia o ausencia del compuesto de prueba. Los
compuestos que bloquean el canal NCca-atp y compiten con el compuesto marcado para unirse a las membranas
tendran una sefial reducida, en comparacidon con las muestras de control del vehiculo. En otro aspecto, las
selecciones pueden disefiarse para identificar compuestos que compiten con la interaccion entre el canal NCca-atp y
un antagonista del canal NCca-atp conocido o antagonista SUR1, como la glibenclamida. En tales selecciones, se
marca el antagonista del canal NCca-atp conocido o el antagonista SUR1 y luego se analiza la capacidad de los
compuestos de prueba para competir o antagonizar la unién del antagonista marcado.

Los ensayos descritos en este documento pueden usarse para identificar compuestos que modulan o afectan la
actividad del canal NCca.atp. Por ejemplo, los compuestos que afectan la actividad del canal NCca.atp incluyen, entre
otros, compuestos que se unen al canal NCca-atp 0 SUR1, inhiben la unién de bloqueadores o ligandos identificados
(como la glibenclamida) y abren/activan el canal (agonistas) o bloquean/inhiben el canal (antagonistas).

Los ensayos descritos también pueden identificar compuestos que modulan la inflamacién de las células neurales
(por ejemplo, compuestos que afectan otros eventos involucrados en la inflamacién de las células neurales que se
activan mediante la unién al ligando o el bloqueo del canal NCca.atp).

Compuestos seleccionados

Los compuestos para la seleccion incluyen, pero no se limitan a compuestos organicos, péptidos, anticuerpos y
fragmentos de los mismos, peptidomiméticos, que se unen al canal NCca.atp y abren el canal (es decir, agonistas) o
bloquean el canal (es decir, antagonistas) . Para su uso en el tratamiento de la inflamacion de las células neurales o
la inflamacion del cerebro, se prefieren los compuestos que bloquean el canal. Los agonistas que abren o mantienen
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el canal en estado abierto incluyen péptidos, anticuerpos o fragmentos de los mismos, y otros compuestos organicos
que incluyen la subunidad SUR1 del canal NCca-aTp (0 una porcién del mismo) y se unen y "neutralizan" el ligando
circulante para SUR1.

Con referencia a la seleccion de compuestos que afectan el canal NCca-atp, S€ pueden seleccionar bibliotecas de
compuestos conocidos, que incluyen productos naturales o productos quimicos sintéticos, y materiales
biolégicamente activos, incluidas proteinas, para compuestos que son inhibidores o activadores. Preferentemente,
dicho compuesto es un antagonista de NCca-atp, que incluye un inhibidor de canal de NCca-atP, Un bloqueador de
canal de NCca-atp, un antagonista de SUR1, un inhibidor de SUR1 y/o un compuesto capaz de reducir la magnitud
de la corriente de membrana a través del canal.

Los compuestos pueden incluir, pero no se limitan a, pequefias moléculas organicas o inorganicas, compuestos
disponibles en bibliotecas de compuestos, péptidos tales como, por ejemplo, péptidos solubles, que incluyen pero no
se limitan a miembros de bibliotecas aleatorias de péptidos; (véase, por ejemplo, Lam, KS et al., 1991, Nature 354:
82-84; Houghten, R. et al., 1991, Nature 354: 84-86), y una biblioteca molecular derivada de quimica combinatoria
hecha de aminoacidos de configuracion D y/o L, fosfopéptidos (incluidos, entre otros, miembros de bibliotecas de
fosfopéptidos dirigidos al azar o parcialmente degenerados; véase, por ejemplo, Songyang, Z. et al., 1993, Cell 72:
767-778) , anticuerpos (que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados,
antiidiotipicos, quiméricos o de cadena simple, y fragmentos de biblioteca de expresion de FAb, F(ab1)2 y FAb, y
fragmentos de unién a epitopos de los mismos).

Otros compuestos que pueden seleccionarse incluyen, pero no se limitan a, pequefias moléculas organicas que
pueden atravesar la barrera hematoencefalica, entrar en una célula neural apropiada y afectar la expresion del gen
del canal NCca-atp 0 algun otro gen involucrado en la actividad del canal NCca-atp (por ejemplo, interactuando con la
region reguladora o factores de transcripcion involucrados en la expresion génica); o tales compuestos que afectan
la actividad del canal NCca-atp O la actividad de algun otro factor intracelular involucrado en la actividad del canal
NCca-atp.

Las tecnologias de busqueda y modelado por ordenador permiten la identificacién de compuestos, o la mejora de
compuestos ya identificados, que pueden modular la actividad o expresién del canal NCca-atp. Una vez identificado
dicho compuesto o composicién, se identifican los sitios o regiones activos. Tales sitios activos pueden ser
tipicamente sitios de union a ligandos. El sitio activo se puede identificar usando métodos conocidos en la técnica
que incluyen, por ejemplo, el estudio de complejos del compuesto o composicidn relevante con otros ligandos, de las
secuencias de aminoacidos de los péptidos o de las secuencias de nucleétidos de los acidos nucleicos. Los métodos
cristalograficos quimicos o de rayos X se pueden usar para estudiar complejos del compuesto relevante para
encontrar el sitio activo. Se determina la estructura geométrica tridimensional del sitio activo. Esto puede hacerse
mediante métodos conocidos, incluida la cristalografia de rayos X, que puede determinar una estructura molecular
completa. Por otro lado, la RMN en fase sodlida o liquida puede usarse para determinar ciertas distancias
intramoleculares. Se puede usar cualquier otro método experimental de determinacion de estructura para obtener
estructuras geomeétricas parciales o completas. Las estructuras geométricas pueden medirse con un ligando
complejo, natural o artificial, lo que puede aumentar la precision de la estructura del sitio activo determinada.

Si se determina una estructura incompleta o insuficientemente precisa, los métodos de modelado numérico basado
en ordenador pueden usarse para completar la estructura o mejorar su precision. Se puede usar cualquier método
de modelado reconocido, incluidos modelos parametrizados especificos para biopolimeros particulares, tales como
proteinas o acidos nucleicos, modelos de dinamica molecular basados en célculos de movimientos moleculares,
modelos de mecanica estadistica basados en conjuntos térmicos o modelos combinados. Para la mayoria de los
tipos de modelos, los campos de fuerza molecular estandar, que representan las fuerzas entre los atomos y grupos
constituyentes, son necesarios y pueden seleccionarse de los campos de fuerza conocidos en quimica fisica. Las
estructuras experimentales incompletas o0 menos precisas pueden servir como restricciones en las estructuras
completas y mas precisas calculadas por estos métodos de modelado.

Finalmente, habiendo determinado la estructura del sitio activo, ya sea experimentalmente, mediante modelado o
mediante una combinacion, los compuestos moduladores candidatos pueden identificarse buscando bases de datos
que contengan compuestos junto con informacion sobre su estructura molecular. Dicha busqueda busca compuestos
que tengan estructuras que coincidan con la estructura del sitio activo determinado y que interactien con los grupos
que definen el sitio activo. Tal busqueda puede ser manual, pero preferentemente es asistida por ordenador. Estos
compuestos encontrados a partir de esta busqueda son posibles compuestos de modulacién del canal NCca-atP,
preferentemente bloqueantes.

Como alternativa, estos métodos pueden usarse para identificar compuestos moduladores mejorados a partir de un
compuesto modulador o ligando ya conocido. La composicion del compuesto conocido puede modificarse y los
efectos estructurales de la modificacion pueden determinarse usando los métodos experimentales y de modelado
por ordenador descritos anteriormente aplicados a la nueva composicion. La estructura alterada se compara luego
con la estructura del sitio activo del compuesto para determinar si se produce un ajuste o interaccién mejorada. De
esta manera, las variaciones sistematicas en la composiciéon, como por grupos secundarios variables, se pueden
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evaluar rapidamente para obtener compuestos moduladores modificados o ligandos de especificidad o actividad
mejorada.

Los ejemplos de sistemas de modelado molecular son los programas CHARMm y QUANTA (Polygen Corporation,
Waltham, Mass.). CHARMmM realiza las funciones de minimizacion de energia y dinamica molecular. QUANTA
realiza la construcciéon, modelado grafico y analisis de estructura molecular. QUANTA permite la construccion
interactiva, modificacion, visualizacion y analisis del comportamiento de las moléculas entre si. Varios articulos
revisan el modelado informatico de medicamentos interactivos con proteinas especificas, como Rotivinen, et al.
(1988), Acta Pharmaceutical Fennica 97: 159-166); Ripka (1988 New Scientist 54-57); McKinaly y Rossmann (1989,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 29: 111-122); Perry y Davies, OSAR: Quantitative Structure-Activity Relationships in
Drug Design pags. 189-193 Alan R. Liss, Inc. 1989; Lewis y Dean (1989, Proc. R. Soc. Lond. 236: 125-140 y 141-
162); y, con respecto a un receptor modelo para componentes de acido nucleico, Askew, et al. (1989, J. Am. Chem.
Soc. 111: 1082-1090). Otros programas de ordenador que seleccionan y representan graficamente productos
quimicos estan disponibles en compafias como BioDesign, Inc. (Pasadena, California), Allelix, Inc. (Mississauga,
Ontario, Canada) e Hypercube, Inc. (Cambridge, Ontario). Aunque estos estan disefiados principalmente para su
aplicacion a medicamentos especificos para proteinas particulares, se pueden adaptar al disefio de medicamentos
especificos para regiones de ADN o ARN, una vez que se identifica esa region.

Los compuestos identificados a través de los analisis tales como los descritos en la presente memoria pueden ser
utiles, por ejemplo, en la elaboracion de la funcién biolégica del canal de NCca.atp y para aliviar la inflamacién del
cerebro.

Los andlisis para someter a ensayo la eficacia de los compuestos identificados en el barrido celular se pueden
someter a ensayo en sistemas de modelos animales para la inflamacion del cerebro. Tales modelos animales se
pueden utilizar como sustratos de ensayo para la identificacion de farmacos, productos farmacéuticos, terapias e
intervenciones que pueden ser eficaces en el tratamiento de la inflamacién del cerebro. Por ejemplo, los modelos
animales de inflamacién en el cerebro, tales como la lesién del cerebro, se pueden exponer a un compuesto, que se
sospecha que muestra una capacidad para inhibir la inflamacién del cerebro, a una concentracion suficiente y
durante un tiempo suficiente para lograr semejante inhibicion de la inflamacién del cerebro en los animales
expuestos. La respuesta de los animales a la exposicion se puede controlar utilizando medios visuales (p. €j.,
radiolégicos, CAT, MRI), medicion de la presion intracraneal, y/o la reversién de los sintomas asociados con la
inflamacion del cerebro. Con respecto a la intervencion, cualquier tratamiento que revierta cualquier aspecto de los
sintomas asociados con la inflamacién del cerebro se debe considerar candidato a la intervencion terapéutica de la
inflamacion. Las dosificaciones de los agentes de ensayo se pueden determinar obteniendo las curvas dosis-
respuesta, como se comenta en la presente memoria.

Por consiguiente, la presente invencidn es util en el tratamiento o el alivio de la inflamaciéon y muerte de las células
neurales y la inflamaciéon del cerebro, especialmente aquellos insultos del cerebro relacionados con la lesion
traumatica del cerebro, el dafio del sistema nervioso central o periférico, la isquemia cerebral, tal como el ictus, o las
complicaciones que implican y/o derivan del edema, la lesion, o el trauma. Tales dafios o complicaciones se pueden
caracterizar por un dafio o aberracién evidente en el cerebro, cuyos sintomas pueden ser reducidos por la presente
invencion incluyendo la administracion de una cantidad eficaz de los compuestos o sustancias activas descritos en la
presente memoria. En un aspecto de la invencion, el antagonista de SUR1 que bloquea el canal NCca.atp S€ Usa en
un método para la prevencién o el tratamiento de la inflamacién de las células neurales en el cerebro de un ser
humano como resultado de una lesion cerebral traumatica o isquemia cerebral, en cuyo método el antagonista de
SURT1 que bloquea el canal NCca-atp se administra después de la lesion cerebral traumatica o la isquemia cerebral.
De acuerdo con una realizacién especifica de la presente invencién la administracion de cantidades eficaces del
compuesto activo pueden bloquear el canal, que si permanece abierto conduce a inflamacion de las células neurales
y muerte celular. Varios antagonistas de SUR1 son adecuados para bloquear el canal. Los ejemplos de los
antagonistas de SUR1 adecuados incluyen, pero no estan limitados a glibenclamida, tolbutamida, repaglinida,
nateglinida, meglitinida, midaglizol, LY397364, LY389382, gliclazida, glimepirida, MgADP y combinaciones de los
mismos. En una realizaciéon preferida de la invencion los antagonistas de SUR1 se seleccionan del grupo que
consiste en glibenclamida y tolbutamida. Se pueden adoptar otras "estrategias" terapéuticas mas para prevenir la
inflamacion y la muerte de las células neurales incluyendo, pero no limitadas a los métodos para mantener la célula
neural en un estado polarizado y los métodos que evitan la despolarizacién fuerte.

Ejemplo 17

Mecanismos adicionales para mantener los NRA en un estado polarizado

Cuando los astrocitos reactivos estan fuertemente despolarizados debido a la apertura del canal de NCca-atp,
experimentan burbujeo e inflamacioén y eventualmente sufren muerte celular necrética. Como se ha establecido
anteriormente, cuando los astrocitos reactivos estan fuertemente despolarizados debido a la apertura de un canal no
selectivo que es sensible a Ca?* y a ATP (canal de NCca.aTp), experimentan burbujeo e inflamacion y eventualmente
sufren muerte celular necrotica. La muerte de estos astrocitos Reactivos se puede evitar si se puede evitar la fuerte
despolarizacion, en otras palabras, si las células se pueden mantener en un estado polarizado.
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Un modo potencial de mantener los NRA es un estado polarizado consiste en abrir el canal de Kir2.3. Los NRA se
exponen al abridor del canal de Kir2.3, Tenidap, para mantener los canales de Kir2.3 abiertos. Los astrocitos
reactivos nativos recién cosechados de cerebros de rata adulta después de la lesidon se exponen a Tenidap para
evaluar la capacidad del fA&rmaco para abrir el canal de Kir2.3 en estas células. Preferiblemente, los astrocitos
reactivos de tipo 1 (R1) se cosechan y se utilizan en este analisis. Uno de los subtipos de astrocitos reactivos es el
astrocito de tipo R1. Los astrocitos de tipo R1 comprenden la mayor poblacion de astrocitos recuperables en el lugar
de la lesidn del cerebro. Estan localizados de forma caracteristica en la region del tejido que rodea el sitio de la
lesién, muchos de los cuales se encuentra que han migrado por si mismo al sitio de la lesién. Véase, Perillan, et al.,
1999.

Los astrocitos reactivos que son parte de la respuesta celular a TBI e ictus comprenden al menos dos subtipos. Uno
de los subtipos de astrocitos reactivos es el astrocito de tipo R1. Los astrocitos de tipo R1 comprenden la poblacién
mas grande de astrocitos recuperables en el lugar de la lesion del cerebro. Estan localizados caracteristicamente en
la region de tejido que rodea el sitio de la lesion, habiéndose encontrado que muchas de estas células también han
migrado al sitio de la lesion por si mismas. Véase, Perillan, et al. 1999.

Los astrocitos de tipo R1 son el tipo predominante de astrocitos de reactivos en las preparaciones de NRA. Los
astrocitos de tipo R1 expresan dos canales i6nicos sumamente importantes en su membrana celular: (a) el canal de
Kir2.3, que esta presente en células cultivadas asi como en células recién aisladas; y (b) el canal de NCca.atp, que
esta presente solamente en astrocitos reactivos recién aislados y que se pierden poco después del cultivo. El Kir2.3
es un rectificador del canal hacia el interior que es sumamente importante para mantener la célula polarizada a un
potencial de reposo normal préoximo del potencial de reversion de potasio (=75 mV). Cuando este canal es
inactivado o inhibido, la célula se despolariza a un potencial proximo al potencial de reversion del cloruro (=-25 mV).
Los rasgos caracteristicos del canal de NCca-atp son: 1) es un canal catidnico no selectivo que permite el paso de
Na, K y otros cationes monovalentes bastante rapidamente; 2) es activado por un incremento en el calcio
intracelular, y/o por un descenso en el ATP intracelular; y 3) esta regulado por el receptor de sulfonilurea de tipo 1
(SUR1). Se ha considerado que SUR1 esta asociado exclusivamente con los canales de Katp, tales como los
encontrados en las células B pancreaticas.

La apertura del canal de NCca-atp después del agotamiento de ATP, como con la isquemia o la hipoxia, ocasiona la
despolarizaciéon de la célula debida al influjo de Na. Este influjo de Na incrementa la carga osmética dentro de la
célula, y como resultado, entra H20 en la célula para equilibrar la carga osmotica. El resultado es un exceso de Na y
H20 intracelularmente, una respuesta patoldgica que produce el burbujeo celular y la inflamacion de la célula y que
es conocida como edema citotdxico. Sin control, esta respuesta patolégica conduce eventualmente a la muerte
celular. Como se describe en la presente memoria, esta muerte celular es en su mayor parte muerte celular
necrética, pero en un grado menor, también muerte celular apoptotica.

Se pueden utilizar numerosos enfoques para aliviar la inflamacion del cerebro debida a edema citotoxico. Un
tratamiento utilizado actualmente para tratar a los pacientes en situaciones clinicas relevantes se basa en una
osmolaridad extracelular creciente para reducir la fuerza impulsora para el influjo de H20. Esta estrategia también
reduce el burbujeo en células aisladas.

Una estrategia mas especifica para reducir el edema citotéxico es la inactivacion o el bloqueo del canal de NCca-atp
que es responsable principalmente del influjo de Na que introduce el H20 en la célula y que realmente causa el
edema citotéxico. Un enfoque altamente selectivo para inactivar este canal consiste en explotar la relacién unica
entre el canal y la subunidad reguladora de control, SUR1. Se han desarrollado varios farmacos que interaccionan
con SUR1 en las células B pancreaticas para bloquear el canal de Katp en esas células y tratar de ese modo la
diabetes. Algunos de estos farmacos pertenecen a la clase de agentes denominados sulfonilureas. Como se
describe en la presente memoria, los farmacos que bloquean el canal de Katp, tales como glibenclamida y
tolbutamida, son altamente eficaces al bloquear el canal de NCca-atp en astrocitos de tipo R1. Los farmacos capaces
de bloquear el canal de NCca-atp €n los NRA (a) evitan el burbujeo celular en respuesta al agotamiento de ATP, (b)
reducen significativamente la muerte celular después del agotamiento de ATP. Asimismo, el uso de glibenclamida
para tratar la inflamacion del cerebro es un animal que padece un ictus o una lesion del cerebro se describe en la
presente memoria.

Otra estrategia mas para combatir el efecto del canal de NCca-atp y reducir el edema citotéxico seria contrarrestar la
despolarizacion de la célula que acomparia a la apertura del canal de NCca.atr. Un modo de lograr esto consiste en
intensificar la apertura de los canales de Kir2.3que también estan presentes en estas células. Un compuesto anti-
inflamatorio, Tenidap, es un abridor de canales de Kir2.3. Véanse, Popp et al., 1992; Liu et al., 2002.

El Tenidap se valua para determinar su capacidad para reducir el burbujeo celular y la inflamacion y la muerte celular
necrotica en respuesta al agotamiento de ATP en las células aisladas asi como in situ en cerebro de rata lesionado.
Para evaluar si el Tenidap abre los canales de Kir2.3 en los astrocitos de tipo R1, se utilizan métodos similares a los
descritos en la presente memoria para evaluar el estatus del canal de NCcaatp. Los resultados de tales
experimentos que demuestran que el Tenidap abre los canales de Kir2.3 en los astrocitos de tipo R1, y reducen el
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burbujeo celular y la muerte celular en respuesta al agotamiento de ATP indicarian la utilidad de Tenidap en el
tratamiento de la inflamacién del cerebro y del edema citotéxico resultante de TBI o de la isquemia cerebral. La
cantidad eficaz de Tenidap es aquella cantidad capaz de reducir la inflamacién del cerebro o la isquemia cerebral
debido a la capacidad del farmaco para inhibir la inflamacién de las células neurales y la muerte celular necrética.

Es probable que los bloqueadores de SUR1 sean los mas especificos, proporcionando de manera fiable los menores
efectos secundarios no deseados. Adicionalmente, una combinacién de tratamientos que incluya el uso de diuréticos
osmoticos, bloqueadores del canal de NCCa-ATP tales como glibenclamida y abridores del canal de Kir2. 3 tales
como Tenidap, puede proporcionar mejor eficacia en el alivio del edema citétoxico y la reduccién de la morbidez y la
mortalidad en la lesion del cerebro y el ictus.

En el presente documento se describe un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion de las
células neurales, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composicion que
comprende el canal Kir2.3, y (b) determinar si el compuesto de prueba abre el canal Kir2.3, en donde un compuesto
de prueba que abre el canal Kir2.3 se identifica como un compuesto para inhibir la inflamacién de las células
neurales.

[También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion
cerebral, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una composicién que comprende el
canal Kir2.3, y (b) determinar si el compuesto de prueba abre el Kir2.3 canal, en el que un compuesto de prueba que
abre el canal Kir2.3 se identifica como un compuesto para inhibir la inflamacién cerebral,

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion de
las células neurales y/o la inflamacion del cerebro en un animal, que comprende: (a) poner en contacto un
compuesto de prueba con una composicidon que comprende el canal Kir2.3, y (b) determinar si el compuesto de
prueba abre el canal Kir2.3, en donde un compuesto de prueba que abre el canal Kir2.3 se identifica como un
compuesto para inhibir la inflamacién de las células neurales y/o la inflamacion del cerebro en un animal.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que previenen, inhiben y/o
alivian la inflamacioén cerebral en un sujeto, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una
composicion que comprende el canal Kir2.3, y determinar si la prueba el compuesto abre el canal Kir2.3 y (b)
administrar el compuesto de prueba a un sujeto que tiene una lesion cerebral o isquemia cerebral, y determinar si el
compuesto de prueba previene, inhibe y/o alivia la inflamacion cerebral en el sujeto, en donde los compuestos de
prueba que abren el canal Kir2.3 se identifican como compuestos que inhiben la inflamacién cerebral.

También se describe en el presente documento un método para identificar compuestos que inhiben la inflamacion de
las células neurales en un animal, que comprende: (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una
composicién que comprende el canal Kir2.3, y determinar si el compuesto de prueba abre el canal Kir2.3, y (b)
administrar el compuesto de prueba a un animal que tiene una lesion cerebral o isquemia cerebral, y determinar si el
compuesto de prueba inhibe la inflamacién cerebral del animal tratado, en donde los compuestos de prueba que
inhiben la inflamacion cerebral se identifican como compuestos que inhiben la inflamacién de las células neurales en
un animal.

También se describe en el presente documento un método para prevenir la inflamacién de las células neurales en el
cerebro de un sujeto, dicho método comprende administrar al sujeto una formulacion que contiene una cantidad
eficaz de un compuesto que abre el canal Kir2.3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe en el presente documento un método para aliviar los efectos negativos de la lesion traumatica
del cerebro o la isquemia cerebral provenientes de la inflamacion de las células neurales en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto una formulaciéon que comprende una cantidad eficaz de un compuesto que abre el
canal Kir2.3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un compuesto preferido es Tenidap. Por ejemplo, la
formulacion puede proporcionar una dosis diaria de Tenidap que es de aproximadamente 10 mg/dia a
aproximadamente 500 mg/dia, o, cuando se administra directamente en el cerebro, la dosis diaria de Tenidap es de
aproximadamente 500 mg/dia a 1,5 gms/dia o mayor.

Formulaciones farmacéuticas y métodos de tratamiento de la inflamacién de las células neurales vy la inflamacion del
cerebro

Composiciones

La presente invencién también contempla composiciones que comprenden las sustancias activas descritas en la
presente memoria para su uso en métodos terapéuticos. Preferiblemente, estas composiciones incluyen
composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de los
compuestos o sustancias activos junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término portador "farmacéuticamente aceptable" representa una carga,
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diluyente, material encapsulante, formulacién coadyuvante de cualquier tipo liquido, semi-sdlido, sélido inerte, no
téxico, o simplemente un medio acuoso estéril, tal como solucidn salina. Algunos ejemplos de los materiales que
pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables son azlcares, tales como lactosa, glucosa y
sacarosa, almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata, celulosa y sus derivados tales como sal de
sodio de carboximetilcelulosa, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta, gelatina, talco;
excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites tales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
glicoles, tales como propilenglicol, polioles tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres tales como
oleato de etilo y laurato de etilo, agar; agentes tamponadores tales como hidroxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; acido alginico; agua libre de pirégeno; solucién salina isoténica, solucién de Ringer; alcohol etilico y
soluciones de tampoén fosfato, asi como otras sustancias compatibles no téxicas utilizadas en formulaciones
farmacéuticas.

También pueden estar presentes agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes tales como laurilsulfato de sodio
y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes
edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes y antioxidantes en la composiciéon, de acuerdo con el
criterio del formulador. Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no estan
limitados a, agua, antioxidantes solubles tales como acido ascérbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfito de sodio,
metabisulfito de sodio, sulfito de sodio, y similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de
ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y
similares; y los agentes quelantes metalicos tales como acido citrico, acido etilenediaminotetraacético (EDTA),
sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Determinaciones de la dosis

Por "cantidad terapéuticamente eficaz" o simplemente "cantidad eficaz" de un compuesto activo, tal como
glibenclamida o tolbutamida, se quiere significar una cantidad suficiente del compuesto para tratar o aliviar la
inflamacion del cerebro con una razén beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Se
entenderd, sin embargo, que el uso diario total de los compuestos activos y las composiciones de la presente
invencién sera decidido por el médico a cargo dentro del criterio légico del juicio médico. El nivel de dosis
terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente dependera de una variedad de factores incluyendo el
trastorno que se esté tratando y la gravedad de la lesion del cerebro o isquemia; la actividad del compuesto
especifico empleado; la composicidon especifica empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la
dieta del paciente; el tiempo de administracion, la ruta de administracién, y la tasa de excrecion del compuesto
especifico empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados de forma combinada o coincidente con el
compuesto especifico empleado; y factores similares bien conocidos en la técnica médica.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en analisis con células o animales experimentales, p. ej., para determinar la DL50
(dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DE50 (dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). La
proporcion de la dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la
razén DL50/DE5S0. Se prefieren los compuestos que muestran indices terapéuticos grandes. Si bien se pueden
utilizar compuestos que muestran efectos secundarios toxicos, se debe tener cuidado de disefiar un sistema de
liberacidon que dirija tales compuestos al lugar del tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial para las
células no infectadas y, de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los analisis de cultivos de células y de estudios en animales se pueden utilizar en la
formulacion de un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos se
encuentra preferiblemente en un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
de la ruta de administracion utilizada. Para cualquier compuesto utilizado en el método de la invencion, la dosis
terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de analisis basados en células. Se puede formular
una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracidon en plasma circulante que incluya la CI50
(esto es, la concentracidon del compuesto de ensayo que logra una inhibicion semi-maxima de los sintomas)
determinada en el cultivo de células. Semejante informacion se puede utilizar para determinar mas exactamente las
dosis utiles en seres humanos. Se pueden medir los niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia liquida
de alta resolucion.

La dosis diaria total de los compuestos activos de la presente invencién administrados a un sujeto en una sola dosis
o en dosis divididas puede estar en cantidades, por ejemplo, de 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal o mas
normalmente de 0,1 a 15 mg/kg de peso corporal. Las composiciones de una sola dosis pueden contener tales
cantidades o submultiplos de las mismas hasta sumar la dosis diaria. En general, los regimenes de tratamiento de
acuerdo con la presente invencién comprenden la administracion a un ser humano u otro mamifero que necesite
semejante tratamiento de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1000 mg de las sustancias activas de esta
invencion por dia en multiples dosis o en una sola dosis de 1 mg, 5 mg, 10 mg, 100 mg, 500 mg o 1000 mg.
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En ciertas situaciones, puede ser importante mantener una dosis razonablemente elevada del agente activo en la
corriente sanguinea del paciente, concretamente al principio del tratamiento. Semejante dosis razonablemente
elevada puede incluir una dosis que sea varias veces mayor que su uso en otras indicaciones. Por ejemplo, la dosis
anti-diabétia tipica de la glibenclamida oral o IV es de aproximadamente 2,5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg por
dia; la dosis anti-diabética tipica de la tolbutamida oral o IV es de aproximadamente 0,5 gm/kg a aproximadamente
2,0 gm/kg por dia; la dosis anti-diabética tipica para la gliclazida oral es de aproximadamente 30 mg/kg a
aproximadamente 120 mg/kg por dia; sin embargo, se pueden requerir dosis mucho mayores para bloquear la
inflamacion de las células neurales y la inflamacién del cerebro.

Por ejemplo, en una realizacién de la presente invencion dirigida a una formulaciéon que contiene una cantidad eficaz
de un compuesto que bloquea el canal de NCCa-ATP y un portador farmacéuticamente aceptable para su uso en un
método de prevencion de inflamacion de células neurales en el cerebro de un sujeto, tales formulaciones pueden
contener de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 gramos de tolbutamida o de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 150 miligramos de glibenclamida. En otra realizacién de la presente invencion dirigida a una
formulacion que contiene una cantidad eficaz de un compuesto que bloquea el canal NCcaatp y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso en un método de alivio de los efectos negativos de la lesion traumatica del
cerebro o isquemia cerebral derivada de una inflamacion de las células neurales en un sujeto.

En situaciones de lesién traumatica del cerebro o isquemia cerebral (tal como ictus), o hipoxia cerebral, puede ser
importante mantener una dosis razonablemente elevada del agente activo para garantizar la liberacion en el cerebro
del paciente, concretamente al principio del tratamiento. Por consiguiente, al menos inicialmente, puede ser
importante mantener la dosis relativamente elevada y/o a un nivel sustancialmente constante durante un periodo de
tiempo dado, preferiblemente, al menos aproximadamente seis 0 mas horas, mas preferiblemente, al menos
aproximadamente doce o mas horas, y muy preferiblemente, al menos aproximadamente veinticuatro o mas horas.
Cuando el método se emplea para tratar afecciones que implican hemorragia en el cerebro, tal como lesidn
traumatica en el cerebro o isquemia cerebral (tal como ictus), la liberacion a través del sistema vascular esta
disponible y no se requiere necesariamente que el compuesto atraviese rapidamente la barrera hemato-encefalica.

Formulaciones y administracion

Los compuestos para su uso en la presente invencion se pueden administrar solos 0 combinados o en una terapia
concurrente con otros agentes que afectan al sistema nervioso central o periférico, concretamente areas
seleccionadas del cerebro.

Las formas de dosificacién liquida para la administracion oral pueden incluir emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables que contienen diluyentes inertes
comunmente utilizados en la técnica, tales como agua, soluciones idnicas, o solucién salina. Tales composiciones
pueden comprender coadyuvantes, tales como agentes humectantes; agentes emulsionantes y de suspension;
agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas inyectables estériles se pueden
formular de acuerdo con la técnica conocida utilizando agentes de dispersion o humectantes y agentes de
suspensién adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién, suspension o emulsiéon
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, en forma de una
solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear estan agua,
solucion de Ringer, U.S.P. y solucién de cloruro de sodio isoténica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites
fijados estériles como disolvente o medio de suspension. Para este fin se puede emplear cualquier aceite fijado
blando incluyendo mono- o di-glicéridos sintéticos. Ademas, se utilizan acidos grasos tales como acido oleico en la
preparacion de inyectables.

La formulacion inyectable se puede esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion de
bacterias, o mediante la incorporacidon de agentes esterilizadores en forma de composiciones sélidas estériles, que
se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso.

Con el fin de prolongar el efecto de un farmaco, a menudo es deseable ralentizar la absorcién de un farmaco
procedente de una inyeccion subcutanea o intramuscular. El modo mas comun de lograr esto es inyectar una
suspension de material cristalino o amorfo con una escasa solubilidad en agua. La tasa de absorcién del farmaco es
dependiente de la tasa de disolucion del farmaco, que a su vez, depende del estado fisico del farmaco, por ejemplo,
el tamafo del cristal y la forma cristalina. Otro enfoque para retrasar la absorciéon de un farmaco consiste en
administrar el farmaco en forma de una solucién o suspension en aceite. Las formas de depdsito inyectable también
se pueden elaborar formando matrices de microcapsulas de farmacos y polimeros biodegradables, tales como
polilactida-poliglicosido. Dependiendo de la proporcién de farmaco con respecto a polimero y de la composicion del
polimero, la tasa de liberacidon de farmaco puede ser controlada. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables
incluyen poliortoésteres y polianhidridos. Los inyectables de depdsito también se pueden elaborar atrapando el
farmaco en liposomas o microemulsiones, que son compatibles con los tejidos corporales.
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Los supositorios para la administracion rectal del farmaco se pueden preparar mezclando el farmaco con un
excipiente no irritante adecuado, tal como manteca de cacao y polietilenglicol que son sdlidos a la temperatura
normal pero liquidos a la temperatura rectal y por lo tanto, se fundiran en el recto y liberaran el farmaco.

Las formas de dosificacion soélidas para la administracion oral pueden incluir capsulas, comprimidos, pildoras,
polvos, capsulas de gel y granulos. En tales formas de dosificacion el compuesto activo se puede mezclar con al
menos un diluyente inerte tal como sacarosa, lactosa o almidon. Tales formas de dosificacién también pueden
comprender, como es practica normal, sustancias adicionales distintas de los diluyentes inertes, p. €j., lubricantes
para la formacién de comprimidos y otras ayudas para formar comprimidos tales como estearato de magnesio y
celulosa microcristalina. En el caso de las capsulas, comprimidos y pildoras, las formas de dosificacion también
pueden comprender agentes tamponadores. Los comprimidos y las pildoras se pueden preparar adicionalmente con
recubrimientos entéricos y otros recubrimientos de control de la liberacion.

Las composiciones sélidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina
rellenas duras y blandas utilizando excipientes tales como lactosa o galactosa asi como polietilenglicoles de elevado
peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con un o mas excipientes como se ha
observado anteriormente. Las formas de dosificacion sélida de los comprimidos, capsulas, pildoras, y granulos se
pueden preparar con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes para conferir
opacidad y también pueden tener una composicion de manera que liberen el ingrediente o los ingredientes activos
solamente, o preferiblemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente de una manera retardada. Los
ejemplos de las composiciones de imbibicién que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Las formas de dosificacion para la administracion tépica o transdérmica de un compuesto de esta invencién incluyen
adicionalmente pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhalantes o parches.
Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar la liberacion controlada del compuesto activo
en el organismo. Tales formas de dosificacion se pueden elaborar disolviendo o dispersando el compuesto en el
medio apropiado. También se pueden utilizar intensificadores de la absorcion para incrementar el flujo del
compuesto a través de la piel. La tasa se puede controlar o bien proporcionando una membrana que controle la tasa
0 bien dispersando el compuesto en una matriz polimérica o gel. Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden
contener, ademas de un compuesto activo de esta invencion, excipientes tales como grasas animales y vegetales,
aceites, ceras, parafinas, almidoén, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido
silicico, talco y éxido de cinc, 0 mezclas de los mismos.

Los compuestos identificados en la presente memoria se pueden emplear para aplicaciones tanto in vitro como in
vivo. Para las aplicaciones in vivo, los compuestos se pueden incorporar a una formulacion farmacéuticamente
aceptable para su administracion. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente los niveles de
dosificacion adecuados cuando se utilizan de este modo los compuestos de la invencién.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "niveles de dosificacidon adecuados" hace referencia a
niveles de compuesto suficientes para proporcionar concentraciones circulantes suficientemente elevadas para
bloquear eficazmente el canal de NCCa-ATP y evitar o reducir la inflamacion de las células neurales in vivo.

De acuerdo con una realizaciéon concreta de la presente invencion, se contemplan composiciones que comprenden
al menos un compuesto antagonista de SUR1 (como se ha descrito anteriormente), y un portador farmacéuticamente
aceptable.

Los portadores farmacéuticamente aceptables ilustrativos incluyen portadores adecuados para la administracion
oral, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intracutanea, y similares. Se contempla la administracién en forma de
cremas, lociones, comprimidos polvos dispersables, granulos, jarabes, soluciones, suspensiones o emulsiones
acuosas 0 no acuosas estériles, y similares.

Para la preparacién de liquidos orales, los portadores adecuados incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes, y similares, que contienen opcionalmente aditivos tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes
y de suspension, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, y similares.

