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@Resumen:

La presente invencion es el uso del acido galico o sus
sales farmacéuticamente aceptables en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento
de una patologia por hiperactivacion del sistema
Renina Angiotensina Aldosterona, SRAA. En
particular de una enfermedad cardiovascular, una
enfermedad cerebrovascular, una enfermedad renal o
diabetes.
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ACIDO GALICO PARA EL TRATAMIENTO DE PATOLOGIAS DE LA
HIPERACTIVACION DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA
SRAA

DESCRIPCION

SECTOR TECNICO
La invencion esta dentro del campo de la medicina y la industria farmacéutica.
También se puede utilizar en suplementos alimenticios en dietética o en la industria

alimentaria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Se ha descrito en la técnica el uso médico del acido galico en el tratamiento del cancer

y en inmunodeficiencias aprovechando su accién como antioxidante.

Mas extensamente se le conoce por su capacidad vasoconstrictora inductora de una
elevacion de la presion arterial. No se ha descrito su uso especifico para el bloqueo
del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) y utilidad en el tratamiento de

enfermedades relacionadas.

El SRAA desempefa un papel fundamental en la regulacion de la presion arterial, del
balance de sodio y del volumen plasmatico. Sin embargo, la hiperactivacion del SRAA
a través de la Angiotensina Il (Angll), su principal efector, también es en parte
responsable del incremento de presién arterial y del desarrollo de lesiones en 6rganos
diana. Estas lesiones son asintomaticas en una primera fase, como la
microalbuminuria o la hipertrofia del ventriculo izquierdo, pero pueden derivar hacia
graves repercusiones clinicas o incluso mortales en lo que se ha denominado el
continuum cardiovascular y renal. El continuum cardiovascular y renal se inicia con el
desarrollo de los factores de riesgo, continua con lesidn organica asintomatica y
finaliza con la evolucion hacia la enfermedad renal, cerebrovascular, cardiaca y
vascular periférica. El SRAA esta formado por un conjunto de péptidos y enzimas que

conducen a la sintesis de Ang Il y de aldosterona.

La enfermedad cardiovascular, metabdlica y renal son patologias causadas por

hiperactivacion del SRAA y estan reconocidas y son nombradas como tales en la
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técnica (Giner-Galvafia V. y col. “Inhibicion Directa de la Renina: de la Fisiologia a la
Farmacologia y las Implicaciones clinicas”. Rev. Esp. Cardiol Supl. 2011. 11 (D):25-36;
Ferrario, CM. “Role of Angiotensin-Il in Cardiovascular Disease: Therapeutic
Implications of More Than a Century of Research”. J. Renin Angiotensin Aldosterone
Syst. 2006. 7: 3—14).

La activacion del SRAA se situia en el centro fisiopatolégico de la enfermedad
cardiovascular y metabdlica en su conjunto (Giner-Galvana V. y col. “Inhibicion Directa
de la Renina: de la Fisiologia a la Farmacologia y las Implicaciones Clinicas”. Rev Esp.
Cardiol. Supl. 2011. 11 (D):25-36). Este hecho se debe a que las acciones de la Ang Il
y aldosterona no se centran solo en variables hemodinamicas sistémicas como
reabsorcién salina y vasoconstriccion, sino que también presentan efecto local sobre

inflamacién, estrés oxidativo y proliferacién celular.

En relacién con la enfermedad cardiovascular se ha demostrado una clara asociacion
entre hiperactivaciéon del SRAA vy riesgo de padecer eventos cardiovasculares,
incluyendo hipertrofia cardiaca, arritmias cardiacas, disfuncion endotelial,
aterosclerosis, formacion de trombos y agregacion plaquetaria. Ademas se ha
demostrado que la alteracion de alguno de los componentes del SRAA representa un
factor independiente de padecer infarto de miocardio y de fallecer por un evento
cardiovascular. Se ha demostrado también que el uso de los bloqueadores del SRAA
han mostrado un impacto positivo sobre la morbilidad y mortalidad de la enfermedad
cardiovascular (Ferrario CM. “Role of Angiotensin Il in Cardiovascular Disease:
Therapeutic Implications of More Than a Century of Research”. J. Renin Angiotensin
Aldosterone Syst. 2006. 7: 3—14).

Como aspecto a tener en cuenta, el ensayo clinico HOPE (Heart Outcomes Prevention
Evaluation) demuestra que el efecto protector del bloqueo del RAAS sobre la
morbilidad cardiovascular es independiente de la presencia de hipertension arterial.
Este estudio demuestra que el beneficio causado por el bloqueo del SRAA fue
especialmente pronunciado en diabéticos, con una reducciéon del infarto agudo de
miocardio, accidente cerebrovascular o muerte del 25%, efecto que seguia persistente

tras ajustarlo por la reduccion de la presion arterial.
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En relacion con la enfermedad metabdlica se ha demostrado una hiperactivacion de
SRAA asociada a diabetes (Ribeiro-Oliveira A. y col. “The Renin—Angiotensin System
and Diabetes: An Update”. Vasc Health Risk Manag. 2008. 4 (4): 787-803) y a
obesidad (Sarzani R. y col.. “Renin-Angiotensin System, Natriuretic Peptides, Obesity,
Metabolic Syndrome, and Hypertension: an Integrated View in Humans”. J Hypertens.
2008. 26 (5):831-43). Y se ha descrito un importante papel de la Ang Il en el sindrome
metabdlico, principalmente ligado a su papel en la disfuncion endotelial, resistencia a
la insulina, inflamacion y a sus efectos proliferativos (Ribeiro-Oliveira A. y col.. “The
Renin—Angiotensin System and Diabetes: An Update”. Vasc Health Risk Manag. 2008.
4 (4): 787-803).

Otra de las patologias relacionadas con una hiperactivacion del SRAA es la
enfermedad renal. En este sentido, el uso de bloqueadores del SRAA también ha
demostrado retardar el progreso de la enfermedad renal en pacientes con diabetes
tipo 2 y con nefropatias (Ferrario CM. “Role of-Angiotensin Il in Cardiovascular
Disease: Therapeutic Implications of More Than a Century of Research”. J. Renin
Angiotensin Aldosterone Syst. 2006. 7: 3—14).

Ademas la hiperactivacion del SRAA puede causar otras muchas patologias
relacionados con los efectos de la Ang Il como agente inflamatorio. Se ha apuntado
que la regulacion del SRAA puede preservar la funcion y viabilidad neuronal y combatir
diferentes desoérdenes oculares (Kurihara T. y col.. “Renin-Angiotensin System
Hyperactivation Can Induce Inflammation and Retinal Neural Dysfunction”. Int. J.
Inflamm. 2012, Article ID 581695, 14 pages).

Los farmacos activos sobre el bloqueo de este sistema son extremadamente utiles
contra todas las patologias relacionadas con una hiperactivacion del SRAA. A este
respecto, la Ang Il induce vasoconstriccion, hipertrofia del ventriculo izquierdo e infarto
de miocardio. La molécula esta también implicada en el proceso de aterosclerosis ya
que produce inflamacion vascular y disfuncion endotelial. En la diabetes tipo 2 produce
un aumento de la reabsorcion tubular de Na+ y del estrés oxidativo actuando en
receptores especificos (AT1) y a través de la hormona aldosterona, promoviendo la
secrecion cardiovascular y renal de citocinas fibrogénicas e inflamatorias (Schmieder
RE. y col. “Renin-angiotensin System and Cardiovascular Risk”, Lancet. 2007.
369:1208-1219).
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La Ang Il regula también la disfuncion endotelial, que se caracteriza por un
desequilibrio entre los compuestos vasodilatadores y vasoconstrictores sintetizados
por el endotelio. Entre los vasodilatadores se encuentran el éxido nitrico (NO) y las
prostaciclinas (PC), mientras que la endotelina-1 (ET-1) es el vasoconstrictor mas
importante. La disfuncion endotelial provoca un cambio en los vasos hacia un estado
proinflamatorio y protrombotico y hacia un descenso de la dilatacion. Esta patologia se
asocia con la enfermedad vascular y es comun en fallo cardiaco crénico, enfermedad
coronaria arterial, enfermedad arterial periférica, diabetes, fallo renal crénico,
hipertension y enfermedad cerebrovascular (Bernatova | y col. “Endothelial Dysfunction
in Spontaneously Hypertensive Rats: Focus on Methodological Aspects”. 2009. J.
Hypertens. Suppl. 27 (6): S27-S31).

Brasil estudia las propiedades antihipertensivas en ratas de un extracto metandlico de
la papaya y su actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(actividad IECA) in vitro (Brasil GA. y col. “Antihypertensive Effect of Carica papaya Via
a Reduction in ACE Activity and Improved Barorefex”, Planta Med. 2014. 80 (17):
1580-1587). Dicho extracto metandlico contiene en cantidades homogéneas acido
ferulico, acido cafeico, acido galico y el flavonoide quercetina, y mostro actividad IECA
in vitro. La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) es una enzima clave en el
control de la presion arterial y componente del SRAA. Por otro lado, se ha descrito que
los flavonoides y polifenoles presentan actividad IECA; de hecho, la quercetina ha sido
identificada como responsable de la reduccion de presién en sangre. El experto
encontraria sugerido relacionar el efecto antihipertensivo observado con la quercetina
y no con el acido galico ya que el documento no asocia el acido galico de forma
especifica con este efecto terapéutico. Por tanto se debe considerar que sus

ensefanzas divergen en este sentido de la presente invencion.

Como aspecto a tener en cuenta, en la presente solicitud se demuestra que el bloqueo
del SRAA producido por el acido galico in vivo no se produce por una inhibicién de la
ECA.

Algunos documentos de patente relacionan el uso del acido galico con la presién
arterial. En concreto, la solicitud US 20020068123 A1 describe un método para

endulzar con acido galico alimentos, un medicamento o productos de higiene.
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Aprovecha las propiedades organolépticas del acido galico y describe sus usos
médicos, y entre ellos que es hipotensivo (parrafo [0011]). Sin embargo no se
demuestra dicha capacidad hipotensiva ni en realidad ninguna otra aplicacion
relacionada con ella. Los autores se limitan a enumerar una serie de diversas
aplicaciones entre las que ademas no esta su capacidad para bloquear el SRAA, y por

tanto no se debe considerar en la discusion de patentabilidad de la presente invencion.

Por otra parte, el hecho de que un compuesto tenga efecto hipotensivo es indicativo de
una bajada de la presion arterial en condiciones fisioldgicas normales, lo cual no es
deseable. En la presente invencién se demuestra que el acido galico no presenta
efecto hipotensivo sino antihipertensivo, entendido éste como la bajada de la presién

arterial en condiciones de hipertension como enfermedad.

La patente US 6280776 B1 describe un extracto de plantas rico en acido galico capaz
tratar la hipertension de un sujeto. El extracto es extremadamente variado en sus
componentes. El documento no es capaz de relacionar de forma directa el acido galico
con el efecto terapéutico. Segun el inventor, el extracto obtenido baja las
transaminasas de tal manera que cabria esperar un efecto positivo en muchos otros
sintomas del paciente, entre ellos la presion arterial. Sin embargo no se reporta
siquiera esa supuesta disminucion de presién arterial en los animales cirréticos en los
que ensaya. El hecho es que no se ha descrito en la técnica un vinculo directo entre
las transaminasas y la presion arterial, de modo que las ensefianzas de esta
publicacion se deben considerar especulativas en este sentido. EI documento tampoco

indica el efecto del acido galico como bloqueante del SRAA.

La solicitud WO 1996008483 A1 describe las propiedades y usos médicos de
derivados sulfonados de acido galico de su férmula Ip, que incluye a su vez derivados
metilados y sulfatados. Los usos médicos que describe son todos aquellos sintomas
mediados por endotelina, entre ellos la hipertensiéon inducida por endotelina. Los
derivados que se describen presentan una reactividad muy variada y diferente del
acido galico del que provienen, y no sugieren que el acido vaya a presentar esa misma
actividad. Es ampliamente conocido que derivados de polifenoles dietéticos han
mostrado diferente bioactividad en comparacién con las formas libres (Lodi F. vy col.
“Glucuronidated and Sulfated Metabolites of the Flavonoid Quercetin Prevent
Endothelial Dysfunction but Lack Direct Vasorelaxant Effects in Rat Aorta”. 2009.
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Atherosclerosis. 2004 (1): 34-39). Este documento tampoco describe ni sugiere el

efecto del acido galico como bloqueante del SRAA.

La solicitud US 3784695 A describe en mamiferos un efecto hipotensivo de los ésteres
de acido galico, en particular de los ésteres alquilo de cadena entre 1 y 9 atomos de
carbono, preferiblemente el butilgalato. De nuevo, tampoco describe ni sugiere el
efecto del acido galico como bloqueante del SRAA. El documento no contempla el
caso de que el sustituyente sea H, es decir el propio acido galico. Es necesario tener
en cuenta que el efecto de los ésteres en el organismo no es extensible al acido del

que provienen.

La biodisponibilidad del compuesto administrado por via oral esta condicionada por su
digestion y su absorcion en el tracto digestivo. La digestién gastrica y absorcién
intestinal del acido galico libre respecto de sus derivados no tiene por qué ser
coincidente. No se trata solo de diferencias cuantitativas sino también cualitativas, ya
que son diferentes los compuestos biodisponibles después de la administracion de
acido galico libre o de sus derivados. Cuando un polifenol no es absorbido en el
intestino delgado continuara hasta el intestino grueso, donde sera extensivamente
metabolizado por la microbiota pudiendo formar compuestos totalmente diferentes del
inicial. Al ser moléculas distintas el acido galico libre y sus derivados también difieren
su polaridad y solubilidad, y estas propiedades diferentes afectaran a la absorcion en
el intestino delgado haciendo que la cantidad de compuestos que alcancen el colon
sea diferente en ambos casos. Los nuevos compuestos formados en el colon podran
tener mayor o menor actividad biolégica, pero seran compuestos diferentes del inicial.
En el Ejemplo 4 de la presente solicitud se demuestra que tras la administracién de
acido galico en forma libre se pueden cuantificar en plasma hasta un 23% mas de
metabolitos provenientes del metabolismo de la microbiota del colon. En este sentido,
el experto no encontraria en este documento ninguna indicacién que le sugiera pensar

en la misma reactividad entre unos y otros.

Sutra estudia en ratas modelo de Sindrome Metabdlico el efecto de algunos
compuestos polifenoles, entre los que incluye el acido galico (Sutra T. y col.
“Preventive Effects of Nutritional Doses of Polyphenolic Molecules on Cardiac Fibrosis
Associated with Metabolic Syndrome: Involvement of Osteopontin and Oxidative
Stress”, J. Agric. Food Chem. 2008. 56: 11683-11687). No indica el efecto del acido
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galico como bloqueante del SRAA, pero le hace responsable de la prevencion del
aumento de la presion sanguinea. Los autores se identifican a si mismos como los
primeros capaces de demostrar esa funcion in vivo, aunque refiere a otra publicacion
que también reporta la prevencién de hipertension en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) con la administracién de té verde, rico en acido galico. EI modelo
utilizado por Sutra esta disefiado para que los animales presenten hipertensién, y
sobre ese modelo el acido galico evitaria una nueva subida. Sin embargo, la
prevencion de una subida de presion arterial no esta relacionada de forma directa con
un efecto antihipertensivo del mismo compuesto. Asi, por ejemplo la administracion de
una alta concentracion de polifenoles en una persona que ya presente hipertension
arterial no tendra los mismos efectos que en una persona sana; aunque
momentaneamente pudiera provocar una disminucion, la presion arterial volvera otra
vez a subir en el momento en el que el paciente deje de tomar dicha concentracién de

polifenoles.

Kang estudia en ratas hipertensas (SHR) el efecto de un extracto de alga Spirogyra sp.
con un alto contenido de acido galico, aunque sin definir dicho contenido (Kang N y
col. “Gallic Acid Isolated from Spirogyra sp. Improvescardiovascular Disease Through
a Vasorelaxantand Antihypertensive Effect”. Environ.Toxicol. Pharm. 2015. 39: 764-
772). El extracto demuestra actividad antihipertensiva in vivo y actividad IECA y efecto
vasorelajante in vitro. Sin embargo, en la presente solicitud se demuestra que el
bloqueo del SRAA producido por el acido galico in vivo no se produce por una
inhibicion de la ECA, de forma que el experto no encontraria sugerido el objeto de la

presente invencion a partir de las ensefianzas de Kang.

El problema de la técnica se plantea como la obtencién de un tratamiento alternativo a
patologias ocasionadas por una hiperactivacion del sistema SRAA en un paciente. La
solucion propuesta por la presente invencion es el uso de acido galico para el

tratamiendo de dichas patologias.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencidén es el uso del acido galico o sus sales farmacéuticamente
aceptables en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia

por hiperactivacion del sistema Renina Angiotensina Aldosterona, SRAA, en un sujeto,
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preferiblemente humano. Una forma alternativa de expresar la invencion es el acido
galico o sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento de una
patologia por hiperactivacion del sistema Renina Angiotensina Aldosterona, SRAA, en
un sujeto, preferiblemente humano. Otra forma alternativa de expresar la invencién es
un método de tratamiento de una patologia por hiperactivacion del sistema Renina
Angiotensina Aldosterona, SRAA, que comprende la administracién de acido galico o
sus sales farmacéuticamente aceptables en un sujeto en necesidad de ello,

preferiblemente humano.

Un aspecto preferible es que dicha patologia esté seleccionada entre una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad cerebrovascular, una enfermedad renal y diabetes,
mas preferiblemente diabetes tipo 2. El tratamiento de hipertension, de aterosclerosis y
la accién nefroprotectora del acido galico también estan comprendidos dentro del

alcance de la presente invencion.

Otro aspecto muy preferible de la invencién es una composicion farmacéutica que
comprende acido galico y excipientes farmacéuticamente aceptables. Otro aspecto
preferible mas es un suplemento alimenticio que comprende acido galico y aditivos

alimentarios.

El acido galico actua como bloqueante del SRAA. En la presente solicitud se entiende
por un bloqueante del SRAA un compuesto que actua sobre alguno de los

componentes del SRAA blogueando su accion.

Los resultados mostrados en la presente solicitud en el Ejemplo 6 indican el efecto
positivo del acido galico sobre la funcion endotelial. Esto indica que su efecto es
dependiente de un aumento de la concentracién de NO como factor vasodilatador, y
parcialmente mediado por la prostaciclina (PC). Asimismo se ha demostrado que
produce una disminucion significativa de los niveles plasmaticos de la endotelina (ET-
1) como factor vasoconstrictor. Todos los resultados demuestran el claro papel
vasoprotector del acido galico, con las implicaciones que de este hecho se derivan

para la enfermedad cardiovascular, renal y cerebrovascular.

Por otro lado, desde un punto de vista técnico resulta obvio que cualquiera de los

metabolitos que resultan de la absorcion del acido galico en los intestinos delgado y
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grueso y su posterior metabolismo microbiano, identificados en plasma y aorta,
podrian presentar el efecto terapéutico de la presente invencién; en concreto, el acido
3-O-metil galico, glucurénido de acido galico, metilsulfato de acido galic, acido
dimetilgalico, acido trimetilgalico o, catecol, metilpirogallol, acido 3-hidroxibenzoico,

acido 4-hidroxibenzoico o acido 3,4-dihidroxibenzoico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Salvo indicacion en contrario, todas las dosis indicadas en esta descripcién se refieren

al peso corporal del animal.

Las Figura 1a y 1b muestran la concentracion de Ang | