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@Resumen:

Soluciones para dialisis peritoneal que contienen un
flavonoide natural como agente osmotico.

La presente invencion se refiere a soluciones de
dialisis peritoneal que comprenden troxerutina o
vitamina P4 como agente osmdtico. La invencion
también se refiere al procedimiento para preparar
dichas soluciones y al nuevo uso de la troxerutina.
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DESCRIPCION

SOLUCIONES PARA DIALISIS PERITONEAL QUE CONTIENEN UN FLAVONOIDE
NATURAL COMO AGENTE OSMOTICO

La invencion se refiere a soluciones de dialisis peritoneal que contienen troxerutina o
vitamina P4 como agente osmético. La invencion también se refiere al nuevo uso de la

troxerutina en la preparacion de dichas soluciones.

Por lo tanto, la presente invenciéon pertenece al campo de la medicina biotecnolégica,
en particular, al de las soluciones de dialisis utilizadas para el tratamiento de

enfermedad renal (nefropatia).

ESTADO DE LA TECNICA

En la actualidad, aproximadamente 850 millones de personas padecen diferentes tipos
de trastornos renales, mientras que uno de cada diez adultos en todo el mundo tiene
enfermedad renal crénica (ERC) (Li PK, et al. Kidney Int. 2020 Feb;97(2):226-32). Se
pronostica que en el 2040, la ERC se convierta en la 5% causa mas comun de
fallecimiento en todo el mundo (Foreman KJ, et al. Lancet. 2018;392(10159):2052-90).

En 2020, se trataron aproximadamente 4,5 millones de pacientes con insuficiencia
renal crénica en todo el mundo. De estos pacientes, aproximadamente 3,7 millones
recibieron tratamientos de dialisis, el 11 % de ellos con dialisis peritoneal (entre el 5y

el 70 % de los programas de dialisis segun el pais) (Informe Anual Fresenius 2020).

En Espafa, lejos de detener su avance, la ERC sigue creciendo, y en 2019 su
prevalencia alcanzé la cifra de 1.367 personas por millén de habitantes, con mas de
64.000 personas en tratamiento de sustitucion renal (didlisis o trasplante), segun datos
de 2019 del Registro Espafiol de Enfermedades Renales (REER).

La dialisis peritoneal (DP) es una forma de tratamiento de sustitucion renal que utiliza
la cavidad abdominal como reservorio para intercambiar agua y solutos a través de la
membrana peritoneal (MP). La MP estd cubierta por una barrera monocapa

semipermeable de células mesoteliales (CM).
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La glucosa es el agente osmético mas utilizado para las soluciones de DP. Es bien
sabido que la glucosa produce complicaciones locales y sistémicas que conducen al
fallo de la MP y a complicaciones cardiovasculares debido a trastornos metabdlicos.
Los productos de degradacién de glucosa (PDG) son en parte responsables de este
deterioro de la MP y son esenciales para la formacion de productos finales de
glucosilacion avanzada (AGE, del inglés advanced glycation end-products). Los AGE
generalmente se incorporan en los tejidos, induciendo la hiperproduccién de citocinas
y de factores de crecimiento (VEGF y TGF-®), iniciando y perpetuando la lesiéon de la
MP a través de la sintesis de la matriz extracelular (MEC) descontrolada (fibrosis), la
angiogénesis y la transicion mesotelio-mesenquimatosa (TMM) de las CM. Estos

cambios estructurales son caracteristicos del fallo de tipo | de la MP.

Aunque existen liquidos para la DP no basados en glucosa como agente osmético
(icodextrina y aminoacidos), ninguno de ellos puede utilizarse en todos los
intercambios de DP a lo largo del dia. Una razén para limitar su uso es su peso
molecular. Mientras que la glucosa muestra un peso molecular de aproximadamente

180 Da, el de la icodextrina es superior a 7000 Da.

Algunos de los documentos en los que se describen agentes osméticos distintos de la
glucosa son los siguientes: WO 2016/066672, US4339433, US4761237, US6770148,
US4649050.

