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DESCRIPCION
Neuroproteccion retiniana por inhibidores de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR

La presente invencion se refiere al campo de la medicina y mas particularmente al tratamiento de patologias
retinianas.

Antecedentes tecnolégicos de la invencion

La retina es una membrana de aproximadamente 0,5 mm de espesor que tapiza la cara interna del ojo. Percibe una
sefial luminosa y la transforma en sefal eléctrica gracias a la fototransduccion que tiene lugar en los fotorreceptores
retinianos. Esta sefal eléctrica sera transmitida a continuacion al cerebro por medio de las células bipolares y
ganglionares retinianas y luego por medio del nervio 6ptico. La retina es, desde un punto de vista embrioldgico e
histolégico, una prolongacion del sistema nervioso central, ya que se forma durante la embriogénesis a partir de
deformaciones laterales de la ampolla neural que forman las vesiculas 6pticas que mas tarde daran lugar a las
retinas. Por tanto, el ojo, y mas particularmente la retina, esta conectado directamente al cerebro por el nervio dptico.
Este esta formado por los axones de las células ganglionares retinianas que transmiten la informacién recogida por
la retina, a lo largo de las vias Opticas, a la corteza occipital en la que se integra esta informacion.

Clinicamente, la retina es la localizacién de numerosas patologias, incluidas las asociadas a la isquemia retiniana,
que da como resultado una degeneracion celular responsable de la alteracion de la funcién visual. Estos trastornos
isquémicos se pueden observar en diversas retinopatias y neuropatias opticas agudas, tales como oclusiones
arteriales o venosas de la retina u contusiones oculares o cronicas, tales como la degeneracidon macular asociada a
la edad (DMAE), glaucoma, retinopatia diabética o incluso retinopatia del prematuro. El glaucoma y la DMAE son las
dos causas principales de ceguera en los paises industrializados y constituyen un importante problema de salud
publica.

Numerosos estudios han demostrado que los fendmenos de excitotoxicidad eran en parte responsables de las
neuropatias retinianas isquémicas, particularmente en el caso del glaucoma (Franzco, 2006). En efecto, los
trastornos isquémicos provocan una estimulacién excesiva de los receptores del glutamato, un neurotransmisor
excitador. Esta activacion induce una sobrecarga de calcio responsable de lesiones y muerte celulares. La
implicacion de los receptores ionotropicos del glutamato en la toxicidad de la isquemia ha sido confirmada por el
efecto neuroprotector de sus antagonistas (Lam et al., 1997; Yoon et al., 1989; Osborne et al., 1996; Tsukahara et
al., 1992). La excitotoxicidad puede ser igualmente responsable de la degeneracion de las células retinianas en
patologias tales como el desprendimiento de retina (Sherry and Townes-Anderson, 2000), en trastornos retinianos
relacionados con patologias asociadas a un déficit vascular, tales como la retinopatia drepanocitica, o incluso en el
caso de un tratamiento quirdrgico de la retina con laser (fotocoagulacion).

Hasta la fecha, se han ensayado numerosas moléculas para tratar o prevenir las patologias asociadas a la isquemia
retiniana o la excitotoxicidad retiniana, como por ejemplo los antagonistas competitivos y no competitivos de los
receptores del glutamato (Lam et al., 1997; Yoon et al., 1989; Vorwerck et al., 1996); capturadores de radicales libres
(Celeci et al., 2002; Szabo et al., 2001); antagonistas de los receptores adrenérgicos (Donello et al., 2001; Chao et
al., 2001); factores neurotréficos (Fontaine et al., 2002) o incluso inhibidores de la liberacion presinaptica del
glutamato.

Sin embargo, es susceptible que el modo de administracion de algunas de estas moléculas, asi como su actividad
en los otros 6rganos generen efectos secundarios indeseables. Ademas, su eficacia a dosis utilizables clinicamente
sigue siendo, hasta la fecha, muy insuficiente. Sigue habiendo por tanto una necesidad real de encontrar nuevos
compuestos que permitan tratar y/o prevenir estas patologias.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la presente invencion es proporcionar nuevos compuestos que se puedan usar en el tratamiento y/o la
prevencion de patologias asociadas a la isquemia retiniana y/o a la excitotoxicidad retiniana.

El objeto de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere en primer lugar a un inhibidor de los canales ionicos regulados por la subunidad
receptora de sulfonilureas (abreviadamente SUR por su expresion en inglés SulfonylUrea Receptor) para uso en el
tratamiento y/o la prevencién de una patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana.

El inhibidor se selecciona del grupo constituido por glibenclamida, acetohexamida, carbutamida, glibornurida,
clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliquidona, gliclopiramida, glisoxepida y glimepirida.
Preferiblemente, el inhibidor es glibenclamida.

Segun un modo particular de realizacion, el inhibidor se administra en combinacidon con otra sustancia activa,
simultanea o secuencialmente.

Segun un modo de realizacion, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana se
selecciona del grupo constituido por glaucoma, neuropatias 6pticas glaucomatosas sin hipertonia, degeneracion
macular asociada a la edad, inflamaciones intraoculares agudas o crénicas (uveitis, uveo-retinitis, coroiditis),
neuropatias opticas isquémicas o téxicas, endoftalmitis, retinitis infecciosa, retinopatia diabética, retinopatia del
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prematuro, retinopatia isquémica proliferante, retinitis pigmentarias, retinopatias asociadas a una hemoglobinopatia,
foto-degeneracion, desprendimiento de retina, patologias vasculares retinianas y coroideas (estenosis, trombosis y
oclusiones vasculares), hemorragias retinianas y/o coroidianas y degeneraciones retinianas hereditarias o
adquiridas. Preferiblemente, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana se
selecciona del grupo constituido por glaucoma, degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia diabética,
retinopatia del prematuro, retinopatia isquémica proliferante y retinitis pigmentaria.

Segun un modo particular de realizacion, el sujeto a tratar es un ser humano, en particular un lactante, un nifio o un
adulto. Segun otro modo de realizacion, el sujeto a tratar es un animal seleccionado del grupo constituido por un
perro, un gato, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo y un primate no humano.

Segun otro modo particular de realizacion, el inhibidor se administra por via intravitrea, por via subconjuntival, por
via oral, por instilaciéon tépica, por via periocular e intraocular o por via parenteral. Preferiblemente, el inhibidor se
administra por via intravitrea, por via subconjuntival, por via oral o por instilacién topica.

En un segundo aspecto, la presente memoria describe el uso de un inhibidor de canales idnicos regulados por la
subunidad SUR para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de una patologia ocular
asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana.

En otro aspecto, la presente memoria describe un método para tratar y/o prevenir una patologia ocular asociada a
una isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana en un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion a dicho sujeto de una dosis terapéuticamente eficaz de un inhibidor de los canales idnicos regulados
por la subunidad SUR.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Control negativo efectuado sin la enzima para el marcaje de final de corte de dUTP-biotina de
desoxinucleotidil-transferasa terminal (abreviadamente TUNEL, por sus siglas en inglés) sobre una lamina de retina
de control. (A) Marcaje de la lamina de retina con 4,6-diamidino-2-fenilindol (abreviadamente DAPI, por sus siglas en
inglés). (B) Marcaje de la lamina de retina por TUNEL. (C) Fotos A y B fusionadas.

Figura 2: Control positivo efectuado por observacion del epitelio superficial de la cornea de las retinas estudiadas,
que comprende habitualmente células apoptdsicas. (A) Marcaje con DAPI. (B) Marcaje TUNEL. (C) Fotos Ay B
fusionadas.

Figura 3: Degeneracion de las células de la retina inducida por D-aspartato de N-metilo (abreviadamente NMDA, por
sus siglas en inglés): capas de células bipolares y ganglionares. (A) Marcaje con DAPI. (B) Marcaje TUNEL. (C)
Fotos A y B fusionadas.

Figura 4: Efecto del dimetilsulféxido (DMSO) sobre las células de la retina con o sin inyeccion de NMDA. (A) Marcaje
de las células después de la inyeccion de DMSO, con DAPI y por TUNEL. (B) Control negativo efectuado sin enzima
para TUNEL. (C) Marcaje con DAPI y por TUNEL de las células de retina después de la inyeccion de DMSO con
NMDA. (D) Marcaje con DAPI y por TUNEL de las células de retina, Unicamente después de inyeccion de NMDA.

Figura 5: Histograma de los nimeros medios de células apoptdsicas por campo para cada grupo de ratas. DMSO:
inyeccion de DMSO solo (grupo 5); NMDA + DMSO: co-inyeccion de NMDA y DMSO (grupo 6); NMDA: inyeccion de
NMDA solo (grupo 4); GLI 100 ng: co-inyeccion de NMDA y 100 ng de glibenclamida (grupo 3); GLI 10 ng: co-
inyeccion de NMDA y 10 ng de glibenclamida (grupo 2); GLI 1 ng: co-inyeccion de NMDA y 1 ng de glibenclamida
(grupo 1).

Figura 6: Grafico que representa el nimero de células apoptodsicas por campo de observacion del corte de retina
después de inyeccion intravitrea de 1 ng de glibenclamida (GLI 1 ng IVT), 0,01 ng de glibenclamida (GLI 0,01 ng
IVT) y de una soluciéon de DMSO (DMSO IVT). Ensayo no paramétrico de Mann-Whitney (* p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001).

Figura 7: Estructura de las capas retinianas observadas por el marcaje con DAPI. (A) Después de la co-inyeccion de
NMDA y DMSO; (B) después de la co-inyeccion de NMDA y 1 ng de glibenclamida; (C) después de la co-inyeccion
de NMDA y 0,01 ng de glibenclamida.

Figura 8: Grafico que representa el nimero de células apoptdsicas por campo de observacion del corte de retina
después de administracion por via oral de 10 mg/kg de glibenclamida (GLI 10 mg/kg VO) o de una solucion de
DMSO (DMSO VO) e inyeccion intravitrea de NMDA el mismo dia. Ensayo no paramétrico de Mann-Whitney (* p =
0,012).

Figura 9: Grafico que representa el nimero de células apoptosicas por campo de observacion del corte de retina
después de administracion por via subconjuntival de 1 ng de glibenclamida (GLI 1 ng SCJ) o de una solucion de
DMSO (DMSO SCJ) e inyeccion intravitrea de NMDA el mismo dia. Ensayo no paramétrico de Mann-Whitney (*** p
= 0,0002).

Figura 10: Grafico que representa el nimero de células apoptdsicas por campo de observacion del corte de retina
después de administracion por via intravitrea de 100 pg (GLI 100 microgramos D-5) o 100 ng (GLI 100 ng D-5) de
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glibenclamida o de una soluciéon de BSS (BSS D-5) 5 dias antes de la inyeccion intravitrea de NMDA. Ensayo no
paramétrico de Mann-Whitney (*** p <0,0001).

Descripcion detallada de la invencion

Los canales de potasio dependientes de ATP (K(ATP)) son hetero-octomeros formados por 4 subunidades de
canales de K* de rectificacion interna (abreviadamente Kir6.x, por su expresion en inglés Inwardly rectifying K*
channel) que delimitan el propio canal i6nico y 4 subunidades reguladoras SUR (receptor de sulfonilureas). Estos
canales estan presentes en numerosos tipos de células, especialmente en las células pancreaticas y las células
neuronales en forma Kir6.x/SUR1.

En las células pancreaticas, los canales Kir6.2/SUR1 estan implicados en la regulaciéon glicémica. La hiperglicemia
en la sangre provoca un aumento de la utilizacion de glucosa por las células beta pancreaticas, lo que ocasiona un
aumento de la produccién de ATP y una disminucion de la relacion ADP/ATP en la célula. La disminucion de esta
relacion induce el cierre del canal K(ATP) Kir6.2/SUR1 que conduce a una despolarizacion celular. Esta induce la
apertura del canal de Ca?* dependiente del voltaje, el aumento del Ca?* intracelular y, finalmente, la liberacion de
insulina.

Las sulfonilureas y las meglitinidas son agentes hipoglicemiantes utilizados en el tratamiento de la diabetes. Se unen
a la subunidad SUR de los canales Kir6.2/SUR1 y bloquean su apertura lo que provoca un aumento de la liberacion
de insulina.

Los canales Kir6.x/SUR1 estan igualmente presentes en el cerebro (Liss et al., 2001) donde contribuyen a la
proteccion del sistema nervioso central (SNC) contra la isquemia. En efecto, la activacion de estos canales se induce
durante un estado metabdlico que genera un agotamiento del ATP, tal como hipoxia, y permite disminuir el consumo
de energia. Sin embargo, se ha demostrado igualmente la participacion de estos canales en el edema cerebral
consecuencia de una isquemia y el uso de sulfonilureas ha permitido observar el efecto neuroprotector de estos
compuestos en un modelo de isquemia cerebral in vitro (Nistico et al., 2007).

Se ha demostrado igualmente que la subunidad reguladora SUR1 estaba sobreexpresada durante las lesiones del
SNC, principalmente en el curso de ciertas isquemias cerebrales. Esta sobreexpresion esta correlacionada con la
expresion del canal del cation calcio no selectivo dependiente de ATP (NCcs-ATP) del cual SUR1 constituye
igualmente la subunidad reguladora. En cambio, no parece correlacionada con la expresion del canal Kir6.2/SUR1
(Simard et al., 2006). El canal NCc,-ATP no se expresa de manera constitutiva en el SNC, sino Unicamente durante
lesiones neuronales o episodios isquémicos. La administracion de sulfonilureas durante una isquemia cerebral
permite, por su unién con SUR1, reducir a la mitad la tasa de mortalidad de los pacientes, pero igualmente reducir la
extension de las lesiones (Simard et al., 2008; WO 2008/089103).

En cambio, la acciéon neuroprotectora de las sulfonilureas como inhibidores de los canales idnicos, nunca se ha
demostrado en otros tejidos distintos al sistema nervioso central.

En la presente solicitud, los inventores han demostrado que la administraciéon de un inhibidor de los canales iénicos
regulados por la subunidad SUR permitié tratar o prevenir patologias retinianas asociadas a la isquemia o a
fendmenos de excitotoxicidad retiniana o miopia. Igualmente demostraron, en un modelo in vivo de degeneracion
retiniana, que estos inhibidores presentaban un efecto neuroprotector retiniano y que su uso permitia disminuir las
lesiones retinianas provocadas por la administracion de una excitotoxina, tal como el D-aspartato de N-metilo
(NMDA). Los inventores han demostrado ademas que estos inhibidores podian ser administrados eficazmente por
diferentes vias, principalmente por via intravitrea, oral o subconjuntival, y que estaban totalmente desprovistos de
toxicidad para las células de la retina, y eso, incluso administrados en altas dosis.

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un inhibidor de los canales iénicos regulados por la
subunidad SUR para utilizacién en el tratamiento y/o prevencion de una patologia ocular asociada a la isquemia
retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana.

En la presente memoria, el término «inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR» se refiere a
un compuesto capaz de bloquear la apertura de los canales iénicos regulados por la subunidad SUR y, por tanto,
capaz de bloquear el flujo de iones a través de la membrana celular, uniéndose a una subunidad de dichos canales.
Los canales ionicos regulados por la subunidad SUR comprenden, por ejemplo, los canales de potasio Kir6.2/SUR1,
los canales de cation calcio no selectivos dependientes de ATP (NCcs-ATP) y cualquier canal que permita la
conductancia iénica, acoplado a la subunidad SUR1 o SUR2 (A o B).

Segun un aspecto descrito en la presente memoria, el inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad
SUR es un ligando de la subunidad SUR. Preferiblemente, la subunidad SUR se selecciona del grupo que consiste
en SUR1 (GenelD: 6833), SUR2A y SUR2B (GenelD: 10060, ambos codificados por el gen ABCC9 (casete de unién
a ATP, subfamilia C (CFTR/MRP), miembro 9, también denominado ABC37, CMD10, FLJ36852, SUR2) y
procedente de un empalme alternativo). De una manera particularmente preferida, la subunidad SUR es la
subunidad SUR1.

Segun un aspecto descrito en la presente memoria, el inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad
SUR se selecciona de un grupo constituido por sulfonilureas y meglitinidas (o glinidas), y una cualquiera de sus
combinaciones.
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Las sulfonilureas que pueden ser utilizadas segun la presente descripcion comprenden, como ejemplo y de manera
no limitativa, glibenclamida (o gliburida), acetohexamida, carbutamida, glibornurida, clorpropamida, tolbutamida,
tolazamida, glipizida, gliclazida, gliquidona, gliciclopiramida, glisoxepida o glimepirida.

Las meglitinidas que pueden ser utilizadas segun la presente descripcion comprenden, como ejemplo y de forma no
limitativa, repaglinida, nateglinida o mitiglinida.

El inhibidor de los canales iénicos regulados por la subunidad SUR es una sulfonilurea seleccionada del grupo
constituido por glibenclamida, acetohexamida, carbutamida, glibornurida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida,
glipizida, gliquidona, gliciclopiramida, glisoxepida o glimepirida. De manera particularmente preferida, el inhibidor de
los canales idnicos regulados por la subunidad SUR es glibenclamida.

El inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR se puede usar solo o en combinacién con uno u
otros varios inhibidores de dichos canales.

El inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR puede ser utilizado igualmente en combinacion
con una u otras varias sustancias activas. El inhibidor y dicha o dichas sustancias activas se pueden administrar
simultanea o secuencialmente. Estas sustancias se pueden elegir principalmente de forma que supriman o limiten la
hipoglicemia provocada por la administracion sistémica de agentes hipoglicemiantes, tales como sulfonilureas o
meglitinidas, como por ejemplo glucosa o glucagon. Se pueden seleccionar igualmente con el fin de que aumenten el
efecto neuroprotector de la composicion administrada. En este caso, estas sustancias se pueden elegir entre las
diferentes sustancias conocidas por su actividad de neuroproteccion, tales como por ejemplo, dizocilpina,
memantina, riluzol, amantadina, dextrometorfano, dextrorfano, lacosamida, aptiganel, brimonidina y otros agonistas
a2-adrenérgicos, diltiazem, sirtuinas y sus activadores, tales como resverastrol, rapamicina y sus analogos, agentes
dopaminérgicos, anti-inflamatorios esteroideos y no esteroideos, en particular el acido acetilsalicilico, los factores de
crecimiento denominados insulin-like, en particular insulina, IGF-1, IGF-2, hormona del crecimiento y sus analogos,
estrégeno y progesterona y sus analogos, estatinas, factores neurotroficos, en particular NGF, PEDF, GDNF, CNTF,
VEGF, sus analogos y sus activadores, agentes antioxidantes captores de radicales libres o incluso células madre y
células estromales de médula o6sea. Alternativamente, estas sustancias se pueden elegir entre las diferentes
sustancias que se sabe que tienen propiedades anti-isquémicas o anti-excitotdxicas, tales como por ejemplo,
dizocilpina (MK 801), magnesio, dextrometorfano, flupirtina, memantina, ketamina, SOD/catalasa, lazaroide,
dimetiltiourea, diosmina/hesperidina, melatonina, vitamina E, acido lipoico, deferoxamina, ibuprofeno, L-NMMA, L-
NNA, aminoguanidina, L-NAME, flunarizina, gangliésido, betaxolol, genisteina e ifenprodil.

El inhibidor segun la invencion se puede administrar igualmente en combinacién con una o varias sustancias
seleccionadas del grupo constituido por bloqueadores beta (por ejemplo, timolol), agonistas alfa-2 adrenérgicos (por
ejemplo, brimonidina), analogos de la prostaglandina F2 alfa (por ejemplo, latanoprost), prostamidas (por ejemplo,
bimatoprost), inhibidores de la anhidrasa carbdnica por via local y/o general (por ejemplo, dorzolamina o
acetazolamida), adrenalina y compuestos adrenalinicos, antimetabolitos, tales como mitomicina C, 5-fluorouracilo o
5-clorouracilo, talidomida, inhibidores de los factores de crecimiento FGF, VEGF, PGF o sus receptores, inhibidores
de IGF (insulin-like growth factor), de IRS-1 o de IRS-2, inhibidores de metaloproteinasas, corticosteroides o
derivados, anti-inflamatorios no esteroideos, inhibidores de integrinas av3 y av5, inhibidores de la angiopoyetina,
estatinas (por ejemplo, endostatina, angiostatina, octreétido), carboxiamidotriazol, estradiol y sus derivados,
trombospondinas, agentes parasimpaticoliticos, agentes simpatomiméticos, sulfadiazina, pirimetamina, acido
folinico, agentes anti-infecciosos o agentes antiparasitarios (por ejemplo, hidroxinaftoquinonas), vancomicina,
amikacina, ceftazidima, gentamicina, inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina (por ejemplo,
candesartan) o inhibidores o activadores de las proteinas quinasas C, carbégeno y activador tisular del
plasminégeno.

El inhibidor segun la invencién se puede administrar igualmente en combinacién con una o varias sustancias usadas
para tratar la hipertension ocular, tales como bloqueadores beta (por ejemplo, timolol), agonistas alfa-2 adrenérgicos
(por ejemplo, brimonidina), analogos de las prostaglandinas F2 alfa (por ejemplo, latanoprost), prostamidas (por
ejemplo, bimatoprost), inhibidores de la anhidrasa carbénica por via local y/o general (por ejemplo, dorzolamina o
acetazolamida), adrenalina y compuestos adrenalinicos. El inhibidor segin la invencion se puede administrar
igualmente a pacientes tratados por hipertension ocular por medios quirirgicos, tales como trabeculectomia o
esclerectomia profunda, trabeculoplastia con laser, tratamiento con ultrasonidos o criocirugia. El inhibidor segun la
invencion se puede administrar igualmente en combinacidon con antimetabolitos, tales como mitomicina C, 5-
fluorouracilo o 5-clorouracilo.

