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Uso de la L-carnitina y sus composiciones, para el tratamiento y la

prevencion del dano renal.

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la Medicina y la
Nutricion, y se refiere al uso de la L-carnitina (LC), para la elaboracion de un
medicamento, composicion farmacéutica o suplemento nutricional dirigido a
combatir la nefropatia, basado en mejorar los parametros de estrés oxidativo y
los marcadores inflamatorios, ejerciendo a su vez un caracter nefroprotector
que podria prevenir el desarrollo de enfermedad renal, y en especial la

asociada a la hipertension arterial (HTA).

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La HTA es una enfermedad de gran prevalencia en la poblacion y que afecta a
numerosos organos diana, siendo uno de ellos el rifion. Evidencias varias
muestran que aproximadamente un 35% de los pacientes hipertensos
desarrollan una lesion a nivel renal (Whitworth JA. Ann Acad Med Singapore
2005; 34:8-15), apareciendo alteraciones funcionales y estructurales renales
que conducen a lesiones glomerulares, tubulo-intersticiales y vasculares, con
deterioro progresivo de la funcidn renal, que puede evolucionar a una
insuficiencia renal (Campese and col. Curr Opin Nephrol Hypertens 2000;
9:143-144). Este proceso parece estar mediado por procesos oxidativos e
inflamatorios; asi, en experimentos realizados en diversos modelos de ratas
hipertensas, se han observado alteraciones en la funcion renal consistentes en
un aumento en la proteinuria y en una disminucion del aclaramiento renal de
creatinina (Garcia-Estan  and col. Clin Sci 2006; 110:227-233). Estas
modificaciones funcionales se acompanan de alteraciones morfolégicas como
glomeruloesclerosis, atrofia tubular y dafios vasculares con arteriopatias y
estenosis (Chade and col. Hypertension 2003; 42: 605-612), y todo ello unido a
un aumento en la expresion de moléculas proinflamatorias, como la interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a; Ruiz-Ortega and col. Nephrol
Dial Transplant 2006; 21:16-22).
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Numerosos estudios in vitro e in vivo, tanto en ratas hipertensas como en
sujetos hipertensos, han demostrado la importancia del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) en el dafo renal que subyace en la HTA,
observandose un incremento en el estrés oxidativo, mediado por la activacion
de la enzima NADPH oxidasa, como respuesta a la angiotensina Il (ANG II)
(Garrido and col. Cell Endocrinol 2009; 302: 148-158). Esto se demuestra por el
hecho de que inhibidores de la enzima NADPH oxidasa (Gongora and col.
Hypertension 2006; 48:473-481), supresores de radicales libres de oxigeno
(Suematsu and col. Circulation 2003; 107: 1418-1423), asi como bloqueantes
del receptor AT-1 de la ANG Il (Diez and col. Circulation 2002; 105:2512-2517),
actuan atenuando los efectos prooxidantes, proinflamatorios y profibroticos de
la ANG Il implicados en el dafio renal asociado a la HTA (Tojo and col. J
Hypertens 2005; 23:165-174).

Todos los estudios mencionados con anterioridad hacen que, hoy dia, no solo
sea importante aumentar el conocimiento y la investigacion de nuevas
estrategias que ayuden a conseguir un mejor control de la presion arterial, sino
que también sea importante prevenir y/o paliar las alteraciones estructurales y
funcionales de los organos diana, como el rifion, mediante la utilizacion de
farmacos con nuevos enfoques terapéuticos. De aqui que los farmacos que
interaccionan con el SRAA sean de gran importancia en el tratamiento de la
HTA, y que la investigacion sobre nuevas estrategias terapéuticas que
bloqueen las acciones de la ANG Il y de la NADPH oxidasa sea el nuevo reto
del futuro.

La L-carnitina (L-3-hidroxi-4-N,N,N-trimetilaminobutirato) (LC) es un derivado
aminoacidico presente en la mayoria de las especies animales y en muchos
microorganismos y plantas. Se encuentra ampliamente distribuido por todo el
organismo, aunque se presenta en mayores cantidades en el corazon y en el
musculo esquelético (Rebouche C. J. FASEB J 1992; 6: 3379-3386). La funcion
principal de este derivado aminoacidico consiste en actuar como cofactor en el

transporte de acidos grasos al interior de la mitocondria, donde se produce la -
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oxidacion de los mismos, para la obtencion de energia metabdlica (Bremer J.
Physiol Rev 1983; 63: 1420-1480), desempefiando un papel crucial en el
metabolismo de los acidos grasos. El 75% de la cantidad de LC requerida por
el organismo proviene de la dieta. El resto se sintetiza endogenamente en el
higado, rifion y cerebro, a partir de los aminoacidos lisina y metionina
(Tanphaichitr and col. J Biol Chem 1973; 248: 2176-2181).

La LC no es considerada normalmente como un nutriente esencial, debido a
que el organismo en condiciones normales es capaz de sintetizar las
cantidades necesarias. Sin embargo, en la mayoria de las patologias
producidas por una deficiencia de LC esta justificada la suplementacion con la
misma. Esta deficiencia aparece en algunas patologias cardiovasculares
(Ferrari and col. Ann NY Acad Sci 2004; 033: 79-91; Kendler B.S. J Cardiovasc
Nurs 2006; 21: 9-16), asi como en pacientes hemodializados, donde se
observa una gran pérdida de LC (Hedayati SS. Semin Dial 2006; 8: 323-328).

Por otro lado, el riidn es un 6rgano esencial en la homeostasis de LC, ya que
mas del 95% de la LC filtrada es reabsorbida por sus tubulos (Lahjouji and col.
Mol Genet and Metabol 2001; 73, 287-297), por lo cual este hecho junto a su
papel como organo productor de LC, nos indica que un dafo renal producido
por la hipertension arterial (HTA) podria conducir a una falta de LC en el
organismo. Trabajos varios han demostrado el papel beneficioso de la LC en
ratas con insuficiencia renal crénica, asi como en situaciones de isquemia-
reperfusion renal, atribuyéndole estos efectos a sus propiedades antioxidantes
(Sener and col. J Cardiovasc Pharmacol 2004; 43,698-705; Junsheng and col.
Regulatory Peptides 2010; 161, 58-66).

En febrero de 2002, la National Kidney Foundation publicd las pautas de
asistencia clinica para la insuficiencia renal cronica, basandose en la presencia
de dafio renal y en el indice de filtracion glomerular (GFR, su sigla en inglés). El
GFR es el parametro que mide el grado de funcion renal. El tratamiento

depende de la fase en que se encuentre la insuficiencia renal
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Etapa Descripcion indice de Filtracién
Glomerular (GFR)
(ml/min)
De alto Factores de riesgo (por ej.,
riesgo diabetes, hipertension,
antecedentes familiares, vejez,
grupo étnico)
1 Dafio renal (por €j., presencia de Mas de 90
proteinas en orina (proteinuria) y
GFR normal
2 Dafio renal y leve disminucion 60 a 89
del GFR
Disminucion moderada del GFR 30a59
Disminucién grave del GFR 15a29
Insuficiencia renal (es necesario menos de 15
realizar dialisis o trasplante de
rifion)

El dafio renal tiene diversas etiologias, y diversos mecanismos fisiopatoldgicos

contribuyen al desarrollo y progresion del dafio renal. Es importante encontrar

compuestos que prevengan el dafo renal, con pocos efectos secundarios, y

que puedan administrarse de manera usual, por ejemplo, incluidos en

alimentos, en la dieta.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han demostrado que el uso de la L-

carnitina, asi como sus composiciones farmaceéuticas, es util para el tratamiento

del dafo renal.

Asi pues, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de L-carnitina, de

formula (1):
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)
o cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados 0 analogos, o cualquiera de
sus combinaciones, en la elaboracion de un medicamento, para la prevencion o
el tratamiento del dafo renal, o también alternativamente, a la L-carnitina, o
cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados o analogos, o cualquiera de
sus combinaciones, para su uso en la prevencion o el tratamiento del dafio

renal.

Tal como aqui se utiliza, el término “derivado” incluye tanto a compuestos
farmacéuticamente aceptables, es decir, derivados del compuesto de férmula
() que pueden ser utilizados en la elaboracion de un medicamento, como
derivados farmaceéuticamente no aceptables, ya que éstos pueden ser utiles en

la preparacion de derivados farmaceéuticamente aceptables.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencion se encuentran los profarmacos
de los compuestos de foérmula (I). El término “profarmaco” tal como aqui se
utiliza incluye a cualquier compuesto derivado de un compuesto de formula (1),
por ejemplo, ésteres, incluyendo ésteres de acidos carboxilicos, ésteres de
aminoacidos, ésteres de fosfato, ésteres de sulfonato de sales metalicas, etc.,
carbamatos, amidas, etc., que, cuando se administra a un individuo es capaz
de proporcionar, directa o indirectamente, dicho compuesto de férmula (l) en
dicho individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que
aumenta la biodisponibilidad del compuesto de formula (l) cuando se administra
a un individuo o que potencia la liberacion del compuesto de formula (I) en un
compartimento biologico. La naturaleza de dicho derivado no es critica siempre
y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto de

formula (1) en un compartimento biolégico de un individuo. La preparacion de
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dicho profarmaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales

conocidos por los expertos en la materia.

Por dafio renal en la presente invencidon nos referimos, sin limitarnos, a
cualquier anormalidad funcional o estructural de diversa etiologia ya sea por
una disminucion en la perfusion renal o intrarrenal, por una agresion toxica u
obstruccion del tubulo renal, por inflamacion tubulointersticial y edema o por

una reduccion en la capacidad de filtracion del glomérulo.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, el dafio renal es un

dafo renal cronico.

La L-carnitina, o sus sales, profarmacos, derivados o0 analogos, pueden
administrarse en una forma substancialmente pura a un mamifero, y
preferiblemente un humano, o puede administrarse como parte de una
composicion mas compleja. Cuando se administra formando parte de una
composicion, la cantidad de L-carnitina, o sus sales, profarmacos, derivados o
analogos, es tal que alcanza el efecto deseado, siendo por tanto una cantidad
efectiva. Ejemplos de mezclas que pueden contener estos compuestos son,
pero sin limitarse, extractos desecados de plantas, polvo de cacao, comida
deshidratada, etc. Una persona que necesite L-carnitina, o sus sales,
profarmacos, derivados o analogos, puede consumirlos, por tanto, como un
compuesto farmacéutico, o como parte de una composicidon que contiene
alguno de estos compuestos, 0 sus combinaciones, por ejemplo como un
suplemento dietético, 0 como una matriz alimentaria en el que alguno de estos
compuestos o sus mezclas se afiaden en una cantidad efectiva. Ejemplos de
matrices alimentarias son, pero sin limitarse: leche, yogurt, queso, leche
fermentada, leche de soja, cereales precocinados, galletas, pan, bollos,
mantequilla, margarina, salchichas, aceites de freir, aceites vegetales, aceite
de oliva, aceite de palma, aceite de soja, aceite de girasol, condimentos, zumos
de frutas, siropes, helados, productos congelado, gomas de mascar, vy

alimentos intermedios.
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Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una composicion, de
ahora en adelante composicidon de la invencion, que comprende L-carnitina, o
sus sales, profarmacos, derivados o analogos, para la prevencidn o el
tratamiento del dafio renal. Alternativamente, también se refiere a una
composicion que comprende L-carnitina, o cualquiera de sus sales,
profarmacos, derivados o analogos, o cualquiera de sus combinaciones, para

SuU uso en la prevencion o el tratamiento del dafio renal.

En una realizacion preferida se refiere a la prevencion del daio renal. En otra
realizacion preferida se refiere al uso de la composicion en la elaboracion de un
medicamento para la prevencion del dafio renal. En una realizacion mas

preferida de la presente invencion, el daio renal es un dafio renal cronico.

En otra realizacion preferida, la composicion de la invencidn es una
composicion alimentaria. Mas preferiblemente, la composicion alimentaria
incluye un  suplemento nutricional. Aun mas preferiblemente, ademas
comprende vehiculos adecuados, como diluyentes, adyuvantes, excipientes o
vehiculos en los que se administra la L-carnitina, o cualquiera de sus sales,

profarmacos, derivados o analogos, o combinaciones de los mismos.

En otra realizacion preferida, la composicion de la invencidn es una
composicion farmacéutica. En otra realizacion preferida, la composicion
farmacéutica comprende, ademas, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacidn preferida, ademas comprende otro principio activo.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia
a cualquier sustancia usada para prevencion, diagnostico, alivio, tratamiento o
curacion de enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto de la
presente invencion, la enfermedad es el dafio renal, y mas preferiblemente es

el dafo renal crénico.



10

15

20

25

30

WO 2012/085321 PCT/ES2011/070895

8

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “substancia activa’,
“substancia farmacéuticamente activa®, “ingrediente activo” 6 “ingrediente
farmacéuticamente activo” significa cualquier componente que potencialmente
proporcione una actividad farmacologica u otro efecto diferente en el
diagnostico, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencion de una enfermedad, o
que afecta a la estructura o funcion del cuerpo del hombre u otros animales. El
término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la
elaboracion del farmaco y estan presentes en el mismo de una forma

modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

Las composiciones de la presente invencidon pueden formularse para su
administracion a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo
al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado de la técnica.
Asi, pueden estar, sin limitarse, en disolucion acuosa estérii o en fluidos
biologicos, tal como suero. Las disoluciones acuosas pueden estar tamponadas
0 no tamponadas y tienen componentes activos o inactivos adicionales. Los
componentes adicionales incluyen sales para modular la fuerza idnica,
conservantes incluyendo, pero sin limitarse a, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa,
vitaminas y minerales. Alternativamente, las composiciones pueden prepararse
para su administracion en forma solida. Las composiciones pueden combinarse
con varios vehiculos o excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a;
aglutinantes tales como celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina;
excipientes tales como almidon o lactosa; agentes dispersantes tales como
acido alginico o almidon de maiz; lubricantes tales como estearato de
magnesio, deslizantes tales como dioxido de silicio coloidal; agentes
edulcorantes tales como sacarosa 0 sacarina; 0 agentes aromatizantes tales

como menta o salicilato de metilo.

Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal,
incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas,

incluyendo, pero sin limitarse a, intraperitoneal, intravenoso, intramuscular,
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subcutaneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral, parenteral, intranasal o

dérmico. Preferiblemente, la via de administracion es oral.

La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende
de una variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso, sexo,
tolerancia,... del mamifero. En el sentido utilizado en esta descripcidn, la
expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de L-
carnitina, o de sus sales, profarmacos, derivados o analogos, o de sus
combinaciones, que produzcan el efecto deseado y, en general, vendra
determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichos
profarmacos, derivados o analogos y el efecto terapéutico a conseguir. Los
“‘adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser
utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los

técnicos en la materia.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la
absorcion, distribucidn o accion de cualquiera de los principios activos de la
presente invencion, estabiliza dicha sustancia activa o ayuda a la preparacion
del medicamento en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo
hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de
mantener los ingredientes unidos como por ejemplo almidones, azucares o
celulosas, funcidn de endulzar, funcidon de colorante, funcion de proteccion del
medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién
de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacion como
por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcion desintegradora para facilitar la
disolucion de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro

tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

El término excipiente “farmacéuticamente aceptable” hace referencia a que el
excipiente esté permitido y evaluado de modo que no cause dafio a los

organismos a los que se administra.
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Ademas, el excipiente debe ser farmacéuticamente adecuado, es decir, un
excipiente que permita la actividad del principio activo o de los principios
activos, es decir, que sea compatible con el principio activo, en este caso, el

principio activo es cualquiera de los compuestos de la presente invencion.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sustancias, o
combinacion de sustancias, conocidas en el sector farmaceéutico, utilizadas en
la elaboracion de formas farmaceuticas de administracion e incluye, pero sin

limitarse, solidos, liquidos, disolventes o tensioactivos.

El vehiculo, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en el
medicamento para diluir cualquiera de los compuestos de la presente invencion
hasta un volumen o peso determinado. El vehiculo farmacéuticamente
aceptable es una sustancia inerte 0 de accion analoga a cualquiera de las
células de la presente invencidn. La funcion del vehiculo es facilitar la
incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y
administracion o dar consistencia y forma a la composicion farmaceéutica.
Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmacéuticamente

aceptable es el diluyente.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidon se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que pone de manifiesto la especificidad y efectividad de los

inhibidores de L-carnitina, o sus sales, profarmacos, derivados o analogos,
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para actuar como nefroprotector evitando o paliando el dafio renal asociado a
la HTA.

La invencion se llevo a cabo disefiando un estudio de tipo experimental
prospectivo, en el que utilizaremos ratas de la cepa Wistar, asignadas

aleatoriamente a los siguientes grupos:

1.- Grupo control (que representaremos como WISTAR).

2.- Tratadas con L-carnitina (LC) a dosis de 300 mg/Kg de peso corporal
y dia disuelto en el agua de bebida durante 12 semanas (grupo WLC).

3.- Tratadas con L-NAME a dosis de 35mg/Kg de peso corporal y dia

disuelto en el agua de bebida durante 12 semanas (grupo WLN).

4.- Tratadas con L-carnitina y L-NAME simultaneamente (en las mismas

dosis descritas en el punto 3 y 4) (grupo WLNLC).

Durante todo el periodo experimental se ha realizado un seguimiento semanal
de las cifras de presion arterial. Esta medida se ha llevado a cabo mediante el
método indirecto de oclusion en la cola. Para ello se utiliza un medidor de
presion, NIPREM 645, acoplado a un sistema de recogida de datos con soporte

informatico.

Al finalizar las 12 semanas de tratamiento, se procede a colocar el animal en
jaulas de metabolismo durante 24 horas con la intencion de obtener la orina
para la determinacion de proteinas. Posteriormente, se obtieneel peso del
animal y se procede a su sacrificio con una dosis letal de pentobarbital. Se
extirpan los rifiones, se limpian y se les elimina la capsula. A continuacion, se
les secciona la corteza renal y se congela por inmersion en nitrogeno liquido y
se mantienen a -80° C hasta el momento de su uso. Parte de esta corteza renal
se homogeneiza para determinar las actividades de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GR), wusando para ello kit comerciales basados en técnicas
espectrofotométricas. Igualmente, estudiamos la actividad de la enzima
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NADPH oxidasa, mediante técnicas de quimioluminiscencia. El resto de la
corteza renal lo usamos para determinar, mediante la técnica de PCR a tiempo
real, la expresion génica de las citocinas proinflamatorias (interleucina 6, IL-6 e
interleucina 13, IL-1B) y antiinflamatorias (interleucina 10, IL-10); de las
subunidades Nox4 y p22phox de la enzima NADPH oxidasa; de la enzima
convertidora de la angiotensina (ACE); y del receptor AT1 de la angiotensina II.

En la tabla | se muestran los valores (mm de Hg) para las presiones arteriales
diastolicas y sistolicas al finalizar el tratamiento en los cuatro grupos
experimentales de animales, junto con los valores de la proteinuria expresados

en mg de proteinas/ 24 h/ 100g de peso corporal (media + error estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001 para los 3
parametros analizados. Aplicando el analisis por test de Tukey se obtuvieron
las siguientes significaciones para la presion sistélica final:

o« WISTAR- WLN: p<0.001

e WLN-WLNLC : p< 0.001

e WISTAR - WLNLC: p<0.001

Para la presion diastdlica final:
o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLNLC : p< 0.001
e WISTAR - WLNLC: p<0.001

Y para la proteinuria:
o WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLNLC : p< 0.001
e WLN -WLC: p<0.001

En la tabla Il se muestra los valores de la actividad de la enzima
superoxido dismutasa (SOD) (U/g, unidades por gramo de proteina) en corteza
renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media + error

estandar).
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Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando

el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
SOD:

o« WISTAR- WLN: p<0.001

e WLN-WLC : p< 0.001

e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla Ill se muestra los valores de la actividad de la enzima
glutation peroxidasa (GPx) (U/g, unidades por gramo de proteina) en corteza
renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media + error

estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
GPx:

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC : p< 0.001
e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla IV se muestra los valores de la actividad de la enzima
glutation reductasa (GR) (U/g) en corteza renal de los cuatro grupos

experimentales de animales (media * error estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0005. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
GR:

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC:p<0.01
e  WLN-WLNLC: p<0.01

En la tabla V se muestra los valores de la actividad de la enzima
NADPH oxidasa (LRU, unidades relativas de luz) en corteza renal de los cuatro

grupos experimentales de animales (media £ error estandar).
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Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando

el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
NADPH oxidasa:

o« WISTAR- WLN: p<0.001

e WLN-WLC : p< 0.001

e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla VI se muestra los valores de la expresion génica relativa de
Nox 4, en corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales

(media * error estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
expresion relativa de NOX 4.

