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DESCRIPCION

Procedimiento de reduccion de la presion sanguinea en individuos prehipertensos y/o individuos con sindrome
metabdlico

Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prevencién y/o tratamiento del sindrome metabdlico y/o las
afecciones que comprenden el sindrome metabdlico. La presente invencion también se refiere a un procedimiento
de tratamiento y/o prevencién de la prehipertension. Estos procedimientos implican la administracién a un mamifero,
incluyendo un ser humano, de un suplemento dietético que comprende extracto de uva eficaz para el tratamiento de
los individuos prehipertensos, o individuos con sindrome metabdlico y/o las afecciones que comprenden el sindrome
metabdlico.

Antecedentes

La presion sanguinea es la fuerza ejercida por el torrente sanguineo en las paredes arteriales. Se considera normal
una presion sanguinea sistélica de 120 y diastélica de 80. La hipertension se refiere a un trastorno que se
caracteriza por una elevacion de la presién sanguinea sistélica hasta 140 y superior y/o una elevacion de la presion
sanguinea diastolica hasta 90 y superior. Con hipertension, bien hay un aumento en la resistencia vascular periférica
total, tal como la debida a la vasoconstriccion, o un aumento en el gasto cardiaco, o ambos. Dichas afecciones
producen una elevaciéon de la presién sanguinea, porque la presion sanguinea es igual a la resistencia de los
tiempos de flujo. Hay muchos factores que pueden contribuir a tener una presion sanguinea elevada, incluyendo el
estrés, la dieta y el estilo de vida, asi como los dafos renales, las alteraciones hormonales y los trastornos
circulatorios. Un paciente hipertenso no tratado tiene un gran riesgo de desarrollar insuficiencia ventricular izquierda,
infarto de miocardio, hemorragia cerebral o insuficiencia renal. La hipertension también es un factor de riesgo para la
apoplejia y la aterosclerosis coronaria. En la actualidad, los pacientes hipertensos son tratados con tratamiento
farmacoldgico, que incluye el uso de diuréticos, bloqueadores B, inhibidores de la ECA, antagonistas de la
angiotensina, bloqueadores del canal del calcio, bloqueadores a, bloqueadores a-f, inhibidores del sistema nervioso
y vasodilatadores.

Los individuos prehipertensos se clasifican en personas que tienen la presion sistélica entre 120 y 139 mm Hg o que
tienen la presién diastolica entre 81 y 89 mm Hg. Esta clasificacion se basa en el Séptimo Informe del Comité
Nacional Conjunto para la Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Hipertensiéon Arterial (JNC 7),
pagina 87, Publicacion del NIH N® 04-5230. Por lo general, los individuos prehipertensos no se tratan con tratamiento
farmacoldgico, sino que se les sugiere que adopten un estilo de vida saludable. Estas sugerencias incluyen el
mantenimiento de un peso saludable; la realizacién de actividad fisica; el seguimiento de un plan de alimentacién
saludable haciendo hincapié en el consumo de frutas, verduras y productos lacteos bajos en grasa; la seleccién y
preparacion de alimentos con menos sodio; y el consumo de bebidas alcohdlicas, en todo caso, con moderacion. La
adopcién de habitos de vida saludables suele ser un primer paso eficaz tanto para prevenir como para controlar la
presién sanguinea anormal.

Muchos pacientes con hipertension son resistentes a la insulina. La insulina estimula la captaciéon de glucosa en los
tejidos, y su capacidad para hacerlo varia mucho de un individuo a otro. Con resistencia a la insulina, los tejidos
tienen una menor capacidad para responder a la accion de la insulina. Para compensar la resistencia, el pancreas
secreta mas insulina. Por lo tanto, los individuos resistentes a la insulina tienen altos niveles de insulina en plasma.
Hay pruebas de que la presidon sanguinea anormal esta relacionada con el grado de resistencia a la insulina. Se
desconoce la forma exacta en que se desarrolla la resistencia a la insulina, aunque se cree que la genética, la dieta
y el nivel de actividad fisica desempefian un papel.

El "sindrome metabdlico", también denominado "Sindrome X", "sindrome de resistencia a la insulina" o "cuarteto de
la muerte", se caracteriza por una acumulaciéon de factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, apoplejia y/o
diabetes mellitus de tipo Il. El sindrome metabdlico puede estar causado por una sobreproducciéon de cortisol, una
hormona del estrés, lo que provoca una acumulacion de grasa en el interior de la cavidad abdominal y resistencia a
la insulina. Actualmente, no se recomienda el tratamiento farmacolégico para las personas con sindrome metabdlico.
Los factores de riesgo que caracterizan el sindrome metabdlico incluyen una mayor cantidad de tejido adiposo en el
interior de la cavidad abdominal (obesidad abdominal), resistencia a la insulina con un mayor riesgo de desarrollar
diabetes, hiperinsulinemia, niveles elevados de grasas en sangre, aumento de la presidon sanguinea y elevacion de
los lipidos en suero. El Panel de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional para la Educacién sobre el
Colesterol de EE.UU. (ATP lll) ha definido el sindrome metabdlico como los individuos que tienen al menos tres de
los siguientes factores de riesgo:
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Factor de riesgo

Obesidad abdominal, dada como el perimetro de

Nivel de definicién

cintura®
Varones >102cm
Mujeres >88cm
Triglicéridos > 150 mg/dl
Colesterol HDL
Varones < 40 mg/d
Mui < 50 mg/di
ujeres

Presién sanguinea > 130/>85 mm Hg

Glucemia basal > 110 mg/dl*

*El sobrepeso y la obesidad estan asociados con la resistencia a la
insulina y el sindrome metabdlico. Sin embargo, la presencia de obesidad
abdominal estd mas estrechamente relacionada con los factores de riesgo
metabolico que con un IMC elevado. Por lo tanto, se recomienda medir
simplemente el perimetro de cintura para identificar el componente de
peso corporal del sindrome metabdlico.

TAlgunos pacientes varones pueden desarrollar mdiltiples factores de
riesgo metabodlico cuando el perimetro de cintura aumenta solo
marginalmente, por ejemplo, de 94 a 102 cm. Dichos pacientes pueden
tener una potente contribucion genética a la resistencia a la insulina. Ellos
deberian beneficiarse de los cambios en los habitos de vida, al igual que
los varones con aumentos categéricos del perimetro de cintura.

“La Asociacion Americana de la Diabetes ha establecido recientemente
un punto de corte de > 100 mg/dl, por encima del cual los individuos
tienen bien prediabetes (glucemia basal alterada) o diabetes. Este nuevo
punto de corte deberia ser aplicable a la identificacion del limite inferior
para definir una elevacion de la glucosa como uno de los criterios para el
sindrome metabdlico.

Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud define el sindrome metabdlico como individuos con
diabetes/resistencia a la insulina y al menos dos de los siguientes factores de riesgo: proporcién alta entre la cintura
y la cadera; nivel alto de triglicéridos o nivel bajo de colesterol HDL; presiéon sanguinea elevada; y una alta tasa de
excrecion urinaria de albumina.

Las afecciones relacionadas con el sindrome metabdlico incluyen la diabetes mellitus de tipo Il, dislipoproteinemia,
infarto de miocardio, apoplejia y otras enfermedades arterioscleroticas, asi como los factores de riesgo para estas
enfermedades, incluyendo la resistencia a la insulina en general, la obesidad abdominal causada por la acumulacién
de la grasa intra-abdominal, lipidos y glucosa elevados en suero sanguineo, elevacién de la presiéon sanguinea
diastolica y/o sistolica e hipertensién.

En el tratamiento de los individuos prehipertensos y los individuos con sindrome metabdlico, se les anima a que
adopten un estilo de vida saludable, que incluye mantener un peso saludable; realizar actividad fisica; y seguir un
plan de alimentacién saludable. Dado que el tratamiento farmacolégico no esta recomendado para estos individuos,
existe la necesidad de un suplemento dietético que comprenda extracto de uva que estos individuos puedan usar
como tratamiento adyuvante, que sea eficaz en la reduccién de la presién sanguinea y no aumente la resistencia a
la insulina.