En vista de lo anterior, sigue existiendo la necesidad de proporcionar nuevos
compuestos que tengan baja o nula toxicidad, solubilidad en agua, peso molecular
adecuado, alta estabilidad y valores de molalidad adecuados para utilizar como

agentes osmaticos alternativos a la glucosa.

En este contexto, la presente invencion desvela un compuesto para su uso como
agente osmatico alternativo a la glucosa que cumple con todas las caracteristicas
anteriores y que puede solucionar un problema de salud que afecta a un numero

importante de pacientes renales que reciben tratamiento de DP.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han demostrado que la troxerutina (también denominada vitamina P4)

es un compuesto con propiedades 6ptimas para su uso como agente osmatico en
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soluciones de dialisis peritoneal.

La troxerutina es un flavonoide natural de férmula molecular CssHs2O19 y peso
molecular de 743 g/mol que esta presente en el té, café, granos de cereales, y una
variedad de frutas y verduras. Muestra propiedades antiinflamatorias y antiapoptéticas.
Actia como antioxidante y se utiliza como farmaco vasoprotector comercializado en
seres humanos, ademas de tener otros efectos interesantes notificados. (M.
Zamanian, S. Shirooie, et al. Current Neuropharmacology, 2021, 19, 97-110). Su
n.° CAS es 7085-55-4 y, segun la Farmacopea Europea (10.0 Vol. Ill), se define como
una mezcla de derivados O-hidroxietilados de rutésido que contienen un minimo de 80
por ciento de 2-[3,4-bis(2-hidroxietoxi)fenil]-3-[[6-O-(6-desoxi-a-L-manopiranosil)-3-D-
glucopiranosil]oxi]-5-hidroxi-7-(2-hidroxietoxi)-4H-1-benzopiran-4-

ona(tris(hidroxietil)rutina).

Un primer aspecto de la invencion se refiere a una solucién de didlisis peritoneal que

comprende troxerutina como agente osmotico.

La expresion "solucién de dialisis peritoneal" se conoce en el estado de la técnica y
pretende significar una solucién que comprende un electrolito, un tampdn y un agente
osmoético, en donde el electrolito comprende iones, tales como sodio, potasio, calcio y
magnesio; el tampon comprende componentes, tales como acetato, lactato y
bicarbonato. Se pueden encontrar ejemplos de soluciones médicas para utilizar como

soluciones de dialisis peritoneal en Wieslander et al., 1991, Kidney Int 40:77-79.

La expresidn "agente osmaético”, también conocida en el estado de la técnica, pretende
significar una sustancia en un liquido que provoca una fuerza osmética para extraer
liquido del paciente al liquido de dialisis si estd presente a una concentracion
suficientemente alta. Por consiguiente, el liquido se transporta sobre la membrana

peritoneal hacia el liquido de DP.

En una realizacién preferida, la solucion de dialisis peritoneal contiene entre el 1 % vy el
6 % p/v de troxerutina, mas preferentemente entre el 1 % y el 3 % p/v. %p/v= 100 *

[masa de troxerutina (g)/ volumen de solucién (ml)]

El procedimiento para preparar la solucién de dialisis peritoneal que comprende

troxerutina como agente osmaético, comprende mezclar todos los componentes de la
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solucion de dialisis peritoneal y esterilizar la mezcla resultante, preferentemente
calentando a una temperatura entre 110 y 130°C durante 0,5 a 2 h, mas
preferentemente a 121 °C y/o durante 1 hora. Se puede preparar en una bolsa

unicameral, sin necesidad de dividir el producto en diferentes camaras.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la troxerutina para su uso
como agente osmotico en una solucion de dialisis peritoneal, la solucidon se prefiere
como se describe en el primer aspecto de la presente invencion. Después, la

troxerutina se utiliza para la preparacion de una solucion de dialisis peritoneal.

Resumiendo, en los ejemplos proporcionados en la presente invencion se ha
demostrado que la troxerutina (vitamina P4) presenta muchas ventajas con respecto a
un agente osmotico convencional conocido en el estado de la técnica. Concretamente,
la troxerutina tiene un peso molecular ideal, una alta solubilidad en agua, y una
capacidad osmoética 3-4 veces mayor que la de la glucosa y es una molécula segura

en un modelo animal.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende
normalmente un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion. En la
practica de la presente invencién se pueden utilizar métodos y materiales similares o
equivalentes a los que se describen en el presente documento. A lo largo de la
descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones, no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas.
Objetos adicionales, ventajas y caracteristicas de la invencion, seran evidentes para
los expertos en la materia tras examinar la descripcion, o pueden aprenderse poniendo
en practica la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo

ilustrativo y no pretenden limitar la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1: Representacién de la formula estructural de la troxerutina (componente

mayoritario).

FIG. 2: Grafico que muestra las capacidades de ultrafiltracion de diferentes

concentraciones de troxerutina (denominada F4 en los ejemplos) y glucosa.
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FIG. 3: Analisis de ARNm de marcadores de TMM en células mesoteliales omentales
humanas (CMOH) cultivadas tratadas con F4 al 1 % o glucosa al 4,25 %, asi como con

TGF-beta (control positivo) o sin tratamiento (control negativo).

FIG. 4: Analisis de ARNm de marcadores de TMM en células Met5a expuestas a altas

concentraciones de F4.

FIG. 5: Imagenes de microscopia 6ptica de células Met5a cultivadas expuestas a altas

concentraciones de F4 durante 72 h y medicion de la viabilidad celular (%).

FIG. 6: Células drenadas en efluentes peritoneales de ratones expuestos a glucosa al
4,25 %, glucosa al 2,3 % oF4 al 3 % yal 1,5 %.

FIG. 7: Grosor de la membrana peritoneal de ratones y peso de los animales a lo largo

del tratamiento.

FIG. 8: Evaluacién de marcadores hipertroficos en tejidos cardiacos

FIG. 9: Funcion sistélica de los ratones tratados con diferentes liquidos de DP.

EJEMPLOS

Los siguiente son algunas pruebas realizadas por los inventores con troxerutina (citada
en los ejemplos como F4) para demostrar su eficacia respecto al uso reivindicado. La

troxerutina se adquirié en Biosynth Carbosynth®.

Ejemplo 1: Capacidad de ultrafiltracion (UF) de F4

Se analizé la capacidad de ultrafiltracion (UF) de F4 in vitro a diferentes
concentraciones. Estos analisis se realizaron en las instalaciones de la empresa
Fresenius Medical Care. Los experimentos de UF se realizaron utilizando membranas
de dialisis (serie V de ZelluTrans/Roth) con un limite de peso molecular (MWCO,
molecular weight cutoff ) de 25kDa adquiridas en Carl Roth. En todos los
experimentos se utilizé un tubo de dialisis de 11 cm de longitud. El volumen de llenado
de los tubos de dialisis al comienzo de los experimentos era de 10 ml, cerrados por

dos abrazaderas, cada sistema con una plomada y un nadador. Las bolsas llenas se
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colocaron en un vaso de precipitados con 900 £ 0,1 g de matriz de lactato templada a
37 °C y para determinar el cambio de masa durante los 30 minutos durante un periodo
de 24 horas se midio el peso de cada bolsa. Se calculé el aumento de masa de cada
intervalo de tiempo de permanencia. Los experimentos se llevaron a cabo 3 veces, se
calculé el valor medio y la desviacion estandar. Adicionalmente, la osmolalidad se
midié por depresién del punto de congelacion (o descenso crioscopico) (Osmomat
030, Gonotec GmbH). La determinacion de la concentracion del agente osmético se
realizd midiendo el indice de refraccion (Refractdmetro DR 6300-T, KRUSS Optronic).
Para cada sustancia se prepard una curva de calibracion y la solucion de prueba se

midié después de una prueba de ultrafiltracion de 24 horas.

