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@Resumen:

El objeto de la invencion es el desarrollo de un nuevo
proceso biologico de extraccién que conduzca a la
obtencion de un extracto con actividad farmacolégica
a partir de orujo de uva.

El proceso conduce a la obtencién de un nuevo
producto de origen natural totalmente soluble y con
capacidad vasodilatora, el cual tiene caracteristicas
como alimento funcional o nutracéutico para la
prevencién y/o tratamiento de ciertas patologias
cardiovasculares.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de extractos enzimaticos con actividad farmacolégica a

partir de orujo de uva

Objeto de la invencidn

La presente invencidn tiene por objeto el desarrollo de un nuevo sistema de extraccion
de los compuestos funcionales contenidos en el orujo de uva, la obtencién de un
extracto enzimatico de orujo de uva (EE-OU) y su aplicacién farmacolégica en la
terapéutica como agente vasodilatador, asi como la dilucidacion del mecanismo de
accion de dicho efecto, centrando nuestra atencidon en los factores derivados del
endotelio que participan en el posible efecto vasodilatador.

La actividad farmacolégica del extracto en el sistema vascular podria ser la base para
proponer su uso como alimento funcional o nutracéutico para la prevenciéon y/o

tratamiento de ciertas patologias cardiovasculares.

Estado de la técnica

El orujo de uva es un residuo industrial del proceso de vinificacién y que se compone
basicamente de las semillas, piel y tallos de la uva. Este subproducto contiene una
cantidad considerable de polifenoles bioactivos. Esta composiciéon proporciona al orujo
de uva de un prometedor potencial como alimento funcional o nutracéutico.

La evaluacion cualitativa del total de compuestos fendlicos como equivalentes de acido
galico (GAE), muestra la piel de la uva como la principal fuente de estos compuestos,
seguido de la semilla y la hoja (Xia et al., 2010). Las antocianinas, catequinas,
flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes y estilbenos, asi como el resveratrol, son
algunos de los polifenoles presentes en el orujo de uva. Por lo tanto, este residuo de
uva se convierte en una fuente de gran potencial de productos bioldgicos.

Numerosos estudios epidemiolégicos apoyan las propiedades beneficiosas de los
compuestos fendlicos de la uva y del vino tinto, especialmente en las enfermedades
cardiovasculares a través de sus acciones antioxidante, vasodilatadora vy
antiagregante plaquetaria (Stoclet et al., 2004). En los Ultimos afios, se ha centrado la
atencion en los efectos positivos de los extractos de semilla de uva (Edirisinghe et al,
2008) y de la piel (Madeira et al, 2009) en la funcién vascular de arterias aisladas. Los
extractos de semilla también han demostrado propiedades antiangiogénicas en las
células endoteliales (Agarwal et al, 2004; Lu et al, 2009), asi como proteccion contra la
formacién de aterosclerosis (Vinson et al, 2002). Ademas, se ha comprobado que la
ingesta de un extracto de semilla de uva mejora la funcién vascular en seres humanos
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con un riesgo cardiovascular superior a la media (Clifton et al, 2004) y en sujetos de
alto riesgo cardiovascular con diabetes mellitus tipo 2 (Kar et al, 2009).

Se han patentado diversos procedimientos conducentes a la extracciéon de dichos
compuestos relacionados con la invencién propuesta, que a su vez son muy afines
entre ellos.

Grape extract, dietary supplement thereof, and processes therefor. US
2007/0071871A1 (Shrikhande A.J. et al., 2007) y US 20100297741A1 (Shrikhande
A.J. et al.,, 2010), en los cuales se describe el proceso de elaboracién y caracterizaciéon
de un extracto acuoso de semilla de uva, asi como su efecto sobre la presion arterial y
niveles de LDL oxidada en individuos (hombres y mujeres) con pre-hipertensiéon o
sindrome metabdlico. El extracto es preparado seglin un proceso de extracciéon donde
primero es procesado con agua caliente (segun la patente US 6544581 y ligeramente
modificado), para posteriormente sufrir un tratamiento enzimatico con una enzima
pectolitica (Pectinex®Uitra SP-L). El extracto es administrado a los pacientes como
suplemento dietético a dosis de 150 y 300 mg/dia, que se encuentra manufacturado
como Mega Natural®-BP.

Los otros dos documentos describen practicamente lo mismo, pero sin describir el
proceso de extraccion y caracterizacion:

Method for lowering blood pressure in pre-hypertensive individuals and/or individuals
with metabolic syndrome: US 2007/0071841A1 (Kappagoda Ch.T., 2007) y US
7651707B2 (Kappagoda Ch.T., 2010).

En la presente invencion se ha innovado y se ha desarrollado un nuevo proceso de
invenciéon mediante un método de extraccién enzimatica el cual da lugar a un nuevo
extracto del orujo de uva soluble en agua (EE-OU), que proporciona una gran cantidad
de compuestos fendlicos, entre otros componentes. El proceso de extraccion biolégica
realizado por las enzimas hidroliticas tiene ciertas ventajas, ya que al utilizarse bajas
temperaturas y presiones se ve favorecida la estabilidad de los ingredientes activos.
También hay que tener en cuenta, que protege el medioambiente, ya que el método de
extraccidon enzimatica excluye el uso de xenobibticos o téxicos reactivos.

Uno de los mecanismos mas importantes por los cuales los productos derivados de
uva provocan las acciones descritas a nivel vascular, es mediante el aumento de la
produccidon por las células endoteliales del factor vasodilatador y antiagregante
plaquetario, el 6xido nitrico (NO). Por lo tanto, el NO esta implicado en los efectos
vasodilatadores in vitro de los compuestos polifenélicos del vino tinto (Fitzpatrick et al,
1993; Andriambeloson et al, 1997; Andriambeloson et la de 1999; Duarte et al, 2004),
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de los extractos de semilla de uva (Fitzpatrick et al, 2000;. Fitzpatrick et al, 2002;
Edirisinghe et al, 2008) asi como de la piel (Madeira et al, 2009)..

En cuanto a los extractos de orujo de uva en su totalidad, no existen estudios sobre
sus efectos vasculares hasta ahora. Las investigaciones existentes se limitan a las
propiedades antioxidantes (Chidambara et al, 2002) y antiinflamatorias asociadas al
estado inflamatorio presente en la obesidad y resistencia a la insulina (Yunoki et al,
2008; Hogan et al, 2010)

Las invenciones antes citadas demuestran que el extracto administrado con Mega
Natural®-BP diariamente durante 4 semanas a las dosis de 150 mg y 300 mg, es
capaz de reducir tanto la presion arterial sistélica como diastélica en individuos con
sindrome metabdlico. Cuando los ensayos son realizados en individuos
prehipertensos, es la dosis de 300mg de extracto, administrada durante 8 semanas la
que provoca una reduccion significativa de la presion sistélica y diastdlica.

Pero en estas invenciones, en ningin momento relaciona este efecto con ninguna
accioén directa reconocida de caracter vasodilatador que es la presentada en nuestra
invencién. Es por lo que se propone en la invencion propuesta, el estudio “in vitro” del
extracto que presentamos y que nos permitira también conocer el mecanismo de
accion posible de dicho efecto.

El objetivo del presente estudio fue evaluar los posibles efectos vasculares en aorta y
arterias mesentéricas aisladas de rata de un extracto de orujo de uva, obtenido a
través de un proceso enzimatico. Ademas, es también intencién dilucidar los factores
derivados del endotelio que participan en el posible efecto vasodilatador inducido por
el extracto, centrando nuestra atencién en la participacion de NO y la capacidad
antioxidante.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Curvas concentracién-respuesta de relajaciéon inducidas por EE-OU en
anillos de aorta aislada ratas Wistar precontraidos con fenilefrina (0,3 uM) con
endotelio (E+) o sin endotelio funcional (E-), y en presencia del inhibidor de la NO-
sintasa, L-NAME (300uM). *** P < 0.001 vs E(+) (2-way ANOVA)