Las semillas de uva contienen aproximadamente del 5 al 8 % en peso de flavonoides. Los flavonoides constituyen
un grupo importante de compuestos polifenélicos de la dieta que estan ampliamente distribuidos en las plantas. Se
han identificado mas de 4.000 flavonoides quimicamente Unicos de origen vegetal, tales como de frutas, verduras,
legumbres, frutos secos, semillas, hierbas, especias, flores, asi como de bebidas como el té, el cacao, la cerveza, el
vino y el zumo de uva.

La terminologia de los flavonoides con respecto a las semillas de uva se refiere a flavan-3-oles monoméricos,
especificamente (+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-epicatequin-3-galato. Dos o mas flavan-3-oles monoméricos
quimicamente relacionados se denominan proantocianidinas o proantocianidinas oligoméricas (“OPC"), lo que
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incluye las procianidinas y las prodelfinidinas. Las OPC que contienen dos monémeros se denominan dimeros, las
de tres mondémeros se denominan trimeros, las de cuatro monémeros se denominan tetrameros, las de cinco
monomeros se denominan pentameros, etc. Operativamente, los oligémeros tienen longitudes de cadena de 2 a 7
(dimeros a heptameros); mientras que los polimeros representan componentes con longitudes de cadena superiores
a 7. Tras un largo debate, el Comité de Evaluacion del Procedimiento de Siembra de la Uva (a través de la
Asociacién Nacional de Alimentos Nutritivos) decidié por consenso definir las OPC como todas las proantocianidinas
que contienen dos 0 mas mondmeros, incluyendo polimeros o taninos condensados. Por lo tanto, los oligémeros de
los extractos de uva incluyen, por ejemplo, dimeros y trimeros, y hay pruebas de que los polimeros pueden tener
hasta dieciséis unidades.

A continuacién, se muestra una estructura tipica de una proantocianidina, que muestra las unidades de extension y
las unidades terminales del galato de epicatequina. Las unidades de extension estan representadas, por ejemplo,
por los grupos de engarce de epicatequina (2) y epigalocatequina (3). Mientras que una unidad terminal esta
representada por el grupo galato de epicatequina (4).

Extensidn

Galato de epicatequina

OH OH

Terminal

OH
Para que los compuestos polifendlicos se puedan usar a nivel comercial en forma de un extracto de uva, estos
compuestos se han de separar de las uvas en una forma mas concentrada. El procedimiento general en el que se

extraen los compuestos polifendlicos, se purifican y se concentran a partir de uvas enteras, orujo de uva y semillas
de uva se desvela en la patente de EE.UU. N° 6.544.581.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la relacién entre la presion sanguinea basal y la reduccién de la presion sistélica para un
individuo con sindrome metabdlico que se estéa tratando con el extracto de uva usado en la presente invencion.

La Figura 2 muestra la relacion entre la presién sanguinea basal y la reduccién de la presion diastélica para un
individuo con sindrome metabdlico que se estéa tratando con el extracto de uva usado en la presente invencion.

La Figura 3 muestra el cambio en la concentracion de LDL oxidada en individuos con sindrome metabdlico que
se estan tratando con el extracto de uva usado en la presente invencion.
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La Figura 4 muestra la relacion entre el cambio en la concentracion de LDL oxidada y la concentracién basal de
LDL oxidada en individuos que han recibido 300 mg del extracto de uva usado en la presente invencién.

Descripcidn detallada

La presente invencion proporciona un procedimiento de prevencién y/o tratamiento del sindrome metabdlico y/o las
afecciones que comprenden el sindrome metabdlico. Este procedimiento incluye la administracién a un mamifero,
incluyendo un ser humano, en necesidad de dicho tratamiento de un suplemento dietético que comprende una
cantidad eficaz de extracto de uva. En particular, el extracto de uva usado en el presente procedimiento es eficaz
para reducir la presion sanguinea y reducir el colesterol LDL oxidado en individuo con sindrome metabdlico.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de tratamiento y/o prevencion del sindrome metabdlico
en un mamifero, que comprende la administracion de un suplemento dietético que comprende extracto de uva que
tiene aproximadamente del 5 al 15 % en peso de mondmeros, aproximadamente del 5 al 20 % en peso de dimeros,
aproximadamente del 3 al 10 % en peso de trimeros, aproximadamente del 2 al 10 % en peso de tetrameros y
aproximadamente del 2 al 10 % en peso de pentameros. La cantidad total de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular, incluyendo mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros y pentdmeros es aproximadamente del 25 al 50 %
en peso, preferentemente aproximadamente del 25 al 40 % en peso, mas preferentemente aproximadamente del 30
al 40 % en peso y mas preferentemente aproximadamente del 25 al 35 % en peso. La cantidad total de compuestos
fenodlicos es aproximadamente del 80 % en peso o superior, y preferentemente aproximadamente del 90 % en peso
0 superior.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de prevencién y/o tratamiento de la prehipertension.
Este procedimiento incluye la administracion a un mamifero, incluyendo un ser humano, en necesidad de dicho
tratamiento de un suplemento dietético que comprende una cantidad eficaz de extracto de uva. En particular, el
extracto de uva usado en el presente procedimiento es eficaz para reducir la presién sanguinea en individuos
prehipertensos.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de tratamiento y/o prevencion de la prehipertension en
un mamifero, que comprende la administracién de un suplemento dietético que comprende extracto de uva que tiene
aproximadamente del 5 al 15 % en peso de mondmeros, aproximadamente del 5 al 20 % en peso de dimeros,
aproximadamente del 3 al 10 % en peso de trimeros, aproximadamente del 2 al 10 % en peso de tetrameros y
aproximadamente del 2 al 10 % en peso de pentameros. La cantidad total de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular, incluyendo mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros y pentdmeros es aproximadamente del 25 al 50 %
en peso, preferentemente aproximadamente del 25 al 40 % en peso, mas preferentemente aproximadamente del 30
al 40 % en peso y mas preferentemente aproximadamente del 25 al 35 % en peso. La cantidad total de compuestos
fenodlicos es aproximadamente del 80 % en peso o superior, y preferentemente aproximadamente del 90 % en peso
0 superior.

La expresién "cantidad eficaz" significa una cantidad de extracto de uva suficiente para reducir la presiéon sanguinea
sistélica y/o la presion sanguinea diastolica en individuos prehipertensos o aquellos con sindrome metabdlico en al
menos aproximadamente un 2 %, preferentemente en al menos aproximadamente un 5 %, y mas preferentemente
en al menos aproximadamente un 8 %, sin provocar efectos adversos tales como el aumento de la resistencia a la
insulina en el individuo. No obstante, un criterio de valoracion clinica apropiado es una presidén sanguinea sistélica
por debajo de 120 mm Hg en individuos prehipertensos o en aquellos con sindrome metabdlico. También se ha
sugerido que el extracto de uva usado en la presente invencién, ademas de reducir la presién sanguinea, reduce el
colesterol LDL oxidado en individuos con sindrome metabdlico. El aumento del colesterol LDL es un factor de riesgo
reconocido para la aterosclerosis. Hay pruebas fehacientes de que la LDL modificada oxidativamente inicia el
desarrollo de este proceso patolégico. Por lo tanto, la reduccion de la concentracién de LDL oxidada puede reducir
y/o prevenir la aterosclerosis en individuos con sindrome metabdlico.

El extracto de uva usado con la presente invencién tiene un perfil fenolico, determinado mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento de fase normal ("HPLC"), aproximadamente del 5 al 15 % en peso de mondémeros,
aproximadamente del 5 al 20 % en peso de dimeros, aproximadamente del 4 al 10 % en peso de trimeros,
aproximadamente del 2 al 10 % en peso de tetrameros y aproximadamente del 2 al 10 % en peso de pentameros. El
extracto de uva usado en la presente invencién también comprende aproximadamente el 80 % en peso o mas de
compuestos fendlicos totales, y preferentemente aproximadamente el 90 % en peso 0 mas, segun lo determinado
mediante el procedimiento Fonn Ciocalteu. El extracto de uva usado en la presente invencion también comprende
aproximadamente el 2 % en peso 0 menos de unidades terminales de galato de epicatequina, mas preferentemente
aproximadamente el 1 % en peso 0 menos, segun lo determinado mediante HPLC de fase inversa tras la reaccion
de tiolisis. El extracto de uva usado en la presente invencion también comprende aproximadamente el 12 % en peso
o menos de unidades de extension de galato de epicatequina, preferentemente aproximadamente el 8 % en peso o
menos, y mas preferentemente aproximadamente el 5 % en peso 0 menos, segun lo determinado mediante HPLC
de fase inversa tras la reaccion de tiolisis.

El extracto de uva usado en la presente invencién se pueden producir mediante la modificacién del procedimiento de
extraccion en agua caliente desvelado en la patente de EE.UU. N° 6.544.581, como se describe a continuacion. En
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general, el procedimiento de extraccion en agua caliente, como se describe en la patente 6.544.581, incluye las
siguientes etapas. En la etapa (1), se pueden calentar semillas de uva, secas o frescas, con agua caliente durante
un tiempo suficiente para extraer la mayor parte de los polifenoles. Se pueden emplear temperaturas de 60 a 100 °C,
preferentemente de 71,1 a 100 °C, mas preferentemente de 82,2 a 100 °C, incluso mas preferentemente de 87,7 a
100 °C durante un periodo de aproximadamente 1 a 6 horas. El tiempo de calentamiento puede variarse en funcién
de la temperatura usada. Generalmente, temperaturas mas bajas requieren tiempos de extraccion mas prolongados.
En la etapa (2), se puede separar el extracto acuoso de semillas de uva en bruto de las semillas gastadas mediante
drenaje a través de tamices metalicos. A continuacién, se puede enfriar el extracto y tratarlo con cualquier enzima
pectolitica adecuada disponible en el mercado, tal como Pectinex® Ultra SP-L fabricada por Novo Nordisk, a una
concentracion de aproximadamente 50-200 ppm para descomponer los constituyentes de la pared celular.
Preferentemente, el extracto acuoso de semillas se puede tratar con la enzima durante un periodo de dos horas a
una temperatura de de 60 a 100 °C. Como alternativa, el extracto acuoso de semillas se puede tratar con la enzima
durante 7-14 dias o mas a una temperatura de aproximadamente 4,5 a 10 °C. En la etapa (3), el extracto de semillas
turbio resultante se puede acidificar con un acido, preferentemente un acido mineral, mas preferentemente con acido
sulfirico, a un pH de aproximadamente 1,5 a 2,5, y dejarlo reaccionar de aproximadamente una hora a
aproximadamente dos dias. El extracto acidificado se puede enfriar durante hasta varias semanas para permitir que
se sedimenten las macromoléculas, incluyendo proteinas y otros polisacaridos. A continuacion, se puede filtrar el
extracto acidificado enfriado usando tierra de diatomeas para producir un extracto de semillas aclarado. También se
pueden usar otros coadyuvantes de filtracion tales como la perlita.

Se puede modificar la etapa (2) de la patente 6.544.581 tratando el extracto acuoso de semillas con una enzima
durante un periodo de cuatro a cinco dias a una temperatura de aproximadamente 26,5 a 48,8 °C con el fin de
producir el extracto de uva usado en la presente invencién. Aunque no se pretende quedar vinculados a teoria
alguna, se cree que es la prolongacion de la duracion usada en la patente 6.544.581 en el intervalo de temperaturas
especificado de esta etapa la responsable del nuevo extracto de uva resultante. El tiempo del tratamiento enzimatico
se puede variar en funcion de la temperatura usada. En general, las temperaturas mas bajas requieren tiempos de
tratamiento mas prolongados. Por lo tanto, se puede tratar enzimaticamente el extracto acuoso de semillas durante
un maximo de dos semanas o méas a temperaturas de aproximadamente 15,5 a 26,6 °C.

Como alternativa, el extracto de uva usado en la presente invencion se puede producir mediante las siguientes
etapas. Después de la extraccion de la etapa (1) o después del tratamiento con pectinasa de la etapa (2) de la
patente 6.544.581, se puede hacer un frotis del extracto sobre una placa de agar bacteriolégico. Tras la incubacién,
pueden estar presentes varias especies de levadura, bacterias y/o hongos dependiendo del material de partida. Se
puede aislar el cultivo vivo como un céctel. Una vez aislado, el coctel se puede usar en las etapas posteriores de
extraccién y/o tratamiento con enzima pectinasa. Por ejemplo, se puede tratar enzimaticamente un extracto acuoso
de semillas con cualquier enzima pectolitica adecuada disponible en el mercado y combinarlo con el céctel aislado
de levadura, bacterias y/o hongos. Se puede dejar reposar la mezcla combinada durante un periodo de
aproximadamente uno a diez dias, preferentemente de aproximadamente dos a cinco dias, a una temperatura de
aproximadamente 21,1 a 37,7 °C. Se puede variar la duracion del tratamiento enzimatico en funcion de la
temperatura usada y del recuento del inoculo. Se puede acidificar el extracto de semillas turbio resultante con un
acido adecuado como se ha descrito anteriormente a un pH de 1,5 a 2,5 y dejarlo reaccionar durante
aproximadamente una hora a aproximadamente dos dias. Se puede enfriar el extracto acidificado y almacenarlo
durante varios dias para permitir la floculacién de las proteinas y los polisacaridos. A continuacion, se puede filtrar el
extracto acidificado frio usando tierra de diatomeas para producir un extracto de semillas aclarado, que se puede
seguir procesando de acuerdo con la patente 6.544.581 para producir un extracto de uva purificado adecuado para
la reduccion de la presion sanguinea y la reduccién de la LDL oxidada.

Se analizé mediante HPLC la cantidad de acido galico de los extractos de uva producidos mediante el procedimiento
del documento 6.544.581 en comparacion con los extractos de uva producidos mediante el procedimiento que
incluye un coctel de levadura, bacterias y/o hongos. Dicho analisis demostré6 un aumento de un valor de entre
aproximadamente 50 y 150 ppm de &cido galico en los extractos de uva del procedimiento del documento 6.544.581
con respecto a un valor de entre aproximadamente 400 y 1.500 ppm de acido galico en los extractos de uva usados
en la presente invencion usando el céctel. El aumento en el acido galico indica que las unidades terminales y de
extensién del galato de epicatequina se desesterifican de las procianidinas. Aunque no se pretende quedar
vinculados a teoria alguna, se cree que el coctel de levadura, bacterias y/o hongos usa el extracto de uva como un
sustrato para el crecimiento y produce actividad de la enzima tanasa, lo que resulta en la desesterificacion de las
procianidinas y la liberacion de acido galico. Como tal, el uso de un céctel de levaduras, bacterias y/o hongos vivos
produce el extracto de uva usado en la presente invencién que tiene aproximadamente el 2 % en peso 0 menos de
unidades terminales de galato de epicatequina, mas preferentemente aproximadamente el 1 % en peso o0 menos y
aproximadamente el 12 % en peso o menos de unidades de extension de galato de epicatequina, preferentemente
aproximadamente el 8 % en peso 0 menos, y mas preferentemente aproximadamente el 5 % en peso 0 menos.

En una realizacioén, se puede producir el extracto de uva de la presente invencidon mediante las siguientes etapas.
Después de la extraccion de la etapa (1) o después del tratamiento con pectinasa de la etapa (2) de la patente
6.544.581, se puede anadir cualquier enzima tanasa fungica comercial adecuada, tal como tanino acilhidrolasa, E.
C3.1.1.20, a una concentracién de aproximadamente 5 a 1.000 ppm. Dependiendo de la concentracion de la enzima
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tanasa usada, se puede hacer reaccionar la mezcla durante aproximadamente una hora a aproximadamente dos
dias, preferentemente durante uno o dos dias, o hasta que las unidades terminales se reduzcan hasta
aproximadamente el 2 % o menos, preferentemente el 1 % o0 menos, y las unidades de extensién se reduzcan hasta
aproximadamente el 8 % o menos, preferentemente hasta el aproximadamente 5 % o menos. Después de un tiempo
de reaccion suficiente, se puede acidificar el extracto hasta un pH de 1,5 a 2,5, lo que permite la floculacion de las
proteinas y los polisacaridos en un almacenamiento con refrigeracion de 4,4 a 15,5 °C. Se puede filtrar el extracto
para aclararlo y seguir procesandolo de acuerdo con la patente 6.544.581 para producir un extracto de uva con las
caracteristicas necesarias para la reduccion de la presion sanguinea.

El extracto de uva usado en la presente invencion se puede formular en suplementos dietéticos, incluyendo
capsulas, comprimidos, polvos, soluciones, geles, suspensiones, cremas, pastas, geles, supositorios, parches
transdérmicos y similares. Estos suplementos dietéticos, por ejemplo, en forma de polvo o de solucién, se pueden
afnadir a nutracéuticos, alimentos y/o bebidas para formar productos nutracéuticos, alimenticios y/o de bebida
funcionales. Los suplementos dietéticos se pueden formular como polvos, por ejemplo, para mezclarlos con liquidos
consumibles tales como leche, zumo, agua o geles consumibles, o jarabes para mezclarlos en otros liquidos o
alimentos dietéticos. Los suplementos dietéticos de la presente invencidén se pueden formular con otros alimentos o
liquidos para proporcionar alimentos suplementarios previamente medidos, tales como barras de una sola porcion.
Los productos alimenticios tipicos que pueden incorporar el extracto de uva usado en la presente invencién incluyen
productos lacteos tales como el yogur, cereales, panes, productos alimenticios de aperitivo, zumos de frutas y otras
bebidas no alcohdlicas. Se pueden anadir aromatizantes, aglutinantes, proteinas, hidratos de carbono complejos,
vitaminas, minerales y similares segin sea necesario. Preferentemente, el extracto de uva se formula para la
administracion oral.

Los suplementos dietéticos usados en la presente invencion estan destinados a la administracion diaria o segln sea
necesario. La magnitud de una dosis profilactica o terapéutica del suplemento dietético en individuos prehipertensos
o aquellos con sindrome metabdlico variara con la gravedad de la afeccion que se vaya a tratar y la via de
administracion. La dosis, y quizas la frecuencia de dosificacion, también variaran segun la edad, el peso corporal y la
respuesta del individuo. En general, el intervalo total de dosis diarias, para las afecciones descritas en el presente
documento, es de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 1.000 mg en peso de extracto de uva administrados
en dosis Unicas o divididas por via oral, tdpica o transdérmica, preferentemente por via oral. Un intervalo de dosis
diarias orales preferido es de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 500 mg en peso del extracto de uva (es
decir, excluyendo los excipientes y los vehiculos), mas preferentemente de aproximadamente 150 mg a
aproximadamente 300 mg. Por ejemplo, se pueden formular capsulas o comprimidos bien en dosis de 150 mg o de
300 mg, mientras que las bebidas se pueden formular con 50 mg de extracto de uva. Dicha pauta de dosificaciéon se
mantiene preferentemente durante al menos un mes, mas preferentemente durante seis meses 0 mas.

Los suplementos dietéticos usados en la presente invencién se pueden formular de una manera convencional (por
ejemplo, mediante granulacion en humedo o en seco), en mezcla con vehiculos farmacéuticamente aceptables,
excipientes, vitaminas, minerales y/u otros nutrientes. Los vehiculos y excipientes representativos incluyen, pero sin
limitacion, almidones, azlcares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes,
aglutinantes, agentes disgregantes y similares, en el caso de las preparaciones sélidas orales (tales como polvos,
capsulas y comprimidos).

Se puede emplear cualquier via de administracién adecuada para administrar los complementos dietéticos de la
invencién a un individuo. Las vias adecuadas incluyen, por ejemplo, oral, rectal, parenteral, intravenosa, tdpica,
transdérmica, subcutanea e intramuscular. Aunque se puede emplear cualquier via de administracion adecuada para
proporcionar al individuo una cantidad eficaz del extracto de uva segun los procedimientos de la presente invencion,
se prefiere la administracién oral, incluyendo formas de dosificacién sélidas tales como comprimidos, capsulas o
polvos. También se prefiere que el extracto de uva esté formulado para su uso en productos nutracéuticos,
alimenticios y de bebida funcionales.

El extracto de uva usado en la presente invencion también se puede combinar con otros agentes activos, incluyendo
pero sin limitacion, diuréticos, bloqueadores B, inhibidores de la ECA, antagonistas de la angiotensina, bloqueadores
del canal del calcio, blogueadores o, bloqueadores o-f, inhibidores del sistema nervioso, vasodilatadores,
antioxidantes.

1. Caracterizacién de los extractos de uva

Recientemente, se ha informado de que el uso de polifenoles de semilla de uva no reduce la presién sanguinea
sistolica, sino que, en realidad, aumenta la presién sanguinea sistélica cuando se combina con el uso de la vitamina
C en individuos hipertensos. Véase Ward et al. "The combination of vitamin C and grape-seed polyphenols increases
blood pressure: a randomized, double-blind, placebo-controlled trial", Journal of Hypertension 2005; 23:427-434.
Aunqgue no se pretende quedar vinculados a teoria alguna, se cree que el perfil fendlico de los extractos de uva es
importante para su eficacia en la reduccion de la presién sanguinea. El extracto de uva evaluado en el estudio de
Ward fue Vinlife®, que tiene un perfil fendlico de compuestos fendlicos totales del 50,6 %, determinado mediante el
procedimiento de Folin Ciocalteu, 11,2 % de unidades terminales de galato de epicatequina y 11,8 % de unidades de
extension de galato de epicatequina, segun lo determinado mediante HPLC de fase inversa tras la reaccion de
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tiolisis, y un 7,3 % de mondmeros, 4,4 % de dimeros, 2,0 % de trimeros, 1,9 % de tetrameros y 1,1 % de
pentameros, con un contenido total de mondmeros con respecto al de pentdmeros del 16,7 %, determinado
mediante HPLC de fase normal.

Los extractos de semilla de uva disponibles en el mercado contienen una variedad de mondmeros y
proantocianidinas. En la Tabla 1, se describe el perfil fendlico de algunos extractos disponibles en el mercado,
determinado mediante HPLC de fase inversa, y en la Tabla 2, se describe el determinado mediante HPLC de fase
normal. A partir de estos analisis, el extracto de uva usado en la presente invencion (actualmente fabricado por
Polyphenolics, Inc. como MegaNatural®-BP) tiene tres factores diferenciadores que lo distinguen de otros extractos
de uva:

1. alto grado de pureza segun lo determinado por el hecho de tener una cantidad del compuesto fendlico total
superior al aproximadamente 80 % en peso, y mas preferentemente superior al aproximadamente 90 % en peso,
determinado mediante el procedimiento de Fonn Ciocalteu;

2. alta cantidad, por ejemplo, entre aproximadamente el 25 y el 50 % en peso, de compuestos fendlicos de bajo
peso molecular, siendo los compuestos fendlicos de bajo peso molecular monémeros, dimeros, trimeros,
tetrameros y pentameros; y

3. cantidad baja o nula, por ejemplo, inferior al aproximadamente 2 %, preferentemente inferior al
aproximadamente 1 %, de galato de epicatequina en unidades terminales y una pequefa cantidad, por ejemplo,
inferior al aproximadamente 12 %, preferentemente inferior al aproximadamente 5 %, de galato de epicatequina
en unidades de extensién.

Una vez mas, aunque no se pretende quedar vinculados a teoria alguna, se cree que el perfil fendlico de los
extractos de uva es importante para su eficacia en el tratamiento o la prevencion de la prehipertension o del
sindrome metabdlico en individuos. En particular, se cree que la ausencia de galato de epicatequina en unidades
terminales y la pequeria cantidad de galato de epicatequina en unidades de extension del extracto de uva usado en
la presente invencion, junto con la presencia de una cantidad superior de compuestos de bajo peso molecular, es
responsable del aumento de la vasodilatacion, lo que se cree que es responsable de la caida de la presion
sanguinea en los estudios clinicos de los individuos con sindrome metabdlico y prehipertensién descritos mas
adelante.

Procedimiento de HPLC de fase inversa para determinar el porcentaje de monomeros, oligobmeros y
polimeros

Se puede usar el analisis de HPLC de fase inversa de extracto de uva para determinar la proporcién de monémeros,
oligbmeros y polimeros basada en el area bajo el pico a 280 nm.

Condiciones de la HPLC

A: acido acético glacial al 2 %

Fase movil: B: acetonitrilo al 80 %, acido acético al 0,4 %

Gradiente: Tiempo (min) % A % B Curva
0,00 100 0 -
3,00 100 0 6
6,00 96 4 6
15,00 90 10 6
30,00 85 15 6
50,00 77 23 6
60,00 75 25 6
66,00 70 30 6
80,00 50 50 6
83,00 20 80 6
85,00 100 0 6
105,00 100 0 6
110,00 100 0 6

Columna: 250 mm x 4,6 mm, Prodigy 5 um ODS (3) 100A (Phenomenex, Torrance, CA)

Caudal: 1,0 ml/min

Longitud de onda de deteccion: 280 nm

Temperatura: 30°C

Inyeccion: 25l

Preparacion de la muestra: se pesa con precision 0,1 g de extracto de uva en un matraz aforado de 100 ml. Se
disuelve la muestra en una pequeina cantidad de metanol (< 5 ml), se somete a ultrasonidos si es necesario. Se
rellena hasta el volumen con 18 megaohmnios de agua. Se centrifuga la muestra (14.000 rpm, 10 min) o se filtra a
través de un filtro de vidrio de 0,45 uM antes de la inyeccion. La determinacion del porcentaje en peso de
monomeros, oligémeros y polimeros se basa en el area bajo el pico y en la concentracion de los patrones.
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Procedimiento de determinacion de las unidades terminales y de extension de las proantocianidinas basado
en un analisis de HPLC tras la reaccion de tiolisis

La tiolisis es un procedimiento para determinar el tamafio molecular medio (grado de polimerizacion) y la estructura
basica de las proantocianidinas de los extractos de uva. La informacion proporcionada puede indicar la calidad
biolégica del extracto de uva para su absorcién nutricional en el organismo.

Reactivo de tiolisis: fenilmetanotiol al 5 % (bencilmercaptano) en metanol que contiene HCI 0,2 N.

Condiciones: se mezcld solucién en metanol de extracto de uva al 0,1 % con un volumen igual de reactivo de
tiolisis, se agit6 y se calenté hasta 90 °C durante 2 min. Se afadié agua para detener la reaccion. A continuacion, se
centrifugé el reactivo a 14.000 rpm durante 2 min. El sobrenadante se analizé directamente por HPLC.

Condiciones de HPLC:
A: acido acético al 10 %/TFA al 0,1 %/acetonitrilo al 5 %/agua al 84,9 %
Fase movil: (ViViViv)
B: acetonitrilo
Gradiente: 0-30 min Bdel0al50 %
30-35 min B del 50 al 100 %
Columna: 150 mm x 2,0 mm de d.i., Synergi hydro-RP 80 A de 4 um (Phenomenex,
Torrance, CA)
Caudal: 3,0 ml/min
'agpféf;‘:g o de onda  de b 100 FLD con excitacion a 276 nm y emision a 316 nm y HP DAD a 280 nm
Temperatura: 30 °C
Inyeccion: 1-3 ul

Se disolvieron los extractos de uva por analizar en metanol, se mezclaron con un volumen igual de reactivo tiolitico y
se calentaron durante 2 minutos a 90 °C. Se identificaron las unidades liberadas mediante espectrometria de masas
y se determinaron cuantitativamente por HPLC en las condiciones anteriores. Se midi6 el grado medio de
polimerizacion calculando la relacion molar de todas las unidades de flavan-3-ol (aductos de tioéter mas unidades
terminales) con respecto a la catequina, la epicatequina y el galato de epicatequina. El porcentaje de unidades
terminales de galato de epicatequina se determind en base a la proporcién molar del galato de epicatequina en la
suma de moles totales de unidades terminales, que incluye catequina, epicatequina y galato de epicatequina. El
porcentaje de unidades de extension del galato de epicatequina se determind en base a la relacién molar de los
aductos de tioéter del galato de epicatequina en la suma de moles totales de aductos de tioéter de las unidades de
extensién, que incluyen aductos de tioéter de catequina, epicatequina y galato de epicatequina. Se cuantificd la
cantidad total de compuestos fendlicos en términos de gramos de equivalentes de acido galico (GAE) mediante el
procedimiento de Folin Ciocalteu. Para mas detalles sobre el procedimiento de analisis de Folin Ciocalteu, véase:
Waterhouse, A. L., “Determination of Total Phenolics, in Current Protocols in Food Analytical Chemistry”, 11.1.1-
11.1.8, Wrolstad, R. E., Wiley, 2001, o Singleton, V. L.; Orthofer, R.; Lamuela-Raventos, R. M. "Analysis of total
phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu Reagent", Methods in
Enzymology 1999, 299, 152-178.
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Analisis de HPLC en fase normal para la proantocianidinas

Analisis de HPLC de las proantocianidinas: los andlisis cromatograficos se realizaron en un HPLC HP de serie 1100
dotado de un automuestreador/inyector, bomba binaria, calentador de columna, detector de matriz de diodos,
detector de fluorescencia y HP ChemStation para la recogida y manipulacién de datos. Las separaciones en fase
normal de los oligdmeros de proantocianidina se realizaron en una columna Phenomenex Luna de silice (2).

A: diclorometano, metanol, agua y acido acético (83:13:2:2 (v/v))

Fase movil: B: metanol, agua y acido acético (96:2:2 (v/v))
0-30 min Bdel0al 17,6 % lineal

Gradiente: 30-45 min B del 17,6 al 30,7 % lineal
45-50 min B del 30,7 al 87,8 % lineal
50-60 min B al 87,8 % lineal

Columna: Phenomenex Luna de silice (3,0 x 150 mm; 3,0 um)

Caudal: 0,5 ml/min

Iaongltgg . de onda  de HP 1100 FLD con excitaciéon a 276 nm y emisién a 316 nm

eteccion:
Temperatura: 25°C
Inyeccién: 3ul

En todos los casos, la columna se re-equilibré entre las inyecciones con equivalente de 5 ml de la fase movil inicial.
Se prepararon patrones de catequina y se analizaron para establecer una curva de calibracion de la respuesta a
partir de la cual calcular la concentracion de proantocianidinas en las muestras. Los factores de respuesta relativos
de los dimeros, trimeros, tetrameros y pentameros con respecto a los mondémeros con deteccion de fluorescencia
fueron publicados por R. L. Prior y L. Gu, "Occurrence and biological significance of proanthocyanidins in American
diet," Phytochemistry 2005, 66(18) 2264-2280, usando los patrones aislados y purificados a partir de granos de
cacao. Estos factores de respuesta se usaron para calcular los dimeros, trimeros, tetrameros y pentameros con
respecto a los monémeros.
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Los resultados expuestos en las Tablas 1 y 2 se obtuvieron usando diferentes procedimientos, que representan los
diferentes intervalos, por ejemplo, del porcentaje de monémeros. Por ejemplo, la HPLC de fase inversa se usé para
determinar el porcentaje de mondmeros, oligbmeros y polimeros en base a las areas bajo los picos de estos tres
grupos de compuestos. El acido galaico se incluye en forma de monémeros. En la HPLC de fase normal, se usaron
la catequina y la epicatequina como patrones para determinar la cantidad en peso de monémeros, dimeros,
trimeros, tetrameros y pentameros del extracto de uva. Los factores de respuesta relativos de dimeros, trimeros,
tetrameros y pentameros con respecto a los monémeros publicados por R. L. Prior y L. Gu se usaron para calcular
los dimeros, trimeros, tetrdmeros y pentameros.

2. Efecto del extracto de uva en la presion sanguinea de los individuos con sindrome metabdlico

Los efectos del extracto de uva usado en la presente invencién sobre la presién sanguinea se estudiaron en
veinticuatro individuos con diagnéstico de sindrome metabdlico. El estudio incluyé un nimero igual de varones y
mujeres con edades comprendidas entre los 20 y 50 afos. El sindrome metabdlico fue diagnosticado en base a los
criterios definidos por el Panel Ill de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional para la Educacién sobre el
Colesterol de EE.UU. Cada sujeto presentaba al menos tres de las siguientes caracteristicas: 1) Glucemia basal de
> 110 mg/dl; 2) HDL (< 40 mg/dl en varones y < 45 mg/dl en mujeres); 3) presién sanguinea > 130/85; y 4) obesidad
abdominal (> 102 cm en varones y > 88 cm en mujeres). Se excluyeron los individuos fumadores o exfumadores (< 3
afnos); los que estaban tomando farmacos antiinflamatorios o contra la hipertensién; o los consumidores de
compuestos antioxidantes sin receta médica.

Se repartieron los individuos aleatoriamente en bloques en tres grupos de ocho y se les administré una de las
siguientes capsulas en funcién del grupo asignado.

El grupo 1 recibié una capsula de placebo;
el grupo 2 recibié una capsula que contenia 150 mg de extracto de uva;
el grupo 3 recibié una capsula que contenia 300 mg de extracto de uva.

Los individuos recibieron suficientes capsulas para tomar la misma dosis una vez al dia durante los veintiocho dias
siguientes. Al final de este periodo, se realizaron mediciones de la presiéon sanguinea. Se registraron las presiones
sanguineas ambulatorias durante un periodo de 12 horas al inicio del estudio y otra vez después de cuatro semanas.
El procedimiento no fue invasivo y consistié en colocar un manguito de presién sanguinea en la parte superior del
brazo y conectar el manguito a un dispositivo de inflado automatico autorizado por la FDA, que se colocd en un
cinturén.

La Tabla 3 muestra los datos de presion sanguinea para los tres grupos de individuos con sindrome metabdlico. En
los que recibieron 300 mg y 150 mg al dia del extracto de uva usado en la presente invencion, se produjeron
reducciones significativas tanto en la presién sistolica como en la diastélica. No hubo cambios significativos en el
grupo que recibié el placebo.

Tabla 3. Resultados del extracto de uva usado en la presente invencion sobre la presiéon sanguinea de individuos
con sindrome metabdlico

300 mg al dia 150 mg al dia Placebo
Sistolica Diastolica Sistolica Diastolica Sistolica Diastolica
Inicio 129+ 4 79+3 137t 4 84 +3,3 124 £ 4 74+ 4
4 semanas 117 £3 71+3 125+ 4 78+1,9 123+ 4 71+4
p* 0,007 0,006 0,003 0,009 n.s. n.s.
*p es la probabilidad de que los valores iniciales y finales sean iguales. En general, se considera significativo un
valor de p de 0,05 o inferior (5 %).

En las Figuras 1 y 2, se muestra la relacion entre la presion sanguinea basal y la caida tanto de la presion sistélica
como de la presion diastdlica. La presion sanguinea se ofrece en mm Hg. Dado que el diagnéstico del sindrome
metabdlico se basa en la presencia de tres de los factores de riesgo enumerados (uno de los cuales es la presion
sanguinea), el estudio no distribuy6 aleatoriamente en bloques a los individuos en cuanto a la presion sanguinea.
Como tales, las presiones medias no fueron similares en los tres grupos (pero variaron en un intervalo estrecho).

Este estudio demuestra que el extracto de uva de la presente invencién a las dosis diarias de 150 mg y 300 mg
reduce la presién sanguinea tanto sistélica como diastélica en individuos con sindrome metabdlico. La caida de la
presién sanguinea es estadisticamente significativa para ambas dosis del extracto usado. De hecho, los cambios
observados en la presion sanguinea con el uso del extracto de uva fueron comparables a los observados en los
principales ensayos clinicos en los que se usaron agentes farmacéuticos.
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3. Efecto del extracto de uva sobre la LDL oxidada de individuos con sindrome metabdlico

Los efectos del extracto de uva usado en la presente invencion sobre la LDL oxidada se estudiaron en los mismos
veinticuatro individuos diagnosticados con sindrome metabodlico descritos anteriormente. Se midié la concentracién
de LDL oxidada al inicio del estudio y, de nuevo, después de cuatro semanas de tratamiento. Para medir la
concentracién de LDL oxidada, se tomd una muestra de sangre de cada individuo y se analizé.

En la Figura 3, se resumen los cambios en la concentracion de la LDL oxidada para los tres grupos. La Figura 3
muestra un ligero descenso de la LDL oxidada para el placebo, una tendencia descendente en la LDL oxidada para
los individuos que tomaron 150 mg del extracto de la uva usado en la presente invencidon y una caida
estadisticamente significativa (p < 0,05) en la LDL oxidada para los individuos que tomaron 300 mg del extracto de
uva usado en la presente invencion. La Figura 4 representa la relacién entre el cambio en la LDL oxidada y la
concentracién basal de LDL oxidada en individuos que recibieron 300 mg del extracto de uva usado en el estudio. El
coeficiente de regresion fue R?=0,52. La Figura 4 muestra una mayor caida en la concentracién de LDL oxidada en
individuos que comenzaron con los niveles mas altos de LDL oxidada para empezar.

Este estudio demuestra que el extracto de uva de la presente invencién a dosis diarias de 150 mg y 300 mg reduce
la concentraciéon de LDL oxidada en plasma en los individuos con sindrome metabdlico. Ademas, se produjo una
reduccion estadisticamente significativa en la concentracién de LDL oxidada para aquellos individuos que recibieron
300 mg del extracto de uva usado en la presente invencién.

4. Efecto del extracto de uva en individuos con prehipertension

Los efectos del extracto de uva usado en la presente invencion se estudiaron en veinticuatro individuos
diagnosticados con prehipertensién. El estudio incluyé un namero igual de varones y mujeres con edades
comprendidas entre los 30 y 60 afios. La prehipertension fue diagnosticada en base a los criterios definidos por el
Séptimo Informe del Comité Nacional Conjunto de Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipertension Arterial. Cada sujeto tenia una presion sistolica de entre 120 y 139 mm Hg y/o una presion diastdlica de
entre 81 y 89 mm Hg. Se excluyeron los individuos fumadores o exfumadores (< 3 afos); los que estaban tomando
farmacos antiinflamatorios o contra la hipertensién; o los consumidores de compuestos antioxidantes sin receta
médica.

Se repartieron los individuos aleatoriamente en bloques por género en dos grupos de doce y se les administré una
de las siguientes capsulas en funcion del grupo asignado.

El grupo 1 recibi6 una capsula de placebo;
el grupo 2 recibié una capsula que contenia 300 mg de MegaNatural®-BP.

Los individuos recibieron suficientes capsulas para tomar la misma dosis una vez al dia durante las siguientes ocho
semanas. Al final de este periodo, se realizaron mediciones de la presion sanguinea. Se registraron las presiones
sanguineas ambulatorias durante un periodo de 12 horas al inicio del estudio y otra vez después de ocho semanas.
El procedimiento no fue invasivo y consistié en colocar un manguito de presion sanguinea en la parte superior del
brazo y conectar el manguito a un dispositivo de inflado automatico autorizado por la FDA, que se coloc6é en un
cinturén.

La Tabla 4 muestra los datos de presion sanguinea para los dos grupos de individuos con prehipertensién. Las
presiones basales entre los dos grupos no fueron significativamente diferentes. En los que recibieron 300 mg diarios
del extracto de uva usado en la presente invencién, se produjeron reducciones significativas en la presién tanto
sistolica como diastdlica. Sin embargo, no se produjeron cambios significativos en el grupo que recibié placebo. Por
ejemplo, la reduccién media de la presién sanguinea sistélica en el grupo tratado con MegaNatural®-BP fue de 7,2 +
2,5 mm Hg, mientras que la presion sanguinea sistélica en el grupo de placebo aumenté en 0,03 + 1,5 mm Hg. Los
datos se resumen a continuacion. Los valores se ofrecen en mm Hg (media £ ETM).

Tabla 4. Resultados de MegaNatural®-BP sobre la presion sanguinea de individuos con prehipertension

300 mg de MegaNatural®-BP al dia Placebo
Sistolica Diastolica Sistélica Diastolica
Inicio 1332 802 1342 79+2
8 semanas 126 £ 2 73%2 134 +2 802
p* 0,021 0,042 n.s. n.s.
*p es la probabilidad de que los valores iniciales y finales sean iguales. En general, se
considera significativo un valor de p de 0,05 o inferior (5 %).
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Este estudio demuestra que el extracto de uva de la presente invencién a la dosis diaria de 300 mg reduce la presion
sanguinea tanto sistélica como diastdlica en individuos con prehipertensién. La caida de la presién sanguinea es
estadisticamente significativa. De hecho, los cambios observados en la presién sanguinea con el uso de extracto de
uva fueron comparables a los observados en los principales ensayos clinicos en los que se usaron agentes
farmacéuticos.

La invencion se define ademas por referencia a los siguientes ejemplos que describen un procedimiento de
fabricacién del extracto de uva y de preparacion de los suplementos dietéticos. Los ejemplos son representativos, y
no se han de interpretar como limitantes del alcance de la invencién.

Ejemplo 1: Procedimiento de fabricacion del extracto de uva

Se extrajeron semillas de uva secas con agua a una temperatura de 93,3 °C durante dos horas y se separo el
extracto de las semillas sobre tamices metalicos. Se enfrié el extracto hasta una temperatura de 32,2 a 37,7 °C, y se
afnadio pectinasa a una concentracién de 200 ppm. Se dividi6 el extracto en dos porciones. A una porcion, se afadio
enzima tanasa fungica comercial (tanino acilhidrolasa, E.C3.1.1.20) a una concentracion de 1.000 ppm. A la
segunda porcion, la tanasa se anadié a una concentracion de 50 ppm. La concentracién residual de acido galico en
el extracto original era de 117 ppm con 18,9 % de unidades terminales y 11,1 % de unidades de extensién. En
aproximadamente dos horas de tratamiento con 1.000 ppm de enzima tanasa, la concentracion de acido galico
ascendié a 904 ppm con un 0 % de unidades terminales y aproximadamente un 5,5 % de unidades de extension. Se
requirieron aproximadamente treinta y cuatro horas de tratamiento con 50 ppm de enzima tanasa para que el acido
galico ascendiera a 810 ppm con menos del 1 % de unidades terminales y menos del 6 % de unidades de extensién.
Después de aproximadamente dos dias, se acidificaron ambos extractos a un pH de 1,5 a 2,5, lo que permitié la
floculacién de las proteinas y los polisacaridos en un almacenamiento con refrigeracién de 4,4 a 15,5 C. El extracto
se filtr6 y se procesé adicionalmente de acuerdo con la patente 6.544.581 para producir un extracto de uva con
caracteristicas que permitieran la reduccion de la presién sanguinea y la reduccién de las concentraciones de LDL
oxidada.

Ejemplo 2: Capsulas

Se mezcl6 en seco extracto de uva MegaNatural®-BP (150 mg o 300 mg) con estearato de magnesio (3 mg o 6 mg,
respectivamente) y se cargé en capsulas de gelatina con cubierta dura (hechas de gelatina y agua). En la
formulacion de 150 mg, el extracto de uva tenia un minimo del 90 % de fenoles o 135 mg de fenoles por 150 mg de
extracto de uva. En la formulacion de 300 mg, el extracto de uva tenia un minimo del 90 % de fenoles 0 270 mg de
fenoles por 300 mg de extracto de uva. La dosis diaria es de una cépsula al dia.

Ejemplo 3: Polvo

Se formulé extracto de uva MegaNatural®-BP en una mezcla seca con los excipientes mostrados en la Tabla 4 para
Su uso en una bebida, en la que los ingredientes se mezclaron en seco. Para preparar la bebida final, se combinaron
9,47 g de la mezcla seca con 500 ml de agua fria y se agitaron. Una porcion de 500 ml contiene 16 calorias. La
bebida final contiene 100 mg de extracto de uva MegaNatural®-BP y 120 mg de vitamina C por cada porcion de 1 |,
que tendra un valor de ORAC de 2.200 ET.

La CARO, medida en micromoles equivalentes de Trolox (ET) (un derivado de tocoferol hidrosoluble no comercial)
por gramo, significa "Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno". Se trata del patr6n mediante el cual los
cientificos miden la actividad antioxidante de los alimentos y los suplementos. Una sola racién de frutas y verduras
frescas o recién cocinadas proporciona una media de 600 a 800 unidades de CARO. Se ha sugerido que el aumento
de la ingesta de alimentos o suplementos que proporcione de 2.000 a 5.000 unidades de CARO al dia puede ser
beneficioso para la salud.

TABLA 4
Ingredientes % de mezcla
en seco (q)

Maltodextrina 37,48
Acido citrico 29,99
Agente enturbiador (Goma de pureza 2000)* 5,25
Aspartamo 3,85
Citrato sédico, Calidad FCC 3,75
Ultra Guar** 3,75
Aroma de naranja N&A (SN313897)*** 7,5
Aroma de fruta de la pasion Nat FF (SN 313898)*** 4,27
Amarillo FD&C N2 6 (20:1 en maltodextrina) 2,24
Amarillo FD&C N? 5(20:1 en maltodextrina) 0,75
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(Continuacion)

Ingredientes % de mezcla en
ngredientes seco (g)
Acido ascérbico 0,64
Extracto de uva MegaNatural®-BP (Polyphenolics, 053

Inc.) ’

TOTAL 100

*Disponible en National Starch & Chemical Corporation, Bridgewater, NJ
**Disponible en P.L. Thomas & Co., Inc. Morristown, NJ
***Disponible en International Flavors & Fragrances, Dayton, NJ

Ejemplo 4: Bebidas

Se formul6é extracto de uva MegaNatural®-BP en una bebida con los excipientes mostrados en la Tabla 5. La
siguiente bebida contiene 50 mg de extracto de uva MegaNatural®-BP y 60 mg de vitamina C (100 % de la CDR) por
cada racion de 236,59 ml. En una racién de 236,59 ml, la bebida contiene 0 calorias y 0,15 g de hidratos de carbono
totales. Una racion de 473,18 ml tendria un valor de CARO de 2.200 ET.

TABLA 5

Ingredientes % en peso
Agua 99,4373
Acido citrico 0,2640
Color purpura MegaNatural (Conc. de Canandaigua) 0,0528
Sistema de aromas de Sethness - Greenleaf 0,0867
Benzoato de sodio 0,0448
Sorbato de potasio 0,0448
Acido ascérbico 0,0338
Extracto de uva MegaNatural®-BP (Polyphenolics, Inc.) 0,0211
Asparatamo 0.0147
TOTAL 100,0000 %

Ejemplo 5: Bebidas

Se formul6é extracto de uva MegaNatural®-BP en una bebida con los excipientes mostrados en la Tabla 6. La
siguiente bebida contiene 50 mg de extracto de uva MegaNatural®-BP y 60 mg de vitamina C (100 % de la CDR) por
cada racién de 236,59 ml. En una racién de 236,59 ml, la bebida contiene 15 calorias y 4 g de hidratos de carbono
totales. Una racion de 473,18 ml tendria un valor de CARO de 2.200 ET.

TABLA 6

Ingredientes % en peso
Agua 95,8778
Concentrado de zumo de naranja 65 1,3973
Concentrado de zumo de arandano 50 0,8691
Color purpura MegaNatural (Conc. de Canandaigua) 0,5032
Sistema de aromas de Sethness - Greenleaf 1,1074
Benzoato de sodio 0,0444
Sorbato de potasio 0,0444
Acido ascorbico 0,0357
Extracto de uva MegaNatural®-BP (Polyphenolics, Inc.) 0,0210
Neotame (The NutraSweet Co.) 0,0997
TOTAL 100,0000 %
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Ejemplo 6: Suplemento de vitaminas/minerales

Se mezclé en seco extracto de uva MegaNatural®-BP (150 mg) con los siguientes excipientes enumerados en la
Tabla 7 y se prensaron en un comprimido para formar un suplemento multivitaminico/mineral. La dosis diaria es de
un comprimido al dia, preferentemente tomado con comida.

TABLA 7
Ingredientes % de valor diario
3.500 Ul de vitamina A (29 % en forma de 70
betacaroteno)
60 mg de vitamina C 100
400 Ul de vitamina D 100
45 Ul de vitamina E 150
10 ug de vitamina K 13
1,5 mg de tiamina 100
1,7 mg de riboflavina 100
20 mg de niacina 100
3 mg de vitamina B6 150
400 pg de &cido félico 100
25 ug de vitamina B12 417
30 pg de biotina 10
10 mg de acido pantoténico 100
299 mg de calcio 20
48 mg de fésforo 5
150 pg de yodo 100
100 mg de magnesio 25
15 mg de cinc 100
20 mg de selenio 29
2 mg de cobre 100
2 mg de manganeso 100
150 pg de cromo 125
75 pg de molibdeno 100
72 mg de cloruro 2
80 mg de potasio 2
150 mg de extracto de uva MegaNatural®-BP *
150 pg de boro *
5 ug de niquel *
2 mg de silicio *
10 pg de vanadio *
250 pg de luteina *
300 ug de licopeno *
*Valor diario ( % VD) no establecido

Ejemplo 7: Suplemento de vitaminas/minerales

Se mezcl6 extracto de uva MegaNatural®-BP (150 mg) con los siguientes ingredientes y excipientes enumerados en
la Tabla 8 en un mezclador en V hasta formar una mezcla uniforme. Se comprimié la mezcla en comprimidos hasta
alcanzar un peso especifico de 775 mg + 2 %, formandose un suplemento multivitaminico/mineral. Se recubrieron
los comprimidos por pulverizacion con un recubrimiento transparente de una goma hidrosoluble tal como
hidroxipropilmetilcelulosa, y se secaron. La dosis diaria es de un comprimido al dia. El tamafo del lote para la
formulacion de la Tabla 8 es de 500.000 comprimidos.
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TABLA 8
Cantidad/ .

Ingredientes (Unidades de medida) Etiqueta | Exceso (%)* Comprimido w

(mQ) tha
Palmitato de vitamina A a 500 K Ul/g (Ul) 5000 Ul 30 13,000 6,500
Vitamina D3 a 850K Ul/g (Ul) 400 Ul 30 0,612 0,306
Succinato de vitamina E (D-a) a 1.210 Ul/g (Ul) | 15 Ul 5 13,017 6,508
Vitamina C (mg) 30 mg 2 30,600 15,300
HCI de tiamina al 89,2 % (mg) 1,5 mg 2 1,715 0,858
Riboflavina (mg) 1,7 mg 2 1,734 0,867
Niacinamida (mg) 10 mg 2 10,200 5,100
HCI de piridoxina al 82,3 % (mgQ) 2mg 5 2,552 1,276
Acido félico triturado al 1,0 % (ug) 400 pg 25 50,000 25,000
Vitamina B-12 triturada al 1,0 % (ug) 6 ug 20 0,720 0,360
Acido pantoténico (Cal Pan.) (mg) 10 mg 5 10,500 5,250
Biotina triturada al 1,0 % (ug) 30 ug 20 3,600 1,800
Calcio (fosfato dicélcico) al 29,46 % (mgQ) 100 mg 0 344,119 172,060
Fosforo (fosfato dicélcico) al 22,77 % (mgQ) 75 mg 0 0,000 0,000
Magnesio (MgO) al 60,32 % (mg) 20 mg 0 33,156 16,578
80,34 (mgq) de cinc (ZnO) 5 mg 0 6,224 3,112
Yodo (KI) al 76,45 % (ug) 150 ug 0 0,196 0,098
Cobre (Gluconato) al 14,00 % (mg) 2 mg 0 14,286 7,143
Manganeso (Gluconato) al 12,34 % (mg) 2mg 0 16,207 8,104
Extracto de uva MegaNaturaI®-BP 150 mg 150,000 25,000
Celulosa microcristalina 33,750 16,875
Croscarmelosa de sodio 20,250 10,125
Acido estearico 13,500 6,750
Estearato de magnesio 5,063 2,531
TOTAL 775,000 337,500

*Porcentaje de la cantidad de ingrediente por encima de la etiqueta usado para alcanzar la cantidad de la etiqueta.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un extracto de polifenoles procedente de la uva para su uso en el tratamiento
y/o la prevencion del sindrome metabdlico o la prehipertensién en un mamifero en necesidad de ello, en la que el
extracto comprende aproximadamente el 2 % en peso o0 menos de unidades terminales de galato de epicatequina y
en la que un individuo adulto que padece prehipertension tiene una presién sistélica de entre 120 y 139 mm Hg o
una presion diastolica de entre 81 y 89 mm Hg.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el extracto de polifenoles procedente de
la uva esta en una cantidad eficaz para reducir la presion sanguinea y/o para reducir el colesterol LDL oxidado.

3. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
extracto de polifenoles comprende entre aproximadamente el 5 y el 15 % en peso de mondmeros, entre
aproximadamente el 5 y el 20 % en peso de dimeros, entre aproximadamente el 3 y el 10 % en peso de trimeros,
entre aproximadamente el 2 y el 10 % en peso de tetrameros y entre aproximadamente el 2 y el 10 % en peso de
pentameros.

4. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
cantidad total de mondmeros, dimeros, trimeros, tetrameros y pentameros es aproximadamente de entre el 25 y el
50 % en peso.

5. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
extracto comprende aproximadamente el 80 % en peso 0 mas de compuestos fendlicos totales.

6. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
extracto comprende aproximadamente el 12 % en peso o menos de unidades de extension de galato de
epicatequina.

7. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
cantidad de extracto de la composicion es de entre aproximadamente 50 y 1.000 mg.

8. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
extracto de polifenoles contiene de 400 a 1.500 ppm de acido galico.

9. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
composicion se formula para la administracion oral.

10. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
composicién se administra en una forma seleccionada del grupo que consiste en comprimidos, polvos, liquidos,
capsulas y geles.

11. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la composicién se usa en un producto
nutracéutico, un producto alimenticio o una bebida.

12. Uso de una composicién que comprende un extracto de polifenoles procedente de la uva para la preparacion de
un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion del sindrome metabdlico o la prehipertensiéon en un mamifero
en necesidad de ello, en el que el extracto comprende aproximadamente el 2 % en peso 0 menos de unidades
terminales de galato de epicatequina y en el que un individuo adulto que padece prehipertension tiene una presion
sistélica de entre 120 y 139 mm Hg o una presion diastélica de entre 81 y 89 mm Hg.

13. Una composicién que comprende un extracto de polifenoles procedente de la uva que tiene aproximadamente
del 5 al 15 % en peso de mondmeros, aproximadamente del 5 al 20 % en peso de dimeros, aproximadamente del 3
al 10 % en peso de trimeros, aproximadamente del 2 al 10 % en peso de tetrameros y aproximadamente del 2 al
10 % en peso de pentameros para su uso en el tratamiento y/o la prevencién del sindrome metabdlico o la
prehipertension en un mamifero en necesidad de ello, en el que el extracto comprende aproximadamente el 2 % en
peso o menos de unidades terminales de galato de epicatequina y en el que un individuo adulto que padece
prehipertension tiene una presion sistolica de entre 120 y 139 mm Hg o una presion diastélica de entre 81 y 89 mm
Hg.

14. Uso de una composicion que comprende un extracto de polifenoles procedente de la uva que tiene
aproximadamente del 5 al 15 % en peso de mondmeros, aproximadamente del 5 al 20 % en peso de dimeros,
aproximadamente del 3 al 10 % en peso de trimeros, aproximadamente del 2 al 10 % en peso de tetrameros y
aproximadamente del 2 al 10 % en peso de pentameros para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
y/o la prevencion del sindrome metabdlico o la prehipertensién en un mamifero en necesidad de ello, en el que el
extracto comprende aproximadamente el 2 % en peso 0 menos de unidades terminales de galato de epicatequina y
en el que un individuo adulto que padece prehipertension tiene una presién sistélica de entre 120 y 139 mm Hg o
una presion diastolica de entre 81 y 89 mm Hg.
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15. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
mamifero es un ser humano.
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Figura 1: Cambios en la presion sanguinea sistolica
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Figura 2: Cambios en la presion sanguinea diastolica
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Figura 3: Cambios en la LDL oxidada
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Figura 4: Relacion entre el cambio en la LDL oxidada y la concentracion
basal de LDL oxidada (300 mg de MegaNatural®BP)
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