Los resultados mostraron que F4 a concentraciones del 1 % p/v tiene un patréon de UF
similar al de la glucosa al 4,25 %, la mayor concentracién de glucosa utilizada en la
practica clinica (Fig. 2). Ante estos resultados, se decidi6 utilizar F4 al 1 % p/v para

realizar analisis in vitro adicionales para comprobar la toxicidad.

Ejemplo 2: Efectos de F4 en células mesoteliales

El efecto de F4 en células mesoteliales se analizé in vitro en células mesoteliales
omentales humanas (CMOH) cultivadas, conteniendo los liquidos preparados por
Fresenius Medical Care, glucosa o F4, y utilizandose el tampdn para liquidos de DP y
esterilizados como liquidos de DP comerciales (en el caso de la glucosa al 4,25 % plv,
este proceso genera productos de degradacién, PDG, que se sabe que promueven el
dano peritoneal). Se observé que F4 al 1 % p/v induce menos TMM que la glucosa al
4,25 % plv, ya que hay menor induccion de genes mesenquimatosos (VEGF-A,
Fibronectina), y menor represion de genes epiteliales (Calretinina y E-cadherina) (Fig.
3). También se observo que la glucosa al 4,25 % p/v indujo una mayor tasa de muerte

de células mesoteliales en comparacion con F4 al 1 % p/v.

Ejemplo 3: Ensayos de citotoxicidad

Asimismo, la linea celular Met5a se utilizé para analizar la TMM a concentraciones
mas altas de F4 (1 %, 2 % y 3 % p/v). F4 se diluyé en tampédn de Lactato que contenia
calcio 1,25 mmol/l, sodio 134 mmol/l, magnesio 0,5 mmol/l, cloruro 100,5 mmol/l,
lactado 25 mmol/l, con un pH = 7,0. Para comparar con los resultados de F4, se utilizd

glucosa al 4,25 % pl/v (solucion Stay Safe, Fresenius Medical Care) y al 2,3 % pl/v
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(solucion Balance, Fresenius Medical Care). Todas las soluciones se diluyeron en
medio de cultivo FBS M199 al 20 % con una proporcién de 50:50. CTRL y CTRL+TGF-
beta contenian medio M199+FBS 20%: Tampdn Lactato 50:50. Para inducir la TMM se
utilizé TGF-beta. F4 no indujo muerte celular ni TMM en ninguna de las

concentraciones probadas (Fig. 4 y Fig. 5).

Para descartar por completo la citotoxicidad, durante 72h se afiadieron
concentraciones aun mas altas de F4 (5 %, 7 %, 9 % p/v) a cultivos de Metb5a y las

células conservaron una morfologia empedrada y buena viabilidad (Fig. 5).

Ejemplo 4: Prueba del agente osmoético en un modelo de ratén de exposicion

peritoneal a liquidos de DP

Después de los resultados in vitro, se probd la idoneidad de este compuesto como
agente osmotico en un modelo de raton de exposicidon peritoneal a liquidos de DP. En
primer lugar, ratones con un catéter implantado se sometieron a DP durante 50 dias,
recibiendo glucosa a concentraciones de 4,25 % p/v, F4 al 3% o F4 al 1,5 % plv.
Todos los ratones completaron satisfactoriamente el tratamiento con F4 y presentaron
un menor numero de células granulociticas en los lavados peritoneales, mientras que
se detectd una mayor presencia de macréfagos antiinflamatorios en estos grupos
dentro de la poblaciéon mieloide, lo que indicaba un patrén inflamatorio protector (Fig.
6).

Asimismo para imitar la insuficiencia renal en seres humanos, ratones se sometieron a
nefrectomia 5/6. Para ello, se extirpd el rifdn derecho y se insertd un catéter en la
cavidad peritoneal, y después de una semana de recuperacion, los polos del rifidn
izquierdo se extrajeron mediante cauterizacion. Después de 2 semanas de
recuperacion, los ratones recibieron liquido Stay Safe de DP (glucosa al 4,25 % plv,
con una alta concentracion de PDG) y LDP basado en F4 a una concentracion del 1 %
p/v (la concentracion que mostré el mismo patrén de UF que la glucosa al 4,25 % p/v
como se analizé6 previamente in vitro) durante 2 meses. Los ratones de control
recibieron solucién salina y se realizaron dos grupos de control adicionales, utilizando
ratones sin cirugia o exposicién a LDP, ratones expuestos Unicamente a la cirugia. Se
observé que F4 inducia menos fibrosis de la membrana peritoneal que Stay-Safe con

glucosa al 4,25 % plv (fig. 7).
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Durante el experimento se controld el peso de los ratones, el dafio cardiovascular se
evalué mediante ecografia y las células drenadas en lavado peritoneal se analizaron

mediante citometria de flujo.

F4 indujo menos fibrosis de la membrana peritoneal asi como menos infiltracion celular
en la membrana peritoneal (Fig. 7). Estos resultados sugieren que F4 puede tener un
menor impacto local en la funcionalidad de la membrana peritoneal. El peso de los

animales aumento por igual en todos los grupos.

Adicionalmente, estabamos interesados en la evaluacion de la insuficiencia cardiaca
en los ratones tratados con DP. Inicialmente, se pesaron las muestras de corazén y se
midi6é la proporcion entre el peso cardiaco y el peso corporal, que es una medida
establecida de la hipertrofia cardiaca. La proporcidn entre el peso cardiaco y el peso
corporal se elevo significativamente en el grupo de tratamiento con SS y el efecto se
atenué en el del tratamiento basado en F4 (Fig. 8). Para confirmar el estado
hipertréfico, observamos los marcadores de estrés cardiaco. La expresion de ARN de
los péptidos natriuréticos auricular y cerebral (PNA y PNC) en los tejidos cardiacos, no
se vio afectada por la solucion basada en F4 en comparacién con el grupo de

tratamiento con SS (Fig. 8).

Ademas, el VEGF-A (factor de crecimiento endotelial vascular A) cuya funcion es
promover la angiogénesis en el tejido miocardico, la MCP-1 (proteina quimioatrayente
de monocitos 1) y el marcador fibrético, la fibronectina, mejoraron en los ratones
tratados con solucion F4 (Fig. 8). Estos resultados sugieren que F4 puede tener menor

impacto en el corazén mejorando la funcién cardiaca.

Para medir la funcién sistélica de los ratones tratados con diferentes liquidos de DP
utilizamos la técnica de ecocardiografia. Las medidas se tomaron tanto en sistole
como en diastole. A partir de estos valores, se calcularon los valores de acortamiento
fraccionario (AF), los volumenes telesistélico y telediastélico del VI (VTSVIy VTDVI), la
fraccion de expulsién (FE) y el volumen sistdlico (VS). Los datos de ecocardiografia
revelaron que los niveles de VS, AF y FE que miden la contractilidad muscular del
corazén, se redujeron en el grupo tratado con SS después de 20 y 60 dias de DP (Fig.
9). Esto indica que la eficiencia del corazén para expulsar sangre se ve afectada por la

DP basada en glucosa que fue rescatada por la solucién F4.
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REIVINDICACIONES

1. Una solucién de didlisis peritoneal que comprende troxerutina como agente
osmoatico.
2. Una solucion de dialisis peritoneal, de acuerdo con la reivindicacion 1, en

donde la concentracion de troxerutina varia entre 1y 6 % p/v.

3. Una solucion de dialisis peritoneal, de acuerdo con la reivindicacién 2, en

donde la concentracion de troxerutina varia entre 1y 3 % pl/v.

4, Uso de troxerutina como agente osmatico en una solucion de didlisis peritoneal.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la troxerutina esta en una

concentracion entre 1y 6 % p/v en la solucion.

10
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