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@Resumen:

Formulaciones y extractos de Erica erigena para
luchar contra el envejecimiento cutaneo. Extractos de
Erica erigena, procedimiento de obtencién y su uso
cosmético, farmacéutico y/o alimentario como
antioxidantes y/o antirradicalarios y/o filtros UV
(ultravioleta) y/o estimuladores fibrobasticos.
Extractos obtenidos a partir de hojas, raices, tallos y
flores secos y/o congelados, molidos y tamizados,
extraccion con agua, y/o alcoholes, evaporacion de
este disolvente posterior extraccién con agua y/o
glicoles del extracto seco y filtracion; y su uso
cosmético, farmacéutico y/o alimentario, para el
cuidado de la piel y/o el cabello, como antioxidantes o
inhibidores de radicales, como agentes para combatir
el envejecimiento, protectores solares o estimuladores
fibroblasticos. Formulaciones cosméticas y/o
dermatoldgicas que contienen al menos un extracto
vegetal de Erica erigena, capaces de prevenir y/o
luchar contra el envejecimiento cutaneo, como
antioxidantes o inhibidores de radicales, protectores
solares o estimuladores fibroblasticos.
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DESCRIPCION

FORMULACIONES Y EXTRACTOS DE ERICA ERIGENA PARA LUCHAR
CONTRA EL ENVEJECIMIENTO CUTANEO.

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién se engloba dentro del campo técnico de los extractos
vegetales de Erica erigena, y su obtencién para su uso cosmético, farmaceutico
y/o alimentario como antioxidantes y/o antirradicalarios y/o filtros UV (ultravioleta)
y/o estimiladores fibroblasticos. La presente invencion se refiere también a nuevas
formulaciones cosméticas y/o dermatolégicas que contienen al menos un extracto
vegetal de Erica erigena, capaces de prevenir y/o luchar contra el envejecimiento
cutaneo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A principios del siglo XX Mulliken investigb la reactividad fotoluminica
demostrando que durante el proceso de peroxidacién y fotoexcitacion se formaba
un estado excitado del oxigeno (oxigeno singlete: '0%). El desarrollo de estas
investigaciones llevé a la introduccién del término de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y de radicales libres de oxigeno (RLO) en el campo de la biologia
y a la demostracion de que estas especies radicalarias eran las responsables de
los efectos téxicos del oxigeno.

Por lo tanto, dado que los ERO/RLO son especies que se generan de forma
continuada como productos de la utilizacién celular del O;, en los organismos
aerobios se han desarrollado estrategias biolégicas para desactivarlos, como el

sistema enzimatico superéxido dismutasa, glutation peroxidasa o catalasa.

Con frecuencia, estos mecanismos basicos de defensa no son suficientes para
eliminar todas las especies radicalarias generadas de forma endogena
(respiracion celular y otros procesos fisiologicos) o las de origen exégeno
(radiaciones, polucién ambiental, farmacos, toxicos) que desde el entorno inciden
en el organismo. La pérdida de equilibrio entre el nivel de prooxidacién y el tono
antioxidante de un 6rgano o tejido puede producir dafio celular v,
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secundariamente, condicionar la aparicién de estados de enfermedad. Se define
el estrés oxidativo como la situacién de dafio celular que resulta cuando la
generacién y/o incidencia exégena de RLO supera la capacidad de los diferentes
mecanismos fisiolégicos del organismo para prevenir o interceptar su

acumulacion.

Ademas de los mecanismos de defensa enzimaticos a lo largo de la evolucién
biolégica, los organismos han desarrollado la capacidad de sintetizar moléculas
con actividad antioxidante: ubiquinona, glutation, ceruloplasmina, transferina y
acido Urico en mamiferos; y compuestos como acido ascorbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), diversos flavonoides y otros
compuestos fendlicos en el caso de los vegetales. Asi, es bien conocida la
relacion entre el contenido fendlico de los extractos vegetales y su actividad
antioxidante [Y. S. Velioglu et al., Journal of Agricultural and Food Chemistry;
1998, 46 (10), 4113-4117).

Los antioxidantes naturales ademas de proteger al organismo del dafo
producido por los radicales libres, responsables de las enfermedades
degenerativas como el cancer, arterioesclerosis, artrits y procesos
neurodegenerativos y de envejecimiento; pueden presentar actividad
antibactericida, antivirica, antimutagénica, antitlcera o anticarlogénica.

Ademas, si los antioxidantes naturales absorben radiacién ultravioleta pueden
ser empleados como filtros solares [EP0781544B1]. La radiaciéon UV (ultravioleta)
puede ser clasificada en UV-C (longitud de onda menor de 280 nm); UV-B
(longitud de onda entre 280 nm y 320 nm) y UV-A (longitud de onda entre 320 nm
y 400 nm). De estas radiaciones ultravioletas, la mas letal es la radiacion UV-C,
aunque la mayoria de la misma es absorbida por el ozono. Por ello, las que
pueden tener mayor influencia sobre la piel son las radiaciones UV-A 'y UV-B.

La piel es muy sensible al estrés oxidativo pudiendo éste afectar al
funcionamiento de los fibroblastos cuya funcién es la sintesis y mantenimiento de
la matriz extracelular, imprescindible para mantener la integridad del tejido
conjuntivo, produciendo: colageno, sustancia fundamental y proteinas fibrosas,
como fibronectina y la laminina, y fibras elasticas, formadas por elastina
predominantemente y otras proteinas como fibrillina.
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El envejecimiento cutaneo producido por la edad cronolégica, alteraciones
hormonales o el estrés oxidativo, produce, entre otros efectos, una disminucién de
la renovacién celular y una alteracién en el funcionamiento de los fibroblastos de
la dermis, que disminuyen la sintesis de los componentes de la matriz
extracelular, lo que rompe el equilibrio entre la construccién, reconstruccion y
reparacién de la dermis. Como consecuencia de estas alteraciones se produce
una disminucién del espesor de la piel, pérdida de elasticidad, flacidez y aparicién
de arrugas.

Es importante, por ello, el desarrollo de nuevos productos que combatan los
efectos del envejecimiento, regenerando la estructura dérmica mediante la
estimulacion fibroblastica y, por ello también, la sintesis de colageno.