Figura 2. Curvas concentracion-respuesta de relajaciéon inducidas por EE-OU en
segmentos de arterias mesentéricas de menor calibre aislada de ratas Wistar
precontraidas con fenilefrina (10 uM) con endotelio (E+) o sin endotelio funcional (E-),
y en presencia del inhibidor de la NO-sintasa, L-NAME (300uM). *** P < 0.001 vs E(+)
(2-way ANOVA).
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Figura 3: Trazado original del efecto relajante de dosis acumulativas de EE-OU
(0,0001 a 0,3 g L") sobre anillos de aorta aislada de rata con endotelio funcional
precontraidos con fenilefrina (0,3 uM).

Figura 4. Trazado original del efecto relajante de dosis acumulativas de EE-OU
(0,0001 a 0,3 g L") sobre segmentos de arteris mesentéricas con endotelio funcional
precontraidos con fenilefrina (10 uM).

Descripcion de la invencion

1. Proceso de obtencion del extracto.

Proceso de hidrélisis enzimatica.

Los extractos enzimaticos se obtienen mediante la ruptura de los enlaces peptidicos
de unién de aminoacidos que forman las proteinas, produciendo péptidos v,
eventualmente, aminoacidos mediante el uso de enzimas proteoliticas.

A continuacion se describe el proceso de obtencion:

1. El orujo de uva es homogenizado mediante un sistema de molienda, hasta obtener

un producto en forma de polvo.

2. El orujo pulverizado es resuspendido en agua, la proporcién peso/volumen sera
ente un 10 y un 20%, siendo el 6ptimo el 15%, una vez resuspendido sera llevado
a un pH, con un rango 6ptimo de la proteasa que llevara a cabo la hidrélisis

enzimatica, utilizando cualquier base concentrada.

3. Extraccién enzimatica. El producto del paso 2 es trasladado a un biorreactor con
control de pH, temperatura y agitacion. Las enzimas proteoliticas, preferentemente
proteasas alcalinas seran las herramientas biolégicas de extraccion de las
biomoléculas a una concentracion entre 0.05-0.5% peso/volumen de reaccion, a
partir de una solucién stock de proteasa 70.000 Unidades de actividad/Ensayo de
azocaseina)). El desarrollo de la reaccidn enzimatica se realiza un pH=8-11 y
T2=40-70°C, lo que supone las condiciones 6ptimas de maxima actividad de las
enzimas. El tiempo de operacion estara comprendido entre 2 y 48 horas, siendo
recomendable |a franja de 6-24 horas.

En el proceso de hidrdlisis se mantiene constante el pH mediante la adicién de base
para seguir manteniendo el pH 6ptimo de actuacién de la enzima con una base,

preferentemente amoniaco o potasa (KOH).
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El resultado final de la hidrdlisis enzimatica es un producto denominado EXTRACTO
ENZIMATICO DE ORUJO DE UVA (EEOU).Para su consecucién no se realiza ningin

tipo de separacion, solamente pasos para proceder a su estabilizacion como:

4. Concentracion: Para aumentar la estabilidad del EEOU, facilitar almacenamiento y
transporte, se procede a una etapa opcional de concentracién, a fin de conseguir

un producto final con un contenido en materia seca no inferior al 40%, siendo

recomendable no inferior al 50% (p/p).

2 Caracterizacion farmacolégica

El efecto vasodilatador del extracto enzimatico del orujo de uva ensayado fue
analizado mediante la adicion de dosis acumulativas del extracto (0,0001-0,3 g L-1)
sobre anillos de aorta y arteria mesentérica aisladas de rata precontraidos con
fenilefrina, tanto en presencia como en ausencia de endotelio funcional. La adicién de
estas dosis acumulativas fue capaz de relajar los anillos aérticos y de arterias
mesentéricas cuando el endotelio se encontraba presente, hasta un 75% y un 90%
respectivamente. Esta relajacion arterial observada, fue significativamente atenuada
en aquellos anillos desprovistos de endotelio, al igual que en presencia de un inhibidor
de la oxido nitrico sintasa. Estos resultados sugieren la implicacién principal del éxido
nitrico endotelial en la respuesta vasodilatadora inducida por el extracto.

Modo de realizacion de Ia invencion

Ejemplo 1.

a. Produccién de EXTRACTO ENZIMATICO DE ORUJO DE UVA (EEOU)

Se trataron 1000g de orujo de uva, procedente de la extraccion del mosto de
uvas variedad verdejo, el procedimiento es independiente de la variedad de uva
utilizada para obtener el orujo.

La composiciéon quimica del orujo se muestra en la tabla 1.

El orujo se introduce en un reactor de cristal, y se le adiciona agua hasta
obtener una suspension del 15% peso volumen de orujo.

Posteriormente se procede a subir el pH hasta un valor de 8,5 con NH; al
28% y en agitacion (60-80 rpm).

Tras el tratamiento alcalino se procedié a un proceso fisico de autoclavado
durante 20 minutos a 120°C. La solucién autoclavada asi obtenida se ajusté a un pH
de 8,5 con potasa 10M.
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Esta solucion a pH 8,5 se mantu—vo a 55°C en un bafo termostatizado con
agitacién (60-80 rpm) y se le afadié un 0,3% v/v de Subtilisina (soluciéon stock de
proteasa 70.000 Unidades de actividad/Ensayo de azocaseina). El pH se mantuvo con
amoniaco al 28%. Estas condiciones de hidrélisis se mantuvieron durante 24 horas. El
rendimiento de solubilizacién del proceso es del 18%.

El extracto enzimaticos se recogié a las 24 horas y se concentr6 en un
rotavapor con bafio termostatizado a 70°C, obteniéndose un concentrado (sirope)
estable con un 50-55% de materia seca, cuya composicién quimica era la siguiente,
ver tabla 1.

Finalmente, el extracto concentrado se liofiliza hasta obtener un fino polvo de color rojo

muy higroscépico.

Tabla 1. Composicidn del Orujo de uva y del extracto enzimatico de orujo de uva
EEOU (% peso/peso)

Orujo EEOU
COMPONENTE

Materia grasa 7 3
Proteinas 9 14
Oligosacéridos 14 47
Fibra Pectinas 2,5 8
Hemicelulosa 20 -
Celulosa 22 -

Lignina 55,5
Total 54 8
Cenizas 8 7

El andlisis de la composicién quimica del EEOU (ver Tabla-1) muestra que el
principal componente son los oligosacaridos y pectinas solubles.

El residuo no hidrolizado, esta formado principalmente por celulosas y
hemicelulosas.

El segundo componente esta formado por nitrégeno en forma de proteinas,

mostrando un enriquecimiento selectivo respecto a la materia prima de partida. (De un
3 aun7%).
Respecto a la distribucién molecular del tamafio de las proteinas, se observa que el
EEOU esta formados por péptidos y aminoacidos libres, fundamentalmente. Lo que
representa una propiedad muy importante ya que a nivel funcional éste es el rango de
tamario 6ptimo para una mayor biodisponibilidad, ya que la absorcién del nitrégeno
proteico esta condicionada por el tamarfio molecular.
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Figura 1. Perfil de pesos moleculares mediante cromatografia de filtracién molecular

Compuestos Bioactivos.

Se han valorado la presencia y concentracion de compuestos bioactivos que
pueden intervenir en las actividades beneficiosas del EEOU entre ellos se encuentran:
Catequina, epi-catequina, galocatequina, camferol, procianidina B1, procianidina B2,

quercetina y resveratrol.