Para la preparacion de fluidos para la administracion parenteral, los portadores adecuados incluyen soluciones,
suspensiones, o emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Los ejemplos de los disolventes o vehiculos no
acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y aceite de maiz, gelatina, y
ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Tales formas de dosificacién también pueden contener
coadyuvantes tales como agentes conservantes, humectantes, emulsionantes, y dispersantes. Estos se pueden
esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion de bacterias, incorporando agentes
esterilizantes a las composiciones, irradiando las composiciones, o calentando las composiciones. También se
pueden formular en forma de agua estéril, 0 algun otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso. El
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compuesto activo se mezcla en condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable y cualquier
conservante o tampoén necesario que se pueda requerir.

La descripcion anterior de las realizaciones preferidas de la presente invencién se ha presentado con fines
ilustrativos y descriptivos. No se pretende ser exhaustivo ni limitar la invencion a las formas precisas descritas.
Muchas variaciones y modificaciones de las realizaciones descritas en la presente memoria seran evidentes para un
experto en la técnica a la luz de la descripcién anterior. El alcance de la invencion va a ser definido solamente por
las reivindicaciones adjuntas, y por sus equivalentes.

Ademas, al describir realizaciones representativas de la presente invencion, la memoria descriptiva puede haber
presentado el método y/o proceso de la presente invencién como una secuencia particular de etapas. Sin embargo,
en la medida en que el método o proceso no se base en el orden particular de etapas establecidas en el presente
documento, el método o proceso no debe limitarse a la secuencia particular de etapas descritas. Como apreciaria un
experto habitual en la técnica, pueden ser posibles otras secuencias de etapas. Por lo tanto, el orden particular de
las etapas establecidas en la memoria descriptiva no debe interpretarse como limitaciones en las reivindicaciones.
Ademas, las reivindicaciones que se refieren a un método y/o proceso no deben limitarse al desempefo de sus
etapas en el orden escrito, y un experto en la materia puede apreciar facilmente que las secuencias pueden variar.

Las citas completas para las referencias citadas en la presente memoria se proporcionan en la siguiente lista.

Adams DJ, Dwyer TM, Hille B (1980) The permeability of endplate channels to monovalent and divalent metal
cations. J Gen Physiol 75:493-510.

Aguilar-Bryan L., Nichols CG, Wechsler SW, Clement JP, Boyd AE, Ill, Gonzalez G, Herrera-Sosa H, Nguy K,
Bryan J, Nelson DA (1995) Cloning of the beta cell high-affinity sulfonilurea receptor: a regulator of insulin
secretion. Science 268: 423-426.

Barros LF, Stutzin A, Calixto A, Catalan M, Castro J, Hetz C, Hermosilla T (2001) Nonselective cation channels
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REIVINDICACIONES

1. Un antagonista de SUR1 que bloguea el canal de NCca-atp para su uso en (a) la prevencion o el tratamiento de la
inflamacion de las células neurales en el cerebro de un sujeto; (b) el alivio de los efectos negativos de la lesion
cerebral traumatica o la isquemia cerebral derivadas de la inflamacién de las células neurales en un sujeto; (c) tratar
la inflamacién de las células neurales en el cerebro de un sujeto que tiene dafio en el sistema nervioso central o
periférico; o (d) tratar la inflamacion de las células neurales en el cerebro de un sujeto que tiene sangrado en el
cerebro.

2. Un antagonista de SUR1 que bloguea el canal de NCca-aTp para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que es
para su uso en un método para la prevencion o el tratamiento de la inflamacién de las células neurales en el cerebro
de un ser humano que da como resultante de una lesion traumatica en el cerebro o de isquemia cerebral, en cuyo
método el antagonista de SUR1 que blogquea el canal de NCca-atp S€ administra después de la lesion traumatica del
cerebro o la isquemia cerebral.

3. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCca-atp para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que es un compuesto de sulfonilurea.

4. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCc.atp para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, cuyo compuesto se selecciona entre repaglinida, nateglinida, meglitinida, LY397364,
LY389382, gliclazida, glimepirida, MgADP, glibenclamida, tolbutamida y combinaciones de los mismos.

5. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal NCca-atp para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion
anterior en donde el antagonista de SUR1 que bloquea el canal NCca-atp S€ usa en (a) la prevencion o el tratamiento
de la inflamacién de las células neurales en el cerebro de un sujeto; o (b) el alivio de los efectos negativos de la
lesion cerebral traumatica o la isquemia cerebral derivada de la inflamacion de las células neurales en un sujeto; ,
cuyo compuesto se administra por via intravenosa, subcutanea, intramuscular, intracutédnea, intragastrica, oral o en
el cerebro.

6. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCca-atp para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde la isquemia cerebral es ictus.

7. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCca-atp para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el sujeto ha sufrido un ictus.

8. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCca-atp para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el sujeto ha sufrido una lesion cerebral traumatica.

9. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal NCCa-ATP para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que se administra en forma de una formulaciéon que contiene el compuesto y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

10. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal de NCc-atp para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, que se
administra en forma de una composicién farmacéutica que contiene como portador farmacéuticamente aceptable un
azucar seleccionado entre lactosa, glucosa y sacarosa.

11. Un antagonista de SUR1 que bloquea el canal NCca-aTp para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde

el vehiculo farmacéuticamente aceptable es adecuado para la administracion oral, intravenosa, subcutanea,
intramuscular o intracutanea.
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Uso de compuestos de sulfonilurea como tratamiento para la inflamacion del cerebro
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