Erica erigena (Plumbaginaceae) es una planta endémica de la Peninsula
Ibérica (Espafia y Portugal), Irlanda y oeste de Francia.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe extractos de las hojas y/o flores y/o raices y/o
tallos de Erica erigena su procedimiento de obtencién y su uso cosmético,
farmacéutico y/o alimentario, como antioxidantes y/o antirradicalarios y/o filtros UV
(ultravioleta) y/o estimiladores fibroblasticos. La presente invenciéon describe
también nuevas formulaciones cosméticas y/o dermatolégicas que contienen al
menos un extracto vegetal de Erica erigena, capaces de prevenir y/o luchar contra
el envejecimiento cutaneo.

Se describe, entre otras cosas, un nuevo procedimiento para la obtencién de
extractos de Erica erigena a partir de hojas y/o flores y/o raices y/o tallos, que
permite emplear disolventes inocuos, como son agua, glicoles y otros alcoholes,
de bajo coste y operacién segura para obtener un producto estable, facil de
manejar, de adicionar a diferentes productos y que puede ser empleado como
ingrediente de la industria cosmética. También describe dichos extractos de Erica
erigena obtenidos por el procedimiento descrito, caracterizados por presentar,
entre otros, elevado contenido fendlico y/o relevantes propiedades antioxidantes
y/o antirradicalarias y/o de proteccion UV (ultravioleta) y/o de estimulacién
fibroblastica, que hace que puedan ser utilizados para el cuidado de la piel y/o el
cabello, por ejemplo como antioxidantes o inhibidores de radicales, como agentes
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para combatir el envejecimiento, protectores solares o estimiladores fibroblasticos.
Los extractos presentan frecuentemente mayor actividad antioxidante que
antioxidantes sintéticos como el BHT (butirohidroxitolueno) o el BHA
(butirohidroxianisol).

La presente invencién se refiere a nuevas formulaciones cosméticas y/o
dermatologicas que contienen al menos un extracto vegetal de Erica erigena,
capaces de luchar contra el envejecimiento cutaneo por actividad antioxidante y/o
antirradicalaria y/o de proteccion UV (ultravioleta) y/o de estimulacién sobre los
fibroblastos dérmicos humanos.

Las formulaciones cosméticas objeto de la presente invencién contienen al
menos un extracto de Erica erigena, preferentemente un extracto hidosoluble v,
mas concretamente hidroglicélico.

Las formulaciones cosmeéticas objeto de la presente invencién contienen:
- del orden del 01-10% en peso de extracto de Erica erigena.

Las formulaciones cosméticas objeto de la presente invencion puede incluir uno
o varios componentes de uso conocido clasico en las formulaciones cosméticas y
dermatolégicas, por ejemplo y sin ser limitantes, colorantes, conservantes,
perfumes, aceites, ceras, vitaminas, filtros UV (ultravioleta), tensoactivos,
emulsionantes, glicoles, solventes y reguladores de pH, etc Segun los
conocimientos del estado de la técnica, se sabra que agentes de formulacion se

pueden afadir a las formulaciones de la invencioén y en que cantidades.

Las formulaciones segun la invencién pueden presentarse en cualquier forma
conocida en el ambito de la cosmetogia y la dermatologia.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de formulaciones
segun la invencién para prevenir y/o luchar contra el envejecimiento cutaneo
mediante actividad antioxidante y/o antirradicalaria y/o de proteccion UV
(ultravioleta) y/o estimulacion fibroblastica.

La presente invencion se refiere también a la utilizacién de extractos de Erica
erigena, para la preparacién de formulaciones cosméticas y/o dermatolégicas
para prevenir y/o luchar contra el envejecimiento cutaneo mediante actividad
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antioxidante y/o antirradicalaria y/o de proteccibn UV (ultravioleta) y/o de
estimulacion fibroblastica.

Procedimiento de obtencién de los extractos de Erica erigena

i) Preparacion de las hojas, flores, raices y tallos de Erica erigena:

Se emplean las hojas, flores, raices y/o tallos secos o congelados de Erica
erigena preferentemente molidos, liofilizados y/o tamizados. Se someten a un
molido, preferentemente en un molino de aspas, se liofilizan y se tamizan,

preferentemente a tamafio de particula de 0,6 mm. aproximadamente.
iiy Extraccién de hojas, flores, raices y/o tallos de Erica erigena con disolventes:

Las hojas, flores, raices y/o tallos secos o congelados de Erica erigena,
preferentemente molidos, liofilizados y/o tamizados, se someten a un proceso de
extraccion soélido-liquido en continuo con disolventes.

Se emplean relaciones liquido:sélido elevadas, preferentemente de 30 g/g.

Como disolvente a extractar se emplean agua y/o disolventes hidroalcohdlicos
y/o alcohdlicos. Se elige ventajosamente alcoholes C1 a C, y, preferentemente,
etanol o metanol. Entre ellos, se elige ventajosamente una mezcla etanol/agua
1:1.

La temperatura de la extraccién es la de reflujo del disolvente 0 mezcla de
disolventes de extracciéon y esta en el rango de 60-120 °C y, preferentemente,
entre 85-95 °C.

El tiempo de extraccién esta en el intervalo de 1 a 3 horas.

El proceso extractivo se realiza protegido de la luz para evitar posibles
alteraciones.

El rendimiento del proceso extractivo oscila entre el 30% y el 55% (g/g).
iii)y Obtencioén de los extractos secos y acuosos de Erica erigena:

Los extractos acuosos, alcohdlicos o hidroalcohdlicos obtenidos se someten a
evaporacién a vacio para eliminar el disolvente y obtener los extractos secos de
Erica erigena.

El agua se elimina mediante evaporacién a vacio, preferentemente mediante
liofilizacion.
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Si, para la obtencién de los extractos liquidos de la etapa iv), se emplean como
disolventes de extraccion agua o hidroglicoles, en algun caso puede eliminarse a
vacio solo el disolvente alcohdlico de la etapa ii) y no eliminar el agua,
obteniéndose extractos acuosos de Erica erigena.

iv) Obtencion de los extractos liquidos de Erica erigena:

Los extractos secos o los extractos acuosos de Erica erigena obtenidos en la
etapa iii), se someten a un nuevo proceso extractivo sélido-liquido en continuo
con disolventes, preferentemente mediante maceracion con agitacién.

Se emplean relaciones liquido:sélido elevadas, preferentemente de 99 g/g.

Como disolvente a extractar se emplea agua y/o disoluciones hidroglicélicas y/o
glicdlicas. Se elige ventajosamente glicoles C, a Cs. Entre estos glicoles se
prefiere utilizar propilenglicol y butilenglicol. Entre ellos, se elige ventajosamente
una mezcla butilenglicol/agua 1:1.

La temperatura de extraccibn es la temperatura ambiente, 20 °C
aproximadamente.

El tiempo de extracciéon es de 1 a 7 dias.

El proceso extractivo se realiza protegido de la luz para evitar posibles
alteraciones.

v) Obtencién de los extractos liquidos filtrados de Erica erigena:

Los sdlidos de los extractos liquidos obtenidos en la etapa iv), se separan por
filtracion, preferentemente mediante placa porosa del n® 3 6 4, papel de filtro de
gramaje 73 g/m? o algodén, obteniéndose los extractos liquidos filtrados de Erica
erigena.

Estos extractos se almacenan refrigerados, preferentemente a 4 °C, y
protegidos de la luz para evitar posibles alteraciones.

Caracterizacion de los extractos de Erica erigena

i) Determinacién de la absorcién UV (ultravioleta) de los extractos de Erica
erigena:

La radiacién UV (ultravioleta) se clasifica en UV-C (longitud de onda menor de
280 nm); UV-B (longitud de onda entre 280 nm y 320 nm) y UV-A (longitud de
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onda entre 320 nm y 400 nm), por ello, si un producto absorbe radiacién entre 250
a 400 nm puede ser empleado como filtro solar.

Se mide la absorbancia (Abs) de los extractos de Erica erigena obtenidos
segun el procedimiento de extraccién, a la concentracion de 100 ppm en agua
destilada entre las longitudes de onda de 250 a 400 nm frente a un blanco de
agua destilada. Todos presentan maximos de absorcién en la region UV
(uitravioleta).

Los extractos de Erica erigena a la longitud de onda de 280 nm presentan Abs
> 0,500; a 320 nm presentan Abs > 0,250 y a 400 nm presentan Abs > 0,100.

ii) Determinacién del contenido fendlico de los extractos de Erica erigena:

Los compuestos fendlicos presentan una elevada actividad antioxidante [Y. S.
Velioglu, op. cited (1998)]. Por ello, se determina el contenido fendlico de los
extractos de Erica erigena segun el método de Folin Ciocalteu’s [A. Escarpa et al.,
Analytica Chimica Acta; 2001, 427(1), 119-127]. Se mide la absorbancia a 765 nm
de una disolucién de 0,5 mL del extracto antioxidante, 3,75 mL de agua destilada,
0,25 mL del reactivo de Folin Ciocalteau’s (1:1 con agua destilada) y 0,5 mL de
Na,CO; al 10 %; después de 1 hora a temperatura ambiente, frente a un blanco
sin extracto. Se determina el contenido fendlico del extracto comparando la
absorbancia con un recta patrén de acido galico (0-100 ppm).

Los extractos de Erica erigena obtenidos segun el procedimiento de extraccién,
presentan, segun el procedimiento descrito, un alto contenido fenélico, entre 25-
35%.

iii) Determinacion de la actividad captadora del radical a a-difenil-p-
picrilhidracilo (DPPH') y de su equivalencia en BHT y BHA de los extractos
liquidos filtrados de Erica erigena:

Para medir la actividad captadora del radical o,a-difenil-B-picrilhidracilo
(DPPH?®) [I. Parejo et al., Journal of Agricultural and Food Chemistry;, 2002, 50,
6882-6890], se mide la disminucién de la absorbancia a 515 nm, después de 16
minutos, de una disolucién de 2 mL de DPPH® 6 10° M en metanol y 50 uL del
extracto antioxidante. El porcentaje de inhibicion se calcula segun la siguiente
férmula:
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Pl (Porcentaje de Inhibicién) Pl(%): [(Abs t=0min-Abs t=16 min)/Abs t=0min)]*100
Se mide la ICsp 0 concentracién que inhibe el 50% del radical DPPH".

Los extractos de Erica erigena, obtenidos segln el procedimiento de
extraccion, presentan una ICs,entre 200 a 300 ppm.

La ICs, del BHA, medida segun el mismo procedimiento, es de 240 ppm y la del
BHT de 2790 ppm.

iv) Determinacion de la actividad antioxidante o de reduccion del hierro (FRAP)
y de su equivalencia en &acido ascérbico o vitamina C de los extractos liquidos
filtrados Erica erigena:

Se determina el poder reductor del hierro o actividad antioxidante de los
extractos de Erica erigena segun el método FRAP [Benzie IFF et al. Anal Biochem
1996; 239. 70-76]. Se mide la capacidad de reducir el complejo de Fe
(HN/tripiridiltriazine y las actividades reductivas de los extractos se expresan como
equivalentes nMde acido ascérbico (AscAE)/g de extracto seco. A 0,1 mL del
extracto antioxidante se le afiaden 3 mL del reactivo FRAP se deja a temperatura
ambiente durante 6 minutos. Se mide la absorbancia a 593 nm y se comparan los
resultados con una recta patrén de acido ascorbico o vitamina C (0,1- 1 mM).

Los extractos de Erica erigena obtenidos segtin el procedimiento de extraccion,
presentan a una concentracion de 100 ppm un poder reductor del hierro
equivalente a entre 0,150 mM a 0,250 mM en acido ascorbico o vitamina C.

v) Determinacién de la actividad inhibitoria del radical ABTS™ y de su
equivalente en Trolox, de los extractos liquidos filtrados de Erica erigena:

Para medir la capacidad de inhibicién del radical ABTS" y determinar su
equivalente en Trolox (equivalente soluble de la vitamina E o a-tocoferol) [R. Re et
al., Free Radical Biology and Medicine; 1999, 26, 1231-1237], se prepara un
tampén de PBS pH 7,4 (8,0 g NaCl, 0,2 g KH;PO4, 1,15 g NaHPO, 0,2 g
KCI, 0,2 g azida sédica). Se prepara el reactivo de TEAC (38,4 mg ABTS™ 7
mM, 6,62 mg persulfato potasico 2,45 mM en 10 mL de tampon PBS). Se agita
durante 16 horas en ausencia de luz. Se lee la absorbancia a 734 nm. Se diluye el
reactivo hasta que presente una absorbancia préxima a 0,7. Se afiaden 20 ulL del
extracto antioxidante a 2 mL del reactivo. Se calienta a 30 °C y se mide la
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absorbancia 734 nm a los 10 minutos. Se hace un control con etanol y un blanco
con el tampén PBS. Se compara la absorbancia con los valores de una recta
patrén con Trolox (0,1 a 1 mM en agua destilada).

Los extractos liquidos de Erica erigena, obtenidos segln el procedimiento de
extraccion, presentan una capacidad de inhibicién del radical ABTS® entre 10-20
gr de Trolox/L de extracto.

vi) Determinacién de la actividad estimuladora celular sobre una linea normal
fibroblastica de piel humana de los extractos de Erica erigena:

Se mide la capacidad de estimulacién celular sobre una linea normal
fibroblastica de piel humana (HSF) segun el método de contaje celular con Azul
Tripano [Paduch et al., Journal of Ethnopharmacology; 2007, 110, 69-75]. Como
control negativo las células de HSF son suspendidas en 1 mL de un medio de
cultivo ligeramente enriquecido con un 2,5% de Suero de Ternero Fetal (STF).
Como control positivo las células de HSF son suspendidas en 1 mL de un medio
de cultivo completo con un 10% de Suero de Ternero Fetal (STF). Por cada
tiempo de contacto y por cada concentracién, se expresan los resultados en
porcentaje de ganancia celular en referencia al testigo negativo determinado
segun la ecuacion:

células viables con el extracto

% Ganancia celular = ( JxlOO

célulasviables con el testigo negativo

Los extractos liquidos de Erica erigena, obtenidos segun el procedimiento de
extraccion, presentan un efecto positivo en la estimulacién celular sobre una linea
normal fibroblastica de piel humana, con un aumento en el porcentaje de
ganancia celular en referencia al testigo negativo de entre el +0,4% al +33,1%,
para una gama de concentraciones de los extractos de entre 93,75 ug/mL y 750,0
pg/mL y después de un tiempo de contacto de entre 24 a 168 horas.

Otra de las ventajas caracteristicas de la invencién apareceran por la lectura de
los ejemplos que siguen a continuacién, que son dados de manera ilustrativa de la
invencion y no deben ser entendidos como limitativos de la misma.

10
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EJEMPLOS

Ejemplo 1.

Preparacion del extracto seco hidrobutilenglicélico de las hojas de Erica
erigena.

Las hojas congeladas con N; liquido de Erica erigena, molidas y liofilizadas, se
someten a un proceso extractivo soélido-liquido en continuo, con una relacién
liquido:solido de 30 g/g, con una mezcla etanol/agua 1:1, a la temperatura de
reflujo del disolvente (85-95 °C), durante 3 horas y protegido de la luz. Se evapora
hasta sequedad, a vacio, el disolvente del extracto obtenido. El rendimiento de la
extraccion es del 53% (g/g).

- Se midi6 la absorbancia de este extracto seco obtenido segun el
procedimiento descrito en este ejemplo 1 a la concentracién de 100 ppm en agua
destilada a las longitudes de onda de 280 nm (Abs = 0,689), 320 nm (Abs =
0,299) y 400 nm (Abs = 0,132) frente a un blanco de agua destilada.

- Contenido fendlico segun el método de Folin Ciocalteu’s [A. Escarpa, op.
cited (2001)]. Se mide la absorbancia a 765 nm de una disoluciéon de 0,5 mL del
extracto antioxidante, 3,75 mL de agua destilada, 0,25 mL del reactivo de Folin
Ciocalteau’s (1:1 con agua destilada) y 0,5 mL de Na;COs al 10 %; después de 1
hora a temperatura ambiente, frente a un blanco sin extracto. Se determina el
contenido fendlico del extracto comparando la absorbancia con un recta patrén de
acido galico (0-100 ppm).

El extracto seco obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 1
presenta un contenido fenélico del 28%.

- Actividad captadora del radical o,a-difenil-B-picrilhidracilo (DPPH®) [I. Parejo,
op. cited (2002)]. Se mide la disminucién de la absorbancia a 515 nm, después
de 16 minutos, de una disolucion de 2 mL de DPPH* 6 10° M en metanol y 50 uL
del extracto antioxidante. El porcentaje de inhibicion se calcula segun la siguiente
férmula:

PI (Porcentaje de Inhibicién) Pl(%): [(Abs t=0min-Abs t=16 min)/Abs t=0min)]*100

Se midi6 la ICso 0 concentracién que inhibe el 50% del radical DPPH".
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El extracto seco obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 1
presenta una ICs = 292 ppm. La actividad inhibitoria del BHA, medida segun el
mismo procedimiento, es mayor, pues presenta una ICs = 240 ppm y la actividad
inhibitoria del BHT es menor con una ICso= 2790 ppm.

- Actividad antioxidante o de reduccion del hierro (FRAP) [/.F.F. Benzie, op.
cited (1996)]. Se mide la capacidad de reducir el complejo de Fe
(IM/tripiridiltriazine y las actividades reductivas de los extractos se expresan como
equivalentes nMde acido ascérbico (AscAE)/g de extracto seco. A 0,1 mL del
extracto antioxidante se le afiaden 3 mL del reactivo FRAP se deja a temperatura
ambiente durante 6 minutos. Se mide la absorbancia a 593 nm y se comparan los
resultados con una recta patrén de acido ascérbico o vitamina C (0,1- 1 mM).

El extracto seco obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 1,
presenta a una concentracién de 100 ppm un poder reductor del hierro
equivalente a 0,180 mM en acido ascérbico o vitamina C.

Ejemplo 2:

Preparacion del extracto hidrobutilenglicélico de las hojas de Erica erigena.

El extracto seco de Erica erigena obtenido segun el procedimiento descrito en
el ejemplo 1 se somete a un nuevo proceso extractivo sélido-liquido en continuo,
mediante maceracién con agitacién, con una relacién liquido:sélido de 99 g/g, a
temperatura ambiente y protegido de la luz, durante 7 dias con una mezcla
butilenglicol/agua 1:1. El extracto liquido de Erica erigena obtenido se filtra,
mediante algodén, y el producto final, el extracto liquido filtrado de Erica erigena,
se almacena refrigerado a 4 °C y protegido de la luz para evitar su alteracion.

- Se midié la absorbancia de este extracto liquido a la concentracion de 100
ppm en agua destilada a las longitudes de onda de 280 nm (Abs = 0,701), 320 nm
(Abs = 0,313) y 400 nm (Abs = 0,132) frente a un blanco de agua destilada.

- Contenido fendlico segun el método de Folin Ciocalteu’s [A. Escarpa, op.
cited (2001)]. Se mide la absorbancia a 765 nm de una disolucién de 0,5 mL del
extracto antioxidante, 3,75 mL de agua destilada, 0,25 mL del reactivo de Folin
Ciocalteau’s (1:1 con agua destilada) y 0,5 mL de Na,CO; al 10 %; después de 1
hora a temperatura ambiente, frente a un blanco sin extracto. Se determina el
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contenido fendlico del extracto comparando Ia absorbancia con un recta patrén de
acido galico (0-100 ppm).

El extracto liquido obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 2
presenta un contenido fenélico del 32%.

- Actividad captadora de! radical o,a-difenil-g-picrilhidracilo (DPPH®) [/. Parejo,
op. cited (2002)]. Se mide la disminucién de la absorbancia a 515 nm, después
de 16 minutos, de una disolucién de 2 mL de DPPH* 6 10° M en metanol y 50 uL
del extracto antioxidante. El porcentaje de inhibiciéon se calcula segun la siguiente
férmula:

PI (Porcentaje de Inhibicién) Pl(%): [(Abs t=0Omin-Abs t=16 min)/Abs t=0min)]*100
Se midié la ICsp 0 concentracion que inhibe el 50% del radical DPPH®.

El extracto liquido obtenido segtin el procedimiento descrito en este ejemplo 2
presenta una ICs, = 239 ppm. La actividad inhibitoria del BHA, medida segun el
mismo procedimiento, es menor, pues presenta una ICs, = 240 ppm, al igual que la
del BHT con una ICs = 2790 ppm.

- Actividad antioxidante o de reduccién del hierro (FRAP) [/.F.F. Benzie, op.
cited (1996)]. Se mide la capacidad de reducir el complejo de Fe
(M)/tripiridiltriazine y las actividades reductivas de los extractos se expresan como
equivalentes nMde acido ascérbico (AscAE)/g de extracto seco. A 0,1 mL del
extracto antioxidante se le afladen 3 mL del reactivo FRAP se deja a temperatura
ambiente durante 6 minutos. Se mide la absorbancia a 593 nm y se comparan los
resultados con una recta patron de acido ascérbico o vitamina C (0,1- 1 mM).

El extracto liquido obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 2,
presenta a una concentracion de 100 ppm un poder reductor del hierro
equivalente a 0,202 mM en acido ascérbico o vitamina C.

- Actividad capacidad de inhibicion del radical ABTS™ y determinacion de su
equivalente en Trolox (equivalente soluble de la vitamina E) [R. Re, op. cited
(1999)]. Se prepara un tampé6n de PBS pH 7,4 (8,0 g NaCl, 0,2g KH;PO,, 1,159
Na;HPO,, 0,2g KCI, 0,2 g azida sédica). Se prepara el reactivo TEAC (38,4 mg
ABTS"™ 7 mM, 6,62 mg persulfato potasico 2,45 mM en 10 mL de tampén PBS).
Se agita durante 16 horas en ausencia de luz. Se lee la absorbancia a 734 nm. Se

13


PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
None definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC076

PC076
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC076


10

15

20

ES 2420514 Al

diluye el reactivo hasta que presente una absorbancia préxima a 0,7. Se afiaden
20 pl del extracto antioxidante a 2 mL del reactivo. Se calienta a 30 °C y se mide
la absorbancia 734 nm a los 10 minutos. Se hace un control con etanol y un
blanco con el tampdn PBS. Se compara la absorbancia con los valores de una
recta patrén con Trolox (0,1 a 1 mM en agua destilada).

El extracto liquido obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 2

presenta una capacidad de inhibicion del radical ABTS"" de 10,40 gr de Trolox/L
de extracto.

- Actividad estimuladora celular sobre una linea normal fibroblastica de piel
humana seglin el método de contaje celular con Azul Tripano [Paduch et al.,
Journal of Ethnopharmacology; 2007, 110, 69-75]. Se mide la capacidad de
estimulacién celular sobre una linea normal fibroblastica de piel humana (HSF)
Como control negativo las células de HSF son suspendidas en 1 mL de un medio
de cultivo ligeramente enriquecido con un 2,5% de Suero de Ternero Fetal (STF).
Como control positivo las células de HSF son suspendidas en 1 mL de un medio
de cultivo completo con un 10% de Suero de Ternero Fetal (STF). Por cada
tiempo de contacto y por cada concentracion, se expresan los resultados en

porcentaje de ganancia celular en referencia al testigo negativo.

El extracto liquido obtenido segun el procedimiento descrito en este ejemplo 2
presenta un aumento en el porcentaje de ganancia celular mostrado en la
siguiente tabla 1:

% Ganancia celular del extracto de Erica erigena (Ee2)

Concentration Ee2(ug/ml) 24 h 48 h 72 h 168 h
1500 <0.0% <0.0% <0.0% <0.0%

750 +0,6% +9,9% +10,3% +6,4%

375 +0,4% +18,8% +16,0% +16,3%

187,5 +3,5% +17,3% +19,3% +21,1%

93,75 +3,3% +17,8% +25,9% +33,1%

% Ganancia celular del Control Positivo (10% FCS)
24 h 48 h 72 h 168 h
+13,9% +34,1% +49,4% +103,9%

Tabla 1: Porcentaje de ganancia celular del extracto de Erica erigena Ee2.
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Ejemplo 3:

Ejemplo de formulacién segtn la invencién: Crema

Escualano 38%
Cera de oliva 5% _
5 Extracto de Erica erigena 2%
Emulsionante 10%
Glicerina 5%
Agua purificada 40%
10 Ejemplo 4:

Ejemplo de formulacién sequn la invencién: Gel

Lauril éter sulfato sédico 40%

Extracto de Erica erigena 2%

Dietanolamida de coco 5%
15 Agua purificada 53%
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REVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena caracterizado
porque comprende las siguientes etapas:

i) Secado o congelacion, molienda, liofilizacion y/o tamizacion de hojas, flores,
raices y/o tallos de Erica erigena.

i) Extraccién sélido-liquido en continuo de las hojas, flores, raices y/o tallos
secos o congelados, molidos, liofilizados y/o tamizados de Erica erigena con
disolventes acuosos, alcohélicos o hidroalcohdlicos.

iii) Evaporacion hasta sequedad del disolvente de la extracciéon de la etapa ii)
para la obtencién de los extractos secos de Erica erigena; o evaporacion del
disolvente alcohdlico de la etapa ii) para la obtencion de los extractos acuosos de
Erica erigena.

iv) Extraccion sélido-liquido en continuo de los extractos secos o acuosos de la
etapa iii) con disolventes acuosos, alcohdlicos, glicélicos o hidroglicélicos para la
obtencion de los extractos liquidos de Erica erigena.

v) Filtracién de los extractos liquidos de la etapa iv) para la obtencion de los
extractos liquidos filtrados de Erica erigena y almacenamiento en frio y ausencia
de luz.

2. Procedimiento de obtencion de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 1, etapa i), caracterizado porque se emplean las hojas secas
molidas en un molino de aspas, y se tamizan a tamafio de particula de 0,6 mm.
aproximadamente.

3. Procedimiento de obtencion de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 1, etapa ii), caracterizado porque el proceso de extracciéon sélido-
liquido en continuo con disolventes; se emplean relaciones liquido:sélido
elevadas, preferentemente de 30 g/g; el disolvente es agua, o un alcohol Cy a C,,
preferentemente metanol o etanol, o una mezcla metanol/agua, o etanol/agua; la
temperatura de la extraccién es la de reflujo del disolvente o mezcla de
disolventes de extraccién y esta en el rango de 60-120 °C; el tiempo de extraccion
esta en el intervalo de 1-3 horas; y el proceso extractivo se realiza protegido de la
luz.
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4. Procedimiento de obtencion de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 3, caracterizado porque el disolvente de extraccién es una mezcla
etanol/agua 1:1; y la temperatura de la extraccién es la de reflujo de la mezcla de
disolventes y esta en el rango de 85-95 °C.

5. Procedimiento de obtencion de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 1, etapa iii), caracterizado porque la evaporaciéon hasta sequedad
del disolvente para la obtencién de los extractos secos de Erica erigena, se
realiza a vacio y el agua se elimina, preferentemente, mediante liofilizacién.

6. Procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 1, etapa iii), caracterizado porque la evaporacién del disolvente
alcohdlico para la obtencion de los extractos acuosos de Erica erigena, se realiza
a vacio.

7. Procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacion 1, etapa iv), caracterizado porque el proceso de extraccién sélido-
liquido en continuo con disolventes se realiza mediante maceracion con agitacion;
se emplean relaciones liquido:sélido elevadas, preferentemente de 99 g/g; el
disolvente es agua, o un glicol C, a Cs, preferentemente propilenglicol o
butilenglicol, 0 una mezcla propilenglicol/agua, o butilenglicol/agua; la temperatura
de extraccién es la temperatura ambiente, 20 °C aproximadamente; el tiempo de
la extraccion es de 1 a 7 dias y se realiza protegido de la luz.

8. Procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacion 7, caracterizado porque el disolvente de extraccién es una mezcla
butilenglicol /agua 1:1.

9. Procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena, segun la
reivindicacién 1, etapa v), caracterizado porque se filtran los extractos liquidos
obtenidos en la etapa iv), preferentemente mediante placa porosa del n® 3 6 4,
papel de filtro de gramaje 73 g/m? o algodén, obteniéndose los extractos liquidos
filtrados de Erica erigena se almacenan en frio, preferentemente a 4 °C, y
protegidos de la luz.

10. Extractos secos de Erica erigena obtenidos segun las revindicaciones 1 a 5.

11. Extractos liquidos de Erica erigena obtenidos segun las revindicaciones 1 a
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12. Extractos de Erica erigena, segun las reivindicacién 10 y 11, caracterizados
por presentar absorcion ultravioleta entre las longitudes de onda de 250 nm a 400
nm; por poseer un alto contenido fendlico; por su capacidad de inhibicion del
radical DPPH®; por su capacidad de inhibicion del radical ABTS'; por su
capacidad antioxidante o de reduccién del hierro y por su capacidad de
estimulacién celular sobre una linea normal fibroblastica de piel humana.

13. Extractos de Erica erigena, segun la reivindicacion 12, caracterizados por
presentar a la concentracion de 100 ppm a las longitudes de onda de de 280 nm
presentan Abs > 0,500; a 320 nm presentan Abs > 0,250 y a 400 nm presentan
Abs > 0,100 por poseer un contenido fenélico entre 25-35%; por presentar una
ICs0 entre 200 a 300 ppm de inhibicién del radical DPPH®; por su capacidad
antioxidante o de reduccién del hierro a 100 ppm equivalente a entre 0,150 mM a
0,250 mM en acido ascérbico o vitamina C; por presenta una capacidad de
inhibicion del radical ABTS™ de entre 10-20 gr de Trolox/L de extracto y por su
capacidad de estimulacion celular sobre una linea normal fibroblastica de piel
humana de entre el +0,4% al +33,1%, para una gama de concentraciones de los
extractos de entre 93,75 pg/mbL y 750,0 yg/mL y después de un tiempo de
contacto de entre 24 a 168 horas.

14. Extracto seco de las hojas de Erica erigena, segun la reivindicacion 13,
caracterizado por presentar a la concentracion de 100 ppm a las longitudes de
onda de 280 nm (Abs = 0,689), 320 nm (Abs = 0,299) y 400 nm (Abs = 0,132);
por poseer un contenido fendlico del 28%; por presentar una ICso = 292 ppm de
inhibicion del radical DPPH® y por su capacidad antioxidante o de reduccién del

hierro equivalente a 0,180 mM en acido ascérbico o vitamina C.

15. Extracto liquido filtrado de las hojas de Erica erigena, segun la
reivindicacién 13, caracterizado por presentar a la concentraciéon de 100 ppm a las
longitudes de onda de 280 nm (Abs = 0,701), 320 nm (Abs = 0,313) y 400 nm
(Abs = 0,132); por poseer un contenido fendlico del 32%; por presentar una ICsg =
239 ppm de inhibiciéon del radical DPPH®, por su capacidad antioxidante o de
reduccion del hierro equivalente a 0,202 mM en acido ascérbico o vitamina C; por
presenta una capacidad de inhibicién del radical ABTS®" de 10,40 gr de Trolox/L

de extracto y por presentar una capacidad de estimulacion celular sobre una linea
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normal fibroblastica de piel humana del 33,1 % a la concentraciones de 93,75
Hg/mL y después de un tiempo de contacto de 168 horas.

16. Uso de los extractos de Erica erigena, segun las reivindicaciones 10 a 15,
como agentes cosmeéticos para el cuidado de la piel y/o el cabello, destinados a
actuar como agentes antienvejecimiento y antioxidantes, por prevenir las
alteraciones derivadas de la oxidacién celular o el estrés oxidativo, y por actuar
como inhibidor de radicales y protector contra radiaciones ionizantes y radicales

libres.

17. Uso de los extractos de Erica erigena, segun la reivindicaciones 10 a 15,
como agentes cosmeticos para el cuidado de la piel y/o el cabello, destinados a
actuar como absorbentes de la radiacion UV (ultravioleta), lo que les aporta
propiedades de filtros solares.

18. Uso de los extractos de Erica erigena, segun las reivindicaciones 10 a 15,
como agentes cosmeticos para el cuidado de la piel y/o el cabello, destinados a
actuar como agentes antienvejecimiento, por actuar como estimuladores celulares

sobre una linea normal fibroblastica de piel humana.

19. Uso de los extractos de Erica erigena, segun la reivindicaciones 10 a 15, en
la industria farmacéutica y/o alimentaria como antioxidantes y/o antirradicalarios
y/o protectores UV (ultravioleta) y/o estimuladores fibroblasticos.

20. Utilizacion de extractos de Erica erigena, segun las reivindicaciones de 10 a
15, para la preparacion de formulaciones cosméticas y/o dermatoldgicas para
prevenir y/o luchar contra el envejecimiento cutaneo mediante actividad
antioxidante y/o antirradicalaria y/o de proteccion UV (ultravioleta) y/o de
estimulacion fibroblastica.

21. Formulaciones cosmeéticas y/o dermatoldgicas caracterizadas porque
contienen al menos un extracto de Erica erigena segun las revindicaciones 10 a
15.

22. Formulaciones cosméticas y/o dermatolédgicas, segun la reivindicacion 21,
caracterizadas por presentar actividad antioxidante y/o antirradicalaria y/o de

proteccién UV (ultravioleta) y/o de estimulacién fibroblastica.
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23. Formulaciones cosméticas y/o dermatolégicas, segun las reivindicaciénes
de 21 a 22, caracterizadas porque incluyen ademas uno o varios agentes de
formulacion o aditivos tales como colorantes, conservantes, perfumes, aceites,
ceras, vitaminas, filtros UV (ultravioleta), tensoactivos, emulsionantes, glicoles,
solventes y reguladores de pH.

24. Utilizacion de las formulaciones cosméticas y/o dermatolégicas, segun las
reivindicaciones de 21 a 23, para prevenir y/o luchar contra el envejecimiento
cutaneo mediante actividad antioxidante y/o antirradicalaria y/o de proteccion UV
(ultravioleta) y/o de estimulacién fibroblastica.
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Reivindicaciones 1-8,10-12,16-24 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La presente invencién tiene por objeto un procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena que comprende las
etapas de (reivindicacion 1):

i secado o congelacion, molienda, liofilizacion y/o tamizacion de hojas, flores, raices y/o tallos de Erica erigena,

ii. extraccion solido-liquido de la etapa i) con disolventes acuosos, alcohdlicos o hidroalcohdlicos,

iii. evaporacion hasta sequedad del disolvente para obtener extractos secos de Erica erigena; o evaporacion del
disolvente alcohdlico de ii) para la obtencién de extractos acuosos de Erica,

iv. extraccion solido-liquido en continuo de los extractos secos o acuosos de iii) con disolventes acuosos, alcohdlicos,
glicdlicos o hidroglicdlicos para la obtencién de los extractos liquidos de Erica erigena,

V. filtracion de los extractos liquidos de iv) para la obtencion de extractos filtrados de la panta y almacenamiento en
frio y ausencia de luz.

En la etapa i) las hojas que se emplean son secas, molidas en un molino de aspas, y se tamizan a tamafio de particula
de 0,6 mm (reiv. 2).

En la etapa ii) el disolvente es agua o alcohol como metanol, etanol, a una temperatura de 60-120°C, en el intervalo de
1-3 horas; y protegido de la luz (reiv. 3), en concreto el disolvente de extraccion es una mezcla etanol: agua 1:1 a 85-95°C
(reiv. 4). En la etapa iii) la evaporacion a sequedad se realiza al vacid y el agua se elimina mediante liofilizacion (reivs. 5, 6).

En la etapa iv) la extraccién solido-liquido se realiza mediante maceracién con agitacion, el disolvente es agua o glicol
como propilenglicol o butilenglicol, o sus mezclas, a 20°C de 1 a 7 dias protegido de la luz (reiv. 7), siendo el disolvente de
extraccion butilenglicol/ agua 1:1 (reiv. 8).

Los extractos liquidos obtenidos en iv) se filtran mediante placa porosa, obteniéndose extractos liquidos filtrados de
Erica erigena que se almacenan en frio, a 4°C protegidos de la luz (reiv. 9).

Asimismo, es objeto de proteccion los extractos secos y liquidos obtenidos de Erica erigena (reivs. 10, 11) que
presentan absorcion ultravioleta e inhiben radicales y por su capacidad antioxidante o de reduccién de hierro y por su
capacidad de estimulacion celular sobre una linea normal fibroblastica de piel humana (reivs. 12-15).

También es objeto de proteccion el uso de los extractos de Erica erigena como agentes cosméticos para el cuidado de
la piel y/o cabello destinados como antienvejecimiento y antioxidantes por actuar como inhibidor de radicales libres, como
absorbentes de la radiacion ultravioleta, para actuar como estimuladores fibroblasticos (reivs. 16-20).

Por ultimo, es objeto de proteccion las formulaciones cosméticas y/o dermatoldgicas que contienen al menos un extracto
de Erica erigena que presentan actividad antioxidante y/o antirradicalaria y/o de proteccion UV y/o estimulacion fibroblastica
(reivs. 21-23) y la utilizacion de dichas formulaciones para prevenir y/o luchar contra el envejecimiento cutaneo mediante
actividad antioxidante y/o antirradicalaria y/o proteccion UV y/o de estimulacion fibroblastica (reiv. 24).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201200171

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 EP 2044928 Al (FAGOT, D.) 08.04.2009
D02 NEHMET, AY. et al. Antioxidant activity of Erica arborea. Fitoterapia, 2007

2007; vol. 78, paginas 571-573.
D03 JP 2008179599 A (NIPPON OILS & FATS CO LTD) 07.08.2008
D04 ES 2352494 Al (CAROI'LINE COSMETICA, S. L) 21.02.2011

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

Los documentos citados D01 a D03 se refieren a la familia Ericaceae o distintos géneros de esta familia, entre ellos el
género Erica, siendo el mas relevante el DO1. En efecto,

- DO1 divulga la utilizacion de un extracto de Ericaceae para tratar los signos de envejecimiento cutaneo (paginas 2-5), con
distintos géneros de esta familia entre ellos de Erica, si bien no menciona la especie Erica erigena, que es la utilizada en la
invencion reivindicada, ni tampoco todas las etapas del procedimiento, por ello, no anticipa la solicitud en estudio.

- D02 se refiere a la actividad antioxidante del extracto de Erica arborea con distintos disolventes, agua, metanol, butanol,
etil acetato y la capacidad de inhibir el DPPH, de reducir el hierro (pagina 571, 572).

- D03 se refiere a composiciones que llevan un extracto del género Erica, en particular Erica multiflora que se prepara con
etanol al 70%, filtra, purifica hasta obtener un extracto en polvo, la composicion se puede utilizar en cosmética para mejorar
el crecimiento del cabello (resumen).

- D04 se refiere al procedimiento de obtencion de extractos de Armeria pubigera (todo el documento), procedimiento que es
el mismo que el procedimiento reivindicado para la obtencion de extractos de Erica erigena.

Por ello, a la vista de los documentos DO1 a D04, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 24 tienen novedad
segun el Articulo 6 LP 11/86.

ACTIVIDAD INVENTIVA

El objeto de proteger un procedimiento de obtencién de extractos de Erica erigena con las etapas genéricas de secado o
congelado, molienda, liofilizacion y/o tamizacién de hojas, flores, raices, y/o tallos de dicha planta, extraccion con
disolventes acuosos, alcohdlicos o hidroalcohdlicos, como etanol, evaporacion del disolvente para obtener extractos secos y
después emplear disolventes glicélicos o hidroglicélicos, como propilenglicol o butilenglicol y la utilizacién de estos extractos
como agentes cosmeéticos para el cuidado de la piel y/o cabellos que actian como agentes antienvejecimiento y
antioxidante, como protector de radiaciones como la UV, propiedades de filtro solar, asi como estimuladores celulares sobre
una linea normal fibroblastica de piel humana, resulta evidente para el experto en la técnica a la vista del documento DO1.

- DO1 divulga la utilizacion de un extracto de Ericaceae para tratar los signos de envejecimiento cutaneos, a nivel de la
dermis constituida de fibroblastos (pagina 2, [0001]-[0005], signos que puede ser por la radiacion UVA (pagina 2, [0017],
[0018]). El extracto puede ser de distintos géneros de la familia, entre ellos el género Erica (pagina 2, [0024]-[0026) y el
método de extraccion comprende la utilizacion de agua, etanol, propilenglicol pudiendo haber etapas de congelacion,
liofilizacion (pagina 4 [0039], [0045], [0046]), con lo que afecta a la actividad inventiva de varias reivindicaciones de
procedimiento y de uso (1-8, 10, 11, 16-24) puesto que en este documento se divulga que los extractos del Ericaceas actian
a nivel de la dermis protegen de la radiacion UVA y sirven para tratar los signos de envejecimiento de la piel.

El experto en la materia a la vista de este documento podria, sin ningun esfuerzo inventivo, utilizar Erica erigena para los
mismos fines puesto que las principales etapas del procedimiento de obtencion estan divulgadas y son similares a las
reivindicadas, los disolventes agua, etanol, propilenglicol y butilenglicol, tiempos, temperaturas son los habituales en este
sector de la técnica. Por otra parte, es de destacar que todas las etapas del procedimiento son iguales a las que estan
divulgadas en D04, para Armeria pubigera con el objeto de obtener extractos con los mismos usos reivindicados.

- D02 divulga los antioxidantes que se encuentran en la especie Erica arborea y su capacidad de inhibicién de DPPH, de
reducir el hierro (pagina 571, pagina 572, parrafos 5. 6.), por lo que junto con DO1 afecta a la actividad inventiva de las
reivindicacion 12.

Por ello, a la vista de los documentos citados D1 y D02, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 8, 10 - 12, 16 - 24
carecen de actividad inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86.
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