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC : p< 0.001
e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla VII se muestra los valores para la expresion génica relativa
de p22 phox, en corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales

(media * error estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.001. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
expresion relativa de p22 phox:

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC : p< 0.001
e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla VIIl se muestra los valores para la expresion génica relativa
de la IL-6, en corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales

(media * error estandar).
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Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando

el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la

expresion relativa de IL-6:

WISTAR- WLN: p<0.001
WLN — WLC : p< 0.001
WLN- WLNLC: p<0.001
WISTAR — WLNLC: p<0.01
WLC — WLNLC: p<0.01

En la tabla IX se muestra los valores para la expresion génica relativa de

IL-13, en corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media

* error estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando

el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la

expresion relativa de IL-1f3:

WISTAR- WLN: p<0.001
WLN — WLC : p< 0.001
WLN- WLNLC: p<0.001
WISTAR — WLNLC: p<0.05
WLC — WLNLC: p<0.05

En la tabla X se muestra la expresion génica relativa de IL-10, en

corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media + error

estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando

el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la

expresion relativa de IL-10:

WISTAR- WLN: p<0.001
WLN — WLC : p< 0.001
WLN- WLNLC: p<0.001
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En la tabla Xl se muestra la expresidn génica relativa de ACE, en
corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media + error

estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
expresion relativa de ACE:

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC : p< 0.001
e  WLN-WLNLC: p<0.001

En la tabla XIl se muestra la expresion geénica relativa de AT1, en
corteza renal de los cuatro grupos experimentales de animales (media + error

estandar).

Una vez realizado el test de ANOVA se obtuvo una p<0.0001. Aplicando
el analisis por test de Tukey se obtuvieron las siguientes significaciones para la
expresion relativa de AT1:

o« WISTAR- WLN: p<0.001
e WLN-WLC : p< 0.001
e  WLN-WLNLC: p<0.001

Estos resultados muestran que:

1. La presion sistdlica y diastolica aumentan significativamente tras el
tratamiento con L-NAME. La administracion simultanea con LC aminora estos
efectos. No existen diferencias significativas en estos parametros entre las
ratas controles y las tratadas con LC.

2. Las actividades de las enzimas antioxidantes, SOD y GPx, disminuyen
significativamente tras administrar L-NAME. El tratamiento simultaneo con LC
hace que aumenten los niveles de actividad para estas dos enzimas hasta

alcanzar valores normales. Sin embargo, los niveles de la GR aumentan tras el
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tratamiento con L-NAME, revertiéndose estos valores con la administracion
simultanea de LC.

3. La actividad NADPH oxidasa se eleva significativamente tras el
tratamiento con L-NAME y el suministro simultaneo de LC revierte esta
L-NAME

considerablemente la expresidn génica de dos subunidades de la NADPH

actividad, normalizandola. El tratamiento con aumenta
oxidasa, Nox4 y p22 phox, alcanzandose valores normales tras el suministro

simultaneo de LC.

4. La expresion génica de las interleucinas proinflamatorias, IL-6 e IL-13,
aumenta significativamente en las ratas tratadas con L-NAME, valores que
disminuyen en las ratas WLNLC. Por el contrario, las cifras de expresion génica
para la interleucina antiinflamatoria IL-10, estan significativamente disminuidas
en las ratas tratadas con L-NAME respecto a las ratas control, normalizandose

los valores tras el tratamiento simultaneo con LC.

5. Las expresiones génicas de la ACE y del receptor AT1 aumentan de forma
significativa en las ratas tratadas con L-NAME con respecto a los valores
encontrados en las ratas normotensas, observandose niveles normales tras el

tratamiento con LC.

Tabla I.- Valores finales de presién arterial sistolica (PS) y diastolica (PD)
(mm de Hg) y de proteinuria (mg/24h/100 peso corporal)

WISTAR WLN WLC WLNLC
PS 90+1.3 178 £ 0.6 91+1.7 153 + 1
PD 130+1.8 195+0.8 133+0.9 172 +0.8
Proteinuria 57+05 121+16 4603 43+04
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Tabla Il.- Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en corteza
renal (U/g)

WISTAR WLN WLC WLNLC
SOD 85.8+4.4 128.5+6.9 87+ 5.6 84.2+55
Tabla lll.- Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) en corteza
renal (U/g )

WISTAR WLN WLC WLNLC
GPx 353 +£19.2 185+ 11.4 357.3+21.7 |361.3+13.5

Tabla IV.- Actividad de la enzima glutation reductasa (GR) en corteza renal

(Ulg)

WISTAR

WLN

WLC

WLNLC

GR

28.1+1.38

48.6+2

33.6+4.2

33.5+3.11

Tabla V.- Actividad de la enzima NADPH oxidasa en corteza renal (LRU)

WISTAR WLN WLC WLNLC
NADPH 43000 + 2160 | 61833 £ 2212 | 44666 + 843 | 43500 +
oxidasa 1648.2
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Tabla VI.- Expresién génica relativa de Nox 4 en corteza renal

WISTAR

WLN

WLC

WLNLC

Nox 4

1+0.04

2.11+0.28

0.89 +0.04

1.18 £0.07

Tabla VII.- Expresién génica relativa de p22 phox en corteza renal

WISTAR WLN WLC WLNLC
p22 phox 1+0.08 5.56 £ 0.55 1.1 £0.05 1.08 £0.08
Tabla VIIl.- Expresién génica relativa de IL-6 en corteza renal

WISTAR WLN WLC WLNLC
IL-6 1+0.11 88+0.6 1.14+0.078 |2.98+0.18

Tabla IX.- Expresién génica relativa de IL-13 en corteza renal

WISTAR WLN WLC WLNLC
IL-1B 1+0.05 1.78 £0.02 1.05+0.05 1.3+£0.09
Tabla X.- Expresién génica relativa de IL-10 en corteza renal

WISTAR WLN WLC WLNLC
IL-10 1+0.06 0.4 +£0.04 0.91 £0.09 1.04+£0.12
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Tabla XI- Expresién génica relativa de ACE en corteza renal
WISTAR WLN WLC WLNLC
ACE 1+0.04 2.7 +0.21 1.2+0.07 1.2+0.15

Tabla XlI- Expresién génica relativa de AT1 en corteza renal

WISTAR WLN WLC WLNLC

AT1 1+0.1 2.2+0.16 1.1+0.15 0.8 +0.04

En conclusion, el tratamiento con L-NAME produce un aumento en las medidas
de las presiones arteriales sistdlicas y diastolicas y en los valores de
proteinuria, aumento que se atenua, en caso de las presiones arteriales y
desaparece, en caso de la proteinuria, con la administracion simultanea de LC.
Por otro lado, el tratamiento simultaneo con L-NAME y LC ha reducido los
efectos que el estrés oxidativo causo en la corteza renal de ratas tratadas con
L-NAME, mediante su accidn sobre las enzimas antioxidantes y la actividad de
la enzima NADPH oxidasa, confirmando los efectos antioxidantes de la LC en
el rindn de ratas hipertensas.

Por otro lado, el tratamiento conjunto con L-NAME y LC también obtuvo efectos
notables en la expresion génica de las interleucinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, mostrandose los efectos antiinflamatorios de la LC en el rifidn

de ratas hipertensas.

Por ultimo, la LC ejerce, en parte, su accion nefroprotectora antioxidante y
antiinflamatoria actuando sobre el sistema renina angiotensina, como muestran

los valores de expresion génica para la ACE y el AT1.
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REIVINDICACIONES

Uso de la L-carnitina o cualquiera de sus sales, derivados o analogos, o
cualquiera de sus combinaciones, en la elaboracion de un medicamento,

para la prevencion o el tratamiento del dafio renal.

Uso de una composicion que comprende L-carnitina, o cualquiera de
sus sales, derivados o analogos, en la elaboracion de un medicamento

para la prevencion o el tratamiento del dafio renal.

El uso de una composicion segun la reivindicacion anterior, en la

elaboracion de un medicamento para el tratamiento del dafio renal

El uso de una composicidon segun la reivindicacion 2, donde la

composicion de la invencidon es una composicion alimentaria.

El uso de una composicidon segun la reivindicacion 4, donde la

composicion alimentaria incluye un suplemento nutricional.

El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 4-5,
donde la composicion alimentaria ademas comprende vehiculos

adecuados.

El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2-3,

donde la composicidn es una composicion farmacéutica.

El uso de una composicidon segun la reivindicacion 7, donde la
composicion  farmacéutica ademas comprende un  vehiculo

farmaceéuticamente aceptable.
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9- El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7-8,

donde la composicion ademas comprende otro principio activo.

10-El uso segun de una composicion cualquiera de las reivindicaciones 1-9,

donde el dafo renal es un dafio renal crénico.
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