El inhibidor segun la invencién se puede administrar igualmente en combinacién con una o varias sustancias usadas
para tratar o inhibir la neovascularizacién, tales como talidomida, inhibidores de los factores de crecimiento FGF,
VEGF, PGF o de sus receptores, inhibidores de IGF (insulin-like growth factor), de IRS-1 o de IRS-2, inhibidores de
metaloproteinasas, corticosteroides o derivados, anti-inflamatorios no esteroideos, inhibidores de integrina avf3 y
avB5, inhibidores de angiopoyetina, estatinas (por ejemplo, endostatina, angiostatina, octreétido),
carboxiamidotriazol, estradiol y sus derivados, y trombospondinas. El inhibidor segun la invencion se puede
administrar igualmente a pacientes sometidos a un tratamiento quirdrgico para inhibir la neovascularizacion, tal como
tratamiento con laser, fototerapia dinamica, cirugia, radioterapia o termoterapia transpupilar.
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El inhibidor segun la invencion se puede utilizar igualmente en el tratamiento de la uveitis en combinacion con una o
varias sustancias utilizadas para tratar la uveitis. En particular, se puede utilizar en combinaciéon con corticoides,
agentes anti-inflamatorios no esteroideos, agentes parasimpaticoliticos o agentes simpatomiméticos.

El inhibidor segun la invencién se puede utilizar igualmente en el tratamiento de las retinocoroiditis en combinacion
con una o varias sustancias utilizadas para tratar estas patologias, tales como corticoides, sulfadiazina,
pirimetamina, acido folinico, agentes anti-infecciosos o agentes antiparasitarios (por ejemplo, hidroxinaftoquinonas).

El inhibidor segun la invencion se puede utilizar igualmente en el tratamiento de la endoftalmitis en combinacion con
una o varias sustancias utilizadas para tratar esta patologia, tales como vancomicina, amikacina, ceftazidima,
gentamicina o corticoides. Se puede administrar igualmente a pacientes sometidos a una vitrectomia.

El inhibidor segun la invencidon se puede administrar igualmente a pacientes sometidos a un tratamiento quirargico
para tratar la retinopatia diabética, tal como un tratamiento de neovascularizaciones, fotocoagulacion con laser del
edema macular diabético, vitrectomia o colocacion de implantes intravitreos de corticoides. Se puede utilizar
igualmente en combinacién con una o varias sustancias utilizadas para tratar la retinopatia diabética, tales como, por
ejemplo, inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina (por ejemplo, candesartan) o inhibidores o
activadores de las proteinas quinasas C.

El inhibidor segun la invencion se puede administrar igualmente a pacientes sometidos a un tratamiento quirargico
para tratar la retinopatia del prematuro, tal como tratamiento con laser, crioterapia, vitrectomia o plegamiento
escleral. Se puede utilizar igualmente en combinacion con una o varias sustancias utilizadas para tratar la retinopatia
del prematuro, tales como por ejemplo agentes anti-inflamatorios no esteroideos.

El inhibidor segun la invencidon se puede administrar igualmente a pacientes sometidos a un tratamiento quirargico
para tratar estenosis, oclusiones y trombosis retinianas, tales como puncion de la camara anterior, endarterectomia
carotidea o un tratamiento de las neovascularizaciones. Se puede utilizar igualmente en combinacion con una o
varias sustancias utilizadas para tratar estenosis, oclusiones y trombosis, tales como corticoides o carbdgeno.

El inhibidor segun la invencidon se puede administrar igualmente a pacientes sometidos a un tratamiento quirtrgico
para tratar hemorragias retino-coroideas, tal como inyeccion de gas de tamponamiento (por ejemplo,
perfluorocarbono). Se puede utilizar igualmente en combinacién con una o varias sustancias utilizadas para tratar
hemorragias retino-coroideas, tales como el activador tisular del plasminégeno (tPA).

El inhibidor segun la invencion se puede utilizar igualmente en combinacién con una terapia génica de las retinitis
pigmentarias.

Cuando el inhibidor segun la invencion se administra a pacientes sometidos a un tratamiento quirdrgico, se puede
administrar antes, durante o después del tratamiento quirdrgico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término «tratamiento» se refiere a cualquier acto que permita
disminuir, suprimir o retardar los sintomas asociados a una patologia. El término «prevencién» se refiere a cualquier
accion para prevenir la aparicion de sintomas asociados a una patologia. Mas particularmente, el término
«tratamiento de una patologia ocular asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana» se refiere
a cualquier acto que permita disminuir, suprimir o retardar la degeneracion de las células retinianas. El término
«prevencion de una patologia ocular asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana» se refiere a
cualquier accion destinada a prevenir la aparicion del fendmeno de degeneracion de las células retinianas.

El término «patologia ocular asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana», tal como se utiliza
en esta memoria, se refiere a cualquier estado patolégico que implique una lesion retiniana generada por un
fendmeno de isquemia y/o de excitotoxicidad. Estas patologias comprenden, como ejemplo y sin limitacion,
glaucoma, neuropatias opticas glaucomatosas sin hipertonia (tales como glaucoma a presion normal), degeneracion
macular asociada a la edad, inflamaciones intraoculares agudas o crénicas (uveitis, uveo-retinitis, coroiditis),
neuropatias épticas isquémicas o téxicas, endoftalmitis, retinitis infecciosas, retinopatia diabética, retinopatia del
prematuro, retinopatia isquémica proliferante, retinitis pigmentarias, retinopatias asociadas a una hemoglobinopatia,
tal como drepanocitosis o talasemia, una fotodegeneracion o incluso desprendimiento de retina, patologias
vasculares retinianas y coroideas (estenosis, trombosis y oclusiones), hemorragias retinianas y/o coroideas, miopia o
incluso degeneraciones retinianas hereditarias o adquiridas.

Estas patologias oculares pueden provenir igualmente de los efectos secundarios de ciertos tratamientos oftalmicos,
principalmente cirugias oculares, fotocoagulacion, fototerapia dinamica, termoterapia transpupilar, inyeccion
intraocular de gas, de la administracion de ciertos medicamentos, tales como, por ejemplo, interferones,
corticosteroides, antiangiogénicos, agentes vasoconstrictores o de las quimioterapias o incluso de tratamientos
radioterapéuticos. Con el fin de prevenir estas patologias, el inhibidor segun la invencion se puede administrar previa
y/o simultaneamente y/o posteriormente al tratamiento terapéutico susceptible de provocar una lesion retiniana.

Ciertas patologias oculares que implican una degeneracion de las células retinianas provocada por un fenémeno de
isquemia o excitotoxicidad pueden igualmente tener su origen en patologias arteriales, venosas o microvasculares,
en anomalias hematoldgicas o en hemorragias o infartos.
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Segun un modo particular de realizacion, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad
retiniana se selecciona del grupo constituido por glaucoma, neuropatias opticas glaucomatosas sin hipertonia,
degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, retinopatia isquémica
proliferante y una retinitis pigmentaria.

Segun otro modo particular de realizacion, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad
retiniana se selecciona del grupo constituido por neuropatias 6pticas glaucomatosas sin hipertonia, inflamaciones
intraoculares agudas o cronicas (uveitis, uveo-retinitis, coroiditis), neuropatias Oopticas isquémicas o toxicas,
endoftalmitis, retinitis infecciosas, retinopatia del prematuro, retinitis pigmentarias, retinopatias asociadas a una
hemoglobinopatia, tal como drepanocitosis o talasemia, una fotodegeneracion o incluso desprendimiento de retina,
patologias vasculares retinianas y coroideas (estenosis, trombosis y oclusiones), hemorragias retinianas y/o
coroideas, o incluso degeneraciones retinianas hereditarias o adquiridas.

Segun otro modo particular de realizacion, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad
retiniana se selecciona del grupo constituido por glaucoma a presion normal, uveitis, uveo-retinitis, coroiditis, retinitis
infecciosas, retinopatia del prematuro, retinitis pigmentarias, retinopatias asociadas a la drepanocitosis o talasemia,
y hemorragias retinianas y/o coroideas.

Segun otro modo de realizacion particular, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad
retiniana es la miopia.

Segun un modo de realizacion preferido, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad
retiniana es el glaucoma o la retinopatia diabética. Segin un modo de realizacién particularmente preferido, la
patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana es el glaucoma.

Segun un aspecto descrito en la presente memoria, la patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una
excitotoxicidad retiniana es la retinopatia diabética y el inhibidor de los canales i6nicos regulados por la subunidad
SUR se selecciona del grupo constituido por glibenclamida, acetohexamida, carbutamida, glibornurida,
clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliquidona, gliclopiramida, glisoxepida, glimepirida, repaglinida,
nateglinida y mitiglinida, y una cualquiera de sus combinaciones. Preferiblemente, el inhibidor de los canales iénicos
regulados por la subunidad SUR es glibenclamida.

El sujeto a tratar, o paciente, es un animal, preferiblemente un mamifero. Segin un modo de realizacion, el sujeto a
tratar es un animal seleccionado del grupo constituido por un perro, un gato, un caballo, una vaca, una oveja, un
cerdo y un primate no humano. Segun un modo de realizacion preferido, el sujeto a tratar es un ser humano
seleccionado del grupo constituido por un lactante, un nifio y un adulto.

El inhibidor utilizado segun la invencion se administra al paciente en forma de una composicién farmacéutica que
comprende al menos un inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR y un vehiculo y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Los excipientes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser
utilizados son bien conocidos por los expertos en la técnica (Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition,
A.R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company [1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and
Proteins, S. Frokjaer and L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd
edition, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press [2000]). La composicion farmacéutica que comprende el inhibidor de los
canales idnicos regulados por la subunidad SUR puede estar en forma de comprimidos, capsulas, capsulas de
gelatina, granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, polimeros, nanoparticulas, microesferas, supositorios,
enemas, geles, pastas, unguentos, cremas, emplastos, pociones, inyectables, implantes, pulverizaciones o
aerosoles.

El inhibidor de los canales idnicos regulados por la subunidad SUR utilizado segun la presente invencion se puede
administrar por via oral, sublingual, cutanea, subcutanea, intramuscular, intravenosa, parenteral, topica, local,
intratraqueal, intranasal, transdérmica, rectal, intravitrea, intracamerular, subretiniana, supracoroidea, intraocular,
periocular, subconjuntival o intraauricular. Preferiblemente, el inhibidor de los canales idnicos regulados por la
subunidad SUR se administra por via intravitrea, subconjuntival u oral o por instilacion tdpica. El compuesto se
puede utilizar igualmente como agente de irrigacion durante la cirugia vitreorretiniana o como adyuvante de una
cirugia intraocular. Eventualmente, se puede administrar conjuntamente con un agente de tamponamiento interno
degradable o no degradable.

El inhibidor segun la invencién se administra al paciente a una dosis terapéuticamente eficaz. El término «dosis
terapéuticamente eficaz», tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la cantidad de inhibidor de los
canales ionicos regulados por la subunidad SUR necesaria para observar una actividad terapéutica o preventiva en
una patologia ocular asociada a una isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana. La cantidad de inhibidor
de los canales i6nicos regulados por la subunidad SUR que debe administrarse, asi como la duracion del
tratamiento, son evaluados por los expertos en la técnica segun el estado fisioldgico del sujeto a tratar, la patologia a
tratar o prevenir, el inhibidor elegido y la via de administracién utilizada. El inhibidor segun la invencion se puede
administrar en forma de una dosis Unica o de dosis multiples.

Segun un modo de realizacién de la invencion, el inhibidor se administra al paciente por via intravitrea en forma de
una composicion farmacéutica que comprende entre 0,01 pg y 100 pg de inhibidor por unidad de dosis,
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preferiblemente entre 0,01 ng y 1000 ng de inhibidor, y de manera particularmente preferida entre 0,01 ng y 100 ng
de inhibidor.

Segun otro modo de realizacion, el inhibidor se administra al paciente por via oral en forma de una composicion
farmacéutica que comprende entre 0,001 mg y 150 mg de inhibidor por kilogramo de peso corporal por unidad de
dosis, preferiblemente entre 0,01 mg y 150 mg de inhibidor por kilogramo de peso corporal, y de manera
particularmente preferida entre 5y 15 mg de inhibidor por kilogramo de peso corporal. Incluso segun otro modo de
realizacion, el inhibidor se administra al paciente por via subconjuntival en forma de una composicion farmacéutica
que comprende entre 0,1 pg y 1000 ng de inhibidor por unidad de dosis, preferiblemente entre 0,1 ng y 100 ng de
inhibidor, y de manera particularmente preferida entre 1 ng y 100 ng de inhibidor.

Segun un modo de realizacion particular, el inhibidor se administra al paciente por via intravitrea en forma de una
composicion farmacéutica que comprende entre 0,1 pg y 1 pg de inhibidor por unidad de dosis, de una a 4 veces al
mes. Preferiblemente, el compuesto se formula en un sistema de liberacion prolongada que permite su inyeccion
cada 4 a 8 semanas. De manera particularmente preferida, el compuesto se formula en un sistema de liberacion
prolongada que permite su inyeccion de dos a cuatro veces al afio.

La presente memoria describe igualmente la utilizacion de un inhibidor de los canales iénicos regulados por la
subunidad SUR para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento y/o a la prevencién de una patologia
ocular asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana.

La presente memoria describe ademas un método de tratamiento y/o prevencion de una patologia ocular asociada a
una isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana en un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de un inhibidor de los canales idnicos regulados por la
subunidad SUR de dicho sujeto. Segun un aspecto, el sujeto a tratar es un animal seleccionado del grupo constituido
por un perro, un gato, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo y un primate no humano. Segun un aspecto
preferido, el sujeto a tratar es un ser humano.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion apareceran mejor con la lectura de los ejemplos siguientes dados a
titulo ilustrativo y no limitativo.

Ejemplos
Material y métodos
Modelo de degeneracion retiniana inducida por el NMDA en la rata

Para inducir una neurodegeneracion retiniana, los inventores inyectaron en el cuerpo vitreo de ratas D-aspartato de
N-metilo (NMDA), modelo conocido de excitotoxicidad retiniana durante el cual el NMDA, analogo sintético del
glutamato, contribuye a la muerte celular (Crisanti et al., 2006). Presente en cantidad demasiado grande, el NMDA
hiperactiva los receptores excitadores neuronales (receptores de NMDA) que se vuelven permeables al calcio. La
inyeccion de NMDA provoca un aumento en la concentracién intracelular de Ca?*. El calcio intracelular activa
enzimas (fosfolipasas C, endonucleasas, proteasas) que degradan las estructuras celulares y conducen a la
apoptosis.

Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos de 8 semanas que pesaban 320 a 350 g. Las ratas se mantuvieron en un
animalario estandar con un ciclo de luz de 12 horas dia/12 horas noche, a una temperatura de 21°C +/- 1°C y una
humedad de 55 +/- 5%.

Anestesias

Las ratas se anestesiaron con una inyeccion intramuscular de pentobarbital sédico (30 mg/kg, CEVA Santé
Animale). Se obtuvo una anestesia local de los ojos por instilacion de Tétracaine© (colirio, 1X, unidosis de 0,4 mL,
laboratorio TVM, Lempdes, Francia).

Cortes en congelacion

Se colocaron ojos enucleados de ratas en moldes «cubicos» rellenos con un gel de recubrimiento (Tissue Teck©
OCT - Optimal Cutting Temperature) que permite congelar los ojos a -80°C cuando el conjunto del dispositivo se
sumerge en nitrogeno liquido. Estos moldes permiten obtener bloques de forma cubica con el fin de obtener luego
cortes netos evitando movimientos involuntarios de los globos oculares que podrian alterar la disposiciéon de los
tejidos que forman el ojo.

Los cortes se realizaron a -20°C y median 10 pm de espesor. Estos cortes se colocaron sobre laminas previamente
gelatinizadas para permitir su adherencia.

Método TUNEL
(Tunel = TdT mediated dUTP-biotin Nick End Labeling; TdT = Terminal deoxynucleotidyl Transferase)
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Esta técnica se utiliza para detectar las células apoptdsicas. Se basa en el hecho de que la apoptosis esta
acompafada por una fragmentacion del ADN. La enzima TdT permite afiadir un nucleétido marcado a los extremos
3'-OH resultantes de la fragmentacion del ADN. La sefial es luego amplificada por una peroxidasa.

Los cortes de retinas fueron permeabilizados por incubacion en una solucién de Triton X100 (0,3%) durante 20
minutos a temperatura ambiente y luego se incubaron a 37°C durante 1 hora con 50 pL por lamina de mezcla de
reaccion TUNEL (mezcla obtenido con 40 pyL de enzima de TUNEL y 360 yL de marcador TUNEL, conteniendo la
solucién nucledtidos acoplados a FITC).

Los cortes se lavaron cinco veces con PBS 1X y una vez con agua destilada, se montaron sobre laminas y se
observaron con un microscopio de fluorescencia (para TUNEL-FITC: excitacion a 488 nm y emision a 520 nm; para
DAPI: excitacién a 372 nm y emision a 456 nm).

La cantidad de muerte celular por apoptosis y el tipo de células involucradas se evaluaron por el nimero y la
localizacion intra-retiniana de los nucleos positivos en el método TUNEL. Para cada ojo, se utilizaron para recuento
de las células apoptdsicas, cuatro cortes completos de retina, tomados en los mismos sectores del ojo. El nimero
total de células apoptdsicas por retina se relacion6 con el nimero de campos contados (por tanto, con la longitud
retiniana que varia de un lugar a otro de la retina). La media de estos nimeros por campo se calculé para un corte
completo de retina (formado por 7 a 14 campos); y estas medias, calculadas para los diferentes grupos de
tratamiento, se compararon entre si utilizando el ensayo no paramétrico de Mann Whitney. Las diferencias en las
que p es <0,05 son consideradas significativas.

Ejemplo 1: efecto de la glibenclamida sobre la degeneracion retiniana inducida por NMDA
Protocolo experimental

La utilizacion de dimetilsulfoxido (DMSO) es necesaria en la solubilizaciéon de glibenclamida. Con el fin de reducir el
numero de inyecciones intravitreas, el NMDA y la glibenclamida (5 g, MPBIO® Europe, lllkirch, Francia) previamente
disueltos en DMSO, se inyectaron conjuntamente en una misma solucion, después de haber verificado la ausencia
de precipitacion de la mezcla en las concentraciones utilizadas. Se utilizé DMSO a la concentracion minima
necesaria para la disolucién de la glibenclamida (260 mM).

Se prepararon tres soluciones de glibenclamida que comprendian 1, 10 o 100 ng de glibenclamida por 3 pL de
solucioén. Para ello, se diluyé una solucion madre que comprendia 9 mg de glibenclamida en polvo disuelta en 900
pML de DMSO (concentracion de 10 ug/pL de glibenclamida) en PBS 1X con el fin de obtener las concentraciones
deseadas.

Segun el protocolo experimental presentado a continuacion, en los grupos de ensayo, se inyectaron conjuntamente
glibenclamida y NMDA mezclando 3 pL de solucién de glibenclamida (que comprendia 1, 10 o 100 ng de
glibenclamida) y 3 yL de soluciéon de NMDA 90 nM (es decir, una concentracion final en la solucién inyectada de
NMDA de 45 nM).

El protocolo experimental comprendia seis grupos de ratas, tales como se definen a continuacion

Grupo 1: (n = 2, 4 ojos), inyeccion de una solucion de 6 uL que contenia NMDA 45 nM, 1 ng de glibenclamida y
DMSO 260 mM.

Grupo 2: (n = 2, 4 ojos), inyeccion de una solucion de 6 yL que contenia NMDA 45 nM, 10 ng de glibenclamida y
DMSO 260 mM.

Grupo 3: (n = 2, 4 ojos), inyeccién de una solucion de 6 pL que contenia NMDA 45 nM, 100 ng de glibenclamida y
DMSO 260 mM.

Grupo 4: (n = 2, 4 ojos), inyeccion de una solucion de 6 yL que contenia unicamente NMDA 45 nM en tampoén de
PBS 1X (grupo de control).

Grupo 5: (n = 2, 4 ojos), inyeccién de una soluciéon de 6 uL que contenia Unicamente DMSO 260 mM en un tampdn
de PBS 1X (grupo de control).

Grupo 6: (n = 2, 4 ojos), inyeccion de una solucién de 6 pL que contenia NMDA 45 nM y DMSO 260 mM (grupo de
control).

24 horas después de las inyecciones intravitreas, las ratas se sacrificaron por inhalacion de CO; (1 minuto). Los ojos
se enuclearon inmediatamente y se limpiaron brevemente con PBS 1X antes de ser perforados con una aguja 20G
para hacer que penetre el paraformaldehido. La fijacion del ojo se realizé durante 1 noche a 4°C en
paraformaldehido al 4% diluido en PBS 1X. Después de la fijacion, los ojos se sumergieron a continuacién en una
solucion que contenia 20% de sacarosa diluida en PBS 1X, hasta flotaciéon (es decir, aproximadamente 2 horas).
Esta etapa tiene por objeto prevenir las alteraciones de los tejidos provocadas por la congelacion brusca.

A continuacion, se sometieron los ojos a una etapa de inclusién en OCT, una etapa de corte en congelacién en un
criostato (10 uym de espesor) y una etapa de marcaje de los cortes por el método TUNEL para revelar la muerte
celular por apoptosis.
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Validacion de los métodos
Control negativo y control positivo de los experimentos

El control negativo fue proporcionado por una lamina de retina procedente de una rata del grupo de control «<NMDA
+ DMSO» (grupo 6), sobre la que no se habia depositado enzima de TUNEL durante la preparacion de las laminas
en el método TUNEL (sino solo la solucion de marcaje TUNEL). La ausencia de nucleos (marcados con DAPI),
TUNEL positivo, y por tanto apoptosicos, valida los experimentos (Fig. 1).

El control positivo permite verificar que el método TUNEL ha funcionado bien. Las células superficiales del epitelio
corneal de cada corte, entre las cuales estan siempre presentes células apoptosicas (células descamantes), se
utilizaron como control positivo. El marcaje TUNEL positivo (Fig. 2B) esta bien correlacionado con los nucleos del
epitelio corneal (Fig. 2A), se trata por tanto de nucleos de células apoptosicas marcados. El método TUNEL esta asi
validado.

Degeneracion de células retinianas inducida por NMDA

24 horas después de la inyeccion intravitrea de NMDA (ratas del grupo 4), son visibles numerosas células TUNEL
positivo en la capa nuclear interna (Figura 3B y C). El NMDA deteriora la retina desde la superficie hasta la
profundidad, lo que demuestra el estado avanzado de la degeneracion de la retina inducida por el NMDA.

Efecto del DMSO sobre las células retinianas (sanas o en degeneracion)

El marcaje TUNEL efectuado después del tratamiento con DMSO solo (ratas del grupo 5) es similar al marcaje de los
controles negativos, demostrando la ausencia de toxicidad del DMSO sobre las células sanas de retinas a la
concentracion del experimento (Figura 4A y B).

Los marcajes TUNEL efectuados después del tratamiento con DMSO y NMDA (ratas del grupo 6) y después del
tratamiento con NMDA solo (ratas del grupo 4) muestran una cantidad equivalente de células apoptosicas (Figura 4C

y D).

Estos resultados demuestran la ausencia de efecto toxico o beneficioso del DMSO sobre la neurodegeneracion
inducida por NMDA.

Resultados

Los cortes de retina obtenidos de los 6 grupos de ratas y marcados con DAPI y por TUNEL se observaron con un
microscopio y se determind el nimero medio de células apoptosicas (es decir, TUNEL positivo) por campo para cada
grupo. Este resultado se muestra en el histograma de la Figura 5.

Estos resultados ilustran ante todo la ausencia de efecto toxico o beneficio del DMSO y la degeneracion efectiva de
las células retinianas inducida por NMDA.

Las cantidades de células apoptésicas observadas en los grupos que se han beneficiado de una inyeccion
simultanea de glibenclamida y NMDA disminuyen de 82 a 86% con relacion a la cantidad de células apoptosicas
observadas en los grupos sometidos a una inyeccion de NMDA en presencia de DMSO.

Estos resultados demuestran por tanto que la inyeccién de glibenclamida permite disminuir significativamente la
degeneracion de las células retinianas inducida por el NMDA.

Ejemplo 2: efecto de la glibenclamida sobre la degeneracion retiniana segun las diferentes vias de
administracion

Protocolo experimental

Se utilizaron 8 grupos de 2 ratas. Se administré un tratamiento idéntico a los dos ojos de cada animal. Se ensayaron
tres vias de administracion de glibenclamida, la via intravitrea (inyeccién de 1 ng o 0,01 ng en cada o0jo), la via oral
(10 mg/kg de peso corporal de glibenclamida) y la via subconjuntival (inyeccion de 1 ng de glibenclamida en cada
0jo).

La solucion madre de glibenclamida para inyecciones intravitreas y subconjuntivales se obtuvo diluyendo 4,5 mg de
glibenclamida en 300 yL de DMSO puro. Esta solucion se congelé a continuacion. Las soluciones de glibenclamida a
diferentes concentraciones para las inyecciones intravitreas y subconjuntivales se obtuvieron por diluciones
extemporaneas en un tampon BSS® (Alcon Laboratories).

Las soluciones de glibenclamida para administracion oral (10 mg/kg) se obtuvieron disolviendo 8 mg de
glibenclamida en 300 yL de DMSO y 1030 pL de agua para obtener una solucidon que contenia 6 mg/mL de
glibenclamida. La administracion se realizd por medio de una jeringa.

El NMDA se diluyé en agua y se tamponé con TRIS pH 7.
El protocolo experimental comprendia ocho grupos de ratas, como se define a continuacion

Grupo 1: (n = 2, 4 ojos), inyeccion intravitrea de 6 yL de una solucidon que comprendia NMDA 45 nM y 1 ng de
glibenclamida.
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Grupo 2: (n = 2, 4 0jos), inyeccion intravitrea de 6 yL de una solucién que comprendia NMDA 45 nM y 0,01 ng de
glibenclamida.

Grupo 3: (n = 2, 4 ojos), inyeccion intravitrea de 6 pL de una solucién que comprendia NMDA 45 nM y DMSO 260
mM.

Grupo 4: (n = 2, 4 ojos), administracion por via oral de 10 mg/kg de peso corporal de glibenclamida e inyeccion
simultéanea intravitrea de 6 uL de una solucion de NMDA 45 nM. Una solucién de glucosa al 7% se deja disponible a
voluntad para evitar una eventual hipoglicemia.

Grupo 5: (n = 2, 4 ojos), administracion por via oral de una solucion de DMSO 260 mM e inyecciéon simultanea
intravitrea de 6 pL de una solucion de NMDA 45 nM. Una solucion de glucosa al 7% se deja disponible a voluntad.

Grupo 6: (n = 2, 4 ojos), inyeccion subconjuntival de 50 pL de una solucidon que comprendia 1 ng de glibenclamida e
inyeccion simultanea intravitrea de 6 uL de una solucion de NMDA 45 nM.

Grupo 7: (n = 2, 4 ojos), inyeccion subconjuntival de 50 yL de una solucion de DMSO 260 mM e inyeccion
simultanea intravitrea de 6 yL de una solucién de NMDA 45 nM.

Grupo 8: (n = 2, 4 ojos), sin tratamiento.

18 horas después de la administracion de NMDA vy glibenclamida, se sacrificaron las ratas y se extrajeron
inmediatamente los ojos. La fijacion de los ojos se realizd durante 4 horas en una solucion de paraformaldehido al
4% y sacarosa al 10%. Después de fijacion, los ojos se sumergieron a continuaciéon durante una noche a 4°C en una
solucién de sacarosa al 15% en tampoén de fosfato.

A continuacion, se sometieron los ojos a una etapa de inclusién en OCT, una etapa de corte en congelacion en un
criostato (10 uym de espesor) y una etapa de marcaje de los cortes por el método TUNEL para revelar la muerte
celular por apoptosis.

Resultados

Los métodos utilizados en este ejemplo habian sido validados previamente segun el protocolo descrito en el Ejemplo
1 (véase Validacion de los métodos).

Administracién intravitrea de glibenclamida.

La inyeccion intravitrea de 1 ng (ratas del grupo 1) o de 0,01 ng de glibenclamida (ratas del grupo 2) permite
disminuir significativamente el nimero de células apoptdsicas en las retinas cuya degeneracion es inducida por
NMDA (Figura 6). Gracias a los marcajes de estas retinas, se ha observado igualmente que la inyeccién de 1 0 0,01
ng de glibenclamida permitia mantener una perfecta organizacion de las capas retinianas (Figura 7B y C)
contrariamente a lo que se habia observado en las retinas degeneradas (Figura 7A).

Estos resultados demuestran que la glibenclamida reduce significativamente la degeneracion y la desestructuracion
de las capas retinianas inducidas por el NMDA, incluso a dosis muy bajas.

Administracién oral de glibenclamida.

La administracion de glibenclamida por via oral y la inyeccion intravitrea de NMDA se realizaron el mismo dia (grupo
4). Los resultados obtenidos para los grupos de ratas 4 y 5 se muestran en la Figura 8.

Estos resultados demuestran que la administracion de glibenclamida por via oral reduce significativamente la
degeneracion de las células retinianas inducida por el NMDA.

Administracién subconjuntival de glibenclamida.

La administracion de glibenclamida por via subconjuntival e la inyeccion intravitrea de NMDA se realizaron el mismo
dia (grupo 6). Los resultados obtenidos para los grupos de ratas 6 y 7 se muestran en la figura 9.

Estos resultados demuestran que la administracion de glibenclamida por via subconjuntival permite disminuir
significativamente la degeneracion de las células retinianas inducida por el NMDA.

Ejemplo 3: efecto preventivo de la glibenclamida sobre la degeneracion retiniana inducida por NMDA
Protocolo experimental
Se utilizaron 3 grupos de 2 ratas. Se administré un tratamiento idéntico a los dos ojos de cada animal.

El efecto preventivo de la glibenclamida se ensay6 inyectando en el cuerpo vitreo de cada ojo 100 ng o 100 ug de
glibenclamida diluida en tampdn de BSS®, 5 dias antes de la inyeccion intravitrea de NMDA. La glibenclamida se
diluyé en tampoén de BSS y no en DMSO con el fin de obtener una suspension con efecto retardado, consecuencia
de la mala solubilidad de la glibenclamida.

La administracion de 100 pg de glibenclamida permiti6 ensayar la eventual toxicidad con altas dosis de
glibenclamida.
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La soluciéon madre de glibenclamida para inyecciones intravitreas se obtuvo diluyendo 4,5 mg de glibenclamida en
300 yL de DMSO puro. Esta solucion se congelé a continuacion. Las soluciones de glibenclamida a diferentes
concentraciones para las inyecciones intravitreas se obtuvieron por diluciones extemporaneas en un tampén de
BSS® (Alcon Laboratories).

El NMDA se diluy6 en agua y se tamponé con TRIS pH 7 para obtener una concentracion de 90 nM.
El protocolo experimental comprendia tres grupos de ratas, tales como se definen a continuacion

Grupo 1: (n = 2, 4 ojos), D-5: inyeccion intravitrea de 3 uL de una solucién que comprendia 100 ug de glibenclamida
en tampdén de BSS®; DO: inyeccion intravitrea de 3 pyL de una solucién de NMDA 90 nM.

Grupo 2: (n = 2, 4 ojos), D-5: inyeccion intravitrea de 3 uL de una solucién que comprendia 100 ng de glibenclamida
en tampoén de BSS®; DO: inyeccion intravitrea de 3 pL de una solucién de NMDA 90 nM.

Grupo 3: (n = 2, 4 ojos), D-5: inyeccion intravitrea de 3 yL de una solucion tampén de BSS®; DO: inyeccion
intravitrea de 3 L de una solucién de NMDA 90 nM.

18 horas después de la administracion de NMDA y glibenclamida, se sacrificaron las ratas y se extrajeron los ojos
inmediatamente. La fijacion de los ojos se realizé durante 4 horas en una solucion de paraformaldehido al 4% y
sacarosa al 10%. Después de la fijacion, los ojos se sumergieron a continuacion durante una noche a 4°C en una
solucién de sacarosa al 15% en tampon de fosfato.

A continuacion, se sometieron los ojos a una etapa de inclusion en OCT, a una etapa de corte en congelacion en un
criostato (10 ym de espesor) y a una etapa de marcaje de los cortes por el método TUNEL para revelar la muerte
celular por apoptosis.

Resultados

Los métodos utilizados en este ejemplo habian sido validados previamente segun el protocolo descrito en el ejemplo
1 (véase Validacion de los métodos).

La inyeccion intravitrea de 100 pg (grupo 1) o 100 ng (grupo 2) de glibenclamida 5 dias antes de una inyeccion
intravitrea de NMDA permite proteger significativamente las células retinianas de una degeneracion inducida por el
NMDA (Figura 10).

Ademas, el efecto protector de la glibenclamida administrada en dosis altas (100 pug) demuestra la ausencia total de
toxicidad de esta molécula para las células de la retina.

Conclusion

La inyeccion de NMDA induce la neurodegeneracion de las células de la retina 18 y 24 horas después de la
inyeccion. El NMDA actua en primer lugar sobre la capa ganglionar, que es la mas superficial y en contacto con el
cuerpo vitreo, y luego sobre las capas mas profundas antes de llegar a los fotorreceptores. Tanto 18 horas como 24
horas después de la inyeccion, el NMDA ya ha actuado sobre las células de la capa ganglionar e inducido la
apoptosis de las células de la capa nuclear interna.

Los inventores han demostrado a través de estos diversos ejemplos que la administracion de glibenclamida por via
intravitrea, oral o subconjuntival permitia disminuir significativamente la apoptosis retiniana inducida por el NMDA.

Han mostrado igualmente que la administracion preventiva de glibenclamida varios dias antes de la inyeccion de
NMDA permitia prevenir eficazmente la degeneracion de las células retinianas.
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REIVINDICACIONES

1. Inhibidor de los canales i6nicos regulados por la subunidad SUR para utilizacién en el tratamiento y/o prevencion
de una patologia asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana, en el que dicho inhibidor se
selecciona del grupo constituido por glibenclamida, acetohexamida, carbutamida, glibornurida, clorpropamida,
tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliquidona, gliclopiramida, glisoxepida y glimepirida, y en el que la patologia
asociada a la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana se selecciona del grupo constituido por
glaucoma, neuropatias Opticas glaucomatosas sin hipertonia, degeneracion macular asociada a la edad,
inflamaciones intraoculares agudas o crénicas (uveitis, uveo-retinitis, coroiditis), neuropatias 6pticas isquémicas o
téxicas, endoftalmitis, retinitis infecciosas, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, retinopatia isquémica
proliferante, retinitis pigmentarias, retinopatias asociadas a una hemoglobinopatia, una foto-degeneracion, un
desprendimiento de retina, patologias vasculares retinianas y/o coroideas (estenosis, trombosis y oclusiones
vasculares), hemorragias retinianas y/o coroideas, miopia y degeneraciones retinianas hereditarias o adquiridas.

2. Inhibidor para una utilizacién segun la reivindicacion 1, en el que dicho inhibidor es glibenclamida.

3. Inhibidor para una utilizaciéon segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho inhibidor se administra en combinacion
con otra sustancia activa, simultanea o secuencialmente.

4. Inhibidor para una utilizaciéon segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la patologia asociada a
la isquemia retiniana y/o a una excitotoxicidad retiniana se selecciona del grupo constituido por glaucoma,
degeneracion macular asociada a la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, retinopatia isquémica
proliferante y una retinitis pigmentaria.

5. Inhibidor para una utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el sujeto a tratar es un
ser humano seleccionado del grupo constituido por un lactante, un nifio y un adulto.

6. Inhibidor para una utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el sujeto a tratar es un
animal seleccionado del grupo constituido por un perro, un gato, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo y un
primate no humano.

7. Inhibidor para una utilizacion seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho inhibidor se
administra por via intravitrea, por via subconjuntival, por via oral, por instilacion topica, por via periocular e
intraocular o por via parenteral.
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