Los resultados combinados de espectrometria de masas y cromatografia
liquida muestran que se han detectado las moléculas camferol, catequina, quercetina

y procianidinas B1 y B2, niveles trazas de resveratrol y se descarta la presencia de

galocatequina.

mg/gramo GP

Catequina 54,06
Epi-catetina 44,96
Galo-Catequina -

Quercetina 3,46
Camferol 6,39
Procianidina 0.134
Resveratrol trazas

Tabla 2. Cuantificacion de compuestos bioactivos en el extracto GP.

b. Caracterizacion farmacolégica cardiovascular

Se ha procedido a valorar la actividad farmacolégica del EEOU
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Animales de experimentacion

Para la realizacién de las experiencias se han empleado ratas albinas de raza Wistar,
machos de 10-12 semanas de edad.

Los animales se han mantenido en jaulas con lecho de viruta, alimentandolos con una
dieta de piensos especial para animales de laboratorio (Panlab), con un consumo
variable en funciéon del peso y la edad del animal, agua ad libitum, temperatura
constante de 20-24° C y humedad relativa de 60+20%, y expuestos a un ciclo de luz
de 12h/dia (8.00 a.m.-8.00 p.m.) (Directiva del Consejo de Europa 86/609/CEE).

Montaje de las preparaciones arteriales

Los animales se sacrifican por traumatismo retrocervical y se procede a su
exanguinacién total por arteriotomia carotidea. Las arterias se aislaron y se limpiaron
cuidadosamente del exceso de grasa y tejido conectivo. Este proceso se realizé en frio
y las arterias se mantuvieron sumergidas en todo momento en solucién fisiolégica
Krebs-Henseleit (KHS) de composicion: NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, NaHCO3 25 mM,
MgSO4 - 7H20 1.2 mM, CaCl2 1.8 mM, KH2PO4 1.4 mM y glucosa 11 mM.

A continuacién, se cortaron secciones transversalmente de diferente longitud segun el
tipo arterial: anillos de aorta de rata de 3-4mm de longitud, segmentos de las ramas I
y lll de la arterias mesentéricas de entre 1.6-2.0 mm (Mingorance et al., 2009).

Las arterias se dispusieron en bafos de érganos que reproducian las condiciones
fisioldgicas a las que se encuentran las arterias en el organismo. Concretamente, los
anillos de aorta de rata se dispusieron mediante un soporte constituido por dos
alambres de alambre de tungsteno en copas de tejido de vidrio con 10mL de KHS. El
montaje se conectd a unos sensores de fuerza isométricos modelo Pioden UF-1 (Lom
Systems, Reino Unido).

Para el estudio de la funcionalidad de los vasos de resistencia (arteria mesentérica de
rata), se utilizé un miégrafo isométrico modelo Multi Myograph System-610M (DMT
A/S, Dinamarca), en los que los segmentos arteriales se sittian entre dos alambres de
tungsteno y sumergen en 8 mL de KHS.

Los bafios recibieron una entrada constante de carbégeno (95% de O2 y 5% de CO2)
y se mantuvieron a una temperatura constante de 37°C.

Un sistema de registro modelo Powerlab® acoplado al software informatico Chart v5.0
se utilizé para la digitalizacién de los registros.

Finalmente, las arterias se sometieron a un periodo de acondicionamiento de 45
minutos, sometidas a una tensién basal de 2g para la aorta de rata y 0.2g para la

mesentérica de rata.
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Transcurrido este tiempo, se comprobé la funcionalidad de los fragmentos arteriales,
asi como [a presencia de endotelio en los mismos.

Las arterias con y sin endotelio funcional fueron precontraidas al 80% de su maxima
contraccién con fenilefrina 0,3 uM y 10 uyM para la aorta y la arteria mesentérica,
respectivamente. Cuando la contraccién alcanzé la meseta, dosis acumulativas del
extracto (0,0001 a 0,3 g L-1) fueron afladidas.

Para devolver el 6rgano a su estado basal y poder iniciar el procedimiento
experimental, se le somete a lavados sucesivos con solucién Krebs-Henseleit, cada 20

minutos durante una hora.

Estudio de la_influencia de los factores liberados por el endotelio en el efecto de EE-
Ou.
Con la finalidad de estudiar la influencia del 6xido nitrico (NO) en el efecto relajante del

extracto, las preparaciones arteriales se incubaron durante 20 min con Nw-nitro-
Larginina metil éster (L-NAME) (300pM). Este compuesto es un analogo de L-Arginina
gque bloquea la enzima NO-sintasa, quedando asi inhibida la sintesis de NO.

Tras un periodo de incubacion de 20 minutos con el inhibidor, el érgano se contrajo
hasta un nivel submaximal por adiciéon de fenilefrina sobre el que se estudié el efecto
de la adicién acumulativa del extracto (0,0001 a 0,3 g L-1).

RESULTADOS

El extracto fue capaz de inducir un efecto relajante en los dos tipos de arterias con
endotelio funcional E(+) precontraidas con fenilefrina, consiguiendo un mayor % de
relajacibn maxima en arterias mesentéricas. Los valores de concentracion del extracto
necesarios para producir un 50% de relajacién de las arterias EC50 (g/L) fueron:
EC50= 0,010 £ 0,001 g/L (pD2=2,101 + 0,073) para aorta (Fig. 1) y EC50= 0,034 +
0,012 g/L (pD2=1,935 % 0,239) para arterias mesentéricas (Fig. 2).

En presencia de L-NAME, la respuesta relajante al extracto fue significativamente
inhibida.

En la figura 3 se puede observar un trazado representativo real del efecto relajante
tras la adicion de dosis acumulativas del EE-OU (0,0001 a 0,3 g L-1) sobre anillos de
aorta aislada de rata con endotelio funcional precontraidos con fenilefrina y en la figura
4, en arterias mesentéricas.

Los resultados obtenidos sugieren que la vasorelajacién inducida por el extracto tanto
en aorta (vaso de capacitancia) como arteria mesentérica (vaso de resistencia) de rata
es dependiente de endotelio y que el 6xido nitrico es participe en el mecanismo de la

vasodilatacién producida. Por lo tanto, este extracto podria tener un efecto

10
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vasodilatador relacionado con el éxido nitrico endotelial que podria constituir la base
para ser utilizado en la prevencion y/o tratamiento de ciertas patologias
cardiovasculares.

Reactivos utilizados

Los siguientes productos quimicos empleados en las experiencias fueron
proporcionados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA): fenilefrina hidrocloruro
(Phe), acetilcolina cloruro (ACh), y Nw-nitro-Larginina metil ester (L-NAME).

Tanto el extracto como los agentes quimicos utilizados fueron disueltos en agua
bidestilada, para preparar una solucién stock de 10-2 M. Todas las concentraciones
fueron expresadas como la concentracion final de de cada agente en el bafo de
érgano.

Analisis estadistico

Los resultados han sido expresados como la media aritmética + error estandar. La
relajacion a ACh y la contraccion a fenilefrina se expresaron como porcentaje de la
respuesta maxima. La valoracion de significacion de las diferencias se realizo
utilizando un ANOVA de dos factores para comparar las curvas concentracion-
respuesta seguido del test de comparacion de Bonferroni.

La diferencia entre los valores obtenidos se consideré significativa a partir de P<0.05.
El analisis estadistico se realizé utilizando los programas informaticos StatView (SAS
Institute Inc., NY, EEUU) y GraphPad Prism versién 3.0 (San Diego, CA, EEUU).

