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PLIEGO REIVINDICATORIO

1. El método para la preparacién de un medicamento que utiliza al menos un
compuesto de acuerdo con la formula | o férmula |l, para modular un
hemicanal en una célula, tejido u érganos expuesto a tensién, el método
comprende poner en contacto la célula, tejido u érganos tensionados con
una cantidad efectiva de dicho al menos un compuesto seleccionado del
grupo que consiste compuestos representados como férmula | o Il, en
donde el contacto es suficlente para modular el hemicanal en [a céluia,

tejido u érganos pensionados.

2. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 33, en donde este
comprende adicionalmente fosforilatar un residuo tirosina de conexina 43

(Cx43), en donde la funcién del hemicanal se reduce.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 33, en donde este
comprende adicionalmente desfosforilar un residuo cerina de conexina 43

(Cx43), en donde la funcién del hemicanal se incrementa.

4. El método para la preparacién de un medicamento que utiliza al menos un
compuesto de acuerdo con la férmula | o férmula Il, para evitar que el tejido
u érgano se pensione en un mamffero, el método comprende administrar un
cantidad efectiva de dicho al menos un compuesto seleccionado del grupo
que consiste de compuestos representados como férmula | o Il, en donde el

contacto es suficiente para evitar la tensién en el tejido u drgano.



5. El método de una cualquiera de la reivindicaciones 4 o 334, en donde este

comprende adicionalmente fosforilar un residuo tirosina de conexina 43

(Cx43) t reducir la funcién del hemicanal.

. El método para la preparacién de un medicamento que utiliza al menos un
compuesto de acuerdo con la férmula | o formula |l, para incrementar la
comunicacién intracelular de el espacio de articulacién (GJIC) en una
célula, tejido u 6rgano, el método comprende administrar una cantidad
efectiva de al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste de
compuesto representados como férmula | o Il, en donde el contacto es

suficiente para incrementar el GJIC en la célula, tejido u drgano.

. Un método para seleccionar compuestos candidato que modulan la funcién
de hemicanal, el método comprende poner en contacto las células in vitro
con al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste de
péptidos antiarritmicos y compuestos representados como férmula | o |l, el
contacto es bajo condiciones conductoras para modular la fosforilacién de
la conexina 43 (Cx43), y detectar un cambio en la fosforilacién Cx43, en
donde el cambio en la fosforilacibn se toma para ser indicador de un

compuesto modulador de hemicanal.

. El método de una cualquiera de la reivindicaciones 7 o 36, en donde la
etapa de ensayo comprende adicionaimente probar el compuesto candidato

en un ensayo basado en clasificacién de células o inmunolégico.

. El método de la reivindicacién 8, en donde el ensayo de inmunocanal

comprende poner en contacto células con el compuesto candidato bajo
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condiciones suficientes para incrementar o reducir la fosforilacion del Cx43,
producir un lisato de las células, y detectar incremento o reduccion de la
fosforilacion Cx43 en el lisato celular por ser indicador del compuesto

modulador de hemicanal.

10.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8- 9, en donde el

ensayo inmunolégico es un ensayo ELISA.

11.El método de la reivindicacion 8, en donde el método ELISA comprende

adicionalmente:

a) Recubrir un soporte sdélido con un primer anticuerpo que une
especificamente la conexina,

b) Poner en contacto el lisato celular al soporte sélido bajo condiciones
conductoras para formar un complejo de uniéon entre el primer
anticuerpo y la conexina,

c) Poner en contacto el primer anticuerpo: complejo de unién de
conexina con un segundo anticuerpo, el contacto es bajo condiciones
suficientes para formar un complejo de unién especlifico entre el
segundo anticuerpo y cualquier conexina fosforilada en el primer
anticuerpo: complejo de unién de conexina,

d) Poner en contacto el primer anticuerpo: conexina: segundo complejo
de unién de anticuerpo con un tercer anticuerpo marcado
detectablemente que se une al segundo anticuerpo, y

e) Detectar la presencia del tercer anticuerpo marcado detectablemente

en el soporte sdlido por ser adicionalmente indicador del compuesto.
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12. El método de la reivindicacién 11, en donde el tercer anticuerpo se marca
detectablemente con al menos uno de biotina, FITC, TRITC, yoduro radiactivo

o peroxidasa.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones 11- 12 en

donde el segundo anticuerpo es un anticuerpo anti-fosfotirosina.

14. El método de una cualquiera de la reivindicaciones 11- 12, en donde el

segundo anticuerpo es un anticuerpo anti-fosfocerina.

15. El método de una cualquiera de Ia reivindicaciones 11- 14, en donde el
tercer anticuerpo marcado detectablemente se detecta por conteo de

radiosentelleo.

16. El método de la reivindicacion 8, en donde el método inmunolégico es un

radio inmunoensayo (RIA).

17. El método de la reivindicacién 16, en donde el método inmunolégico es un

ensayo RIA y el método comprende adicionalmente:

a) marcar detectablemente las células antes de producir el lisato celular, en
donde la marcacién es bajo condiciones conductoras para marcar la
conexina fosforilada,

b) poner en contacto el lisato celular con un anticuerpo que forma un
complejo de unién especifico con la conexina,

c) separar el complejo de wuniébn del lisato celular marcado

detectablemente, y
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d) detectar la conexina fosforilada y marcada por ser ademas indicadora

del compuesto modulador de espacio de articulacion.

18. El método de la reivindicacién 17, en donde el anticuerpo es un

anticuerpo anticonexina.

19. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 17 o 18, en
donde la etapa de detecciébn comprende adicionalmente desamollar un

inmunoensayo Westem blot.

20. El método de una cualquiera de la reivindicaciones 17 a 19, en donde

la marca detectable es fosforo radioactivo.

21. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20, en donde
el método se desamolla en un formato de seleccién de alto rendimiento o

ultra alto rendimiento.

22. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 21, en donde
el compuesto facilita la fosforilacion de la region C- terminal intracelular

Cx43.

23. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 21, en donde

el compuesto facilita la desfosforilacion de la regién C- terminal Cx43.

24. El método de la reivindicacién 22, en donde el sitio de fosforilacién es

un residuo tirosina.



25, El método de la reivindicacibn 23, en donde el sitio de

desfosforilacion en un residuo serina.

26. Un método para seleccionar compuestos candidato que modulan la

funcién de hemicanal, el método comprende:

1) Cultivar una poblacién de células, un tejido o un 6rgano tal como
aquellos derivados del corazon o masculos,

2) tensionar las células, tejidos o el drgano preferiblemente al privarios de
oxigeno o por inhibicién metabdlica tal como agregar un derivado de
glucosa,

3) Agregar un compuesto modulador de hemicanal candidato o conocido
representado por la formula | o I,

4) Agregar un reportero detectable tal como un compuesto fosforescente,
fluorescente o quimioluminiscente tal como tinte fluorescente tal como
calceina y compuestos relacionados,

5) Detectar un cambio en la toma del reportero detectable dentro de las
células, tejidos u 6rganos relacionados con un control adecuado, y

6) Medir opcionalmente los cambios por ser indicadores de un compuesto

que modula la funciéon de hemicanal.

27.Un método de seleccionar compuestos candidato que modulan la funcién

de hemicanal, el método comprende:

1) Cultivar una poblacién de células, un tejido o un érgano tal como

aquellos derivados del corazén o misculos,



2) Cargar las células, tejidos u 6rganos con un reportero detectable tal
como un compuesto fluorescente, quimioluminiscente o fosforescente tal
como tinte, tal como calceina o0 un compuesto relacionado,

3) Estimar el volumen de las células, tejidos u 6rganos al detectar y
cuantificar la sefial del reportero detectable,

4) Agregar un compuesto modulador de hemicanal candidato o conocido
representado por la formula | o ll,

5) Tensionar la células, tejido o el 6rgano preferiblemente al privar de
oxigeno o por inhibicién metabdlica tal como agregar derivados de
glucosa,

68) Detectar un cambio en el volumen .celular relacionado con un control
adecuado, ¥

7) Medir opcionalmente el cambio por ser indicador de un compuesto que
modula la funcién de hemicanal y opcionalmente la funcién de espacio

de articulacion.

28.El método para la preparacion de un medicamento que utiliza al menos un

compuesto de acuerdo con la férmula | o férmula Il, para citoproteger el
tejido o un érgano de un mamifero, el método comprende administrar una
cantidad efectiva de al menos un compuesto seleccionado del grupo que

consiste de los compuesto representados por la formula | o Il.

29.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 28 o 39, en donde

este comprende adicionalmente exponer el tejido u érgano del mamifero a

condiciones isquémicas.



30.El método de la reivindicacidon 29, en donde el érgano a ser citoprotegido

se asocia con una capsula fibrosa o hueso.

31.El método de la reivindicacién 30, en donde el érgano es el corazén, rifién,

cerebro, espina dorsal, 0 médula ésea.

32.El método de la reivindicacion 28, en donde el compuesto es Ac-Gly-Asn-

Tyr-NH2 (compuesto 2).

33.EL método para la preparacion de un medicamento que utiliza el
compuesto 1 para modular un hemicanal en una célula, tejido u érgano
expuesto a la tensién, el método comprende poner en contacto la célula
pensionada, tejido u 6rgano con una cantidad efectiva de compuesto 1, en
donde el contacto es suficiente para modular el hemicanal en la célula,
tejido u érganos pensionados, y en donde el compuesto 1 se define como

Ac-D-Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-Gly-NH2.

34.El método para la preparacion de un medicamento que utiliza el
compuesto 1 para prevenir la tensién del tejido u érgano en un mamifero,
el método comprende administrar una cantidad efectiva de compuesto 1,
en donde el contacto es suficiente para evitar la tensién en el tejido u
érgano, y en donde el compuesto 1 se define como AC-D-Tyr-D-Pro-D-
4Hyp-Gly-D-Ala-Gly-NH2.

35.El método para la preparacion de un medicamento que utiliza el
compuesto 1 para incrementar la comunicacién intracelular del espacio de

articulacion (GJIC)en una célula, tejido u érgano, el métode comprende



administrar una cantidad efectiva de un compuesto 1, en donde el contacto
es suficiente para incrementar el GJIC en la célula tejido u érgano, y en
donde el compuesto 1 se define como Ac-D-Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-
Gly-NH2

36.Un método para seleccionar compuestos candidato que modulan la
funcién de hemicanal, el método comprende poner en contacto las células
in vitro con compuesto 1, el contacto es bajo condiciones conductoras para
modular la fosforilacién de la conexina 43 (Cx43), y detectar un cambio en
la fosforilacion Cx43, en donde el cambio en la fosforilacion se toma por
ser indicador de un compuesto modulador de hemicanal, y en donde el

compuesto 1 se define como Ac-D-Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-Gly-NH2.

37.Un método para seleccionar compuestos candidato que modulan la

funcién de hemicanal, el método comprende:

1)cultivar una poblacién de células, un tejido o un érgano tal como aquellos
derivados del corazén o mdsculos,

2)Tensionar las células, tejidos o el organo preferiblemente mediante
privacién de oxigeno o inhibicion metabdlica tal como agregar un derivado
de glucosa,

3)Agregar el compuesto 1, en donde el compuesto 1 se define como Ac-D-
Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-Gly-NH2,

4) Agregar un reportero detectable tal como compuesto fluorescents,
quimioluminiscente o fosforescente tai como tinte fluorescente tal como

calceina y compuestos relacionados,
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5)detectar un cambio en la toma del reportero detectable dentro de las
células, tejidos u érganos relacionados con un control adecuado, y
6)medir opcionalmente el cambio por ser indicador de un compuesto que

modula la funcién de hemicanal.

38.Un meétodo para seleccionar compuestos candidatos que modulan la

funcién de hemicanal, el método comprende:

1)cultivar una poblacién de células, un tejido o un 6rgano tal como aquellos
derivados del coraz6n o musculos,

2)cargar las células, tejidos u 6rganos con un reportero detectable tal como
un compuesto fluorescente, quimioluminiscente, o fosforescente tal como
tintes, tal como calceina 0 un compuesto relacionado,

3)estimar el volumen de las células, tejidos u érganos al detectar y cuantificar
la sefial del reportero detectable,

4)agregar un compuesto 1, en donde el compuesto 1 se define como Ac-D-
Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-Gly-NH2,

5)tensionar las células, tejidos o el drganos preferiblemente mediante
privacién de oxigeno o inhibicion metabélica tal como agregar un derivado
de glucosa,

6)detectar un cambio en el volumen celular relacionado con un control
adecuado, y

7)medir opcionalmente el cambio por ser indicador de un compuesto que
modula la funcién de hemicanal y opcionalmente la funcién de especio de

articulacion.
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39.El método para la preparacion de un medicamento que utiliza el
compuesto 1 para citoproteger tejidos o un érgano de un mamifero, el
método comprer:lde administrar una cantidad efectiva de compuesto 1, en
donde el compuesto 1 se define como Ac-D-Tyr-D-Pro-D-4Hyp-Gly-D-Ala-
Gly-NH2.
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