1"



10

15

20

25

30

ES 2489296 Al

Reivindicaciones

1- Procedimiento de obtencién de extractos enzimaticos con actividad farmacologica a
partir de orujo de uva, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) Molienda y homogenizacién de los orujos de uva

b) Obtener mediante la adiciéon de agua una suspensién entre 10-25% de materia
seca y ajustar el pH al éptimo de la enzima proteolitica.Afadir una base concentrada
para ajustar el pH de los mismos;

c) Someter la mezcla obtenida en (b) a una hidrélisis enzimatica, mediante el uso de
enzimas hidroliticas para obtener un extracto enzimatico organico. Las enzimas
hidréliticas a utilizar seran proteasas, especificamente endoproteasas, entre ellas se
encuentran las proteasas alcalinas, y neutras producidas por Bacillus, las proteasas
acidas (pepsina, papaina) etc.

d) Un ejemplo de este proceso es la Hidrélisis enzimatica utilizando proteasas
alcalinas, caracterizado por concentraciones de enzima utilizadas entre el 0,1-0.5%, el
rango de temperatura usado entre 40-70°C, rango de pH 8-10 y tiempo de operacion
entre 2 y 48 horas

2 - Procedimiento de obtencion de extractos enzimaticos con actividad farmacolégica a
partir de orujo de uva, segun reivindicacién 1, caracterizado porque comprende una
etapa posterior a la etapa (d) en la que el extracto enzimatico organico obtenido se
somete a concentracién para obtener un extracto enzimatico organico concentrado con

al menos un 40% en peso de materia seca.

3- Procedimiento de obtencién de extractos enzimaticos con actividad farmacolégica a
partir de orujo de uva, segun reivindicaciéon 1, que comprende una etapa posterior a la
concentracion (reivindicacién 5) en la que el extracto enzimatico organico obtenido se

somete a liofilizacién para obtener un extracto enzimatico organico en forma de polvo.

4- Procedimiento de obtencion de extractos enzimaticos con actividad farmacolégica a
partir de orujo de uva, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado por el uso del
extracto debido al efecto vasodilatador para ser utilizado en la prevencién y/o

tratamiento de ciertas patologias cardiovasculares.
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones SI
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Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-4 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 opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA
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1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 RODRIGUEZ-RODRIGUEZ R et al. Endothelium-dependent 01.12.2012
vasodilator and antioxidant properties of a novel enzymatic extract
of grape pomace from wine industrial waste.Food Chemistry.
01/12/2012.Vol. 135 No: 3 Pags: 1044 - 1051 ISSN 0308-8146
(print) ISSN 1873-7072 (electronic).
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0308-8146.
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2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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

La presente solicitud divulga un sistema de extraccién de compuestos funcionales contenidos en el orujo de uva y su
aplicacion farmacoldgica en patologias cardiovasculares como agente vasodilatador.

El procedimiento de las reivindicaciones 1-3 comprende una extraccion enzimatica en condiciones de bajas temperaturas
(40 - 70 °C). La reivindicacion 4 reivindica el uso del extracto obtenida en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.

D01 divulga un procedimiento de extraccion de compuestos fendlicos a partir de residuos de uva, para evaluar sus efectos
vasculares, que comprende la utilizacion de enzimas hidroliticas en condiciones de baja temperatura (60°C) y presién. Por
tanto, las reivindicaciones 1-4 carecen de novedad tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986.

Las reivindicaciones 1-4 tampoco parecen cumplir el requisito de actividad inventiva tal y como se menciona en el art. 8 de
la Ley 11/1986. Tomando en consideracion D02 como el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la
invencion a la hora de valorar la actividad inventiva, la diferencia entre este documento y el objeto de las reivindicaciones 1-
4 seria las condiciones de temperatura utilizadas. El efecto técnico producto de esta diferencia seria la mayor estabilidad de
los principios activos extraidos. D03 divulga un método de extraccion enzimatica de aceites a partir de semillas de uvas
donde se evaluan la influencia de distintas variables, entre ellas la temperatura, llegando a la conclusién de que la
temperatura 6ptima de trabajo estaria entre los 30-40 °C (figura 3, pagina 52, apartado 3.4). Por tanto, para el experto en la
materia seria obvia la combinacion de lo divulgado en estos documentos para la elaboracién del método reivindicado,
teniendo muchas probabilidades de éxito en la obtencion del efecto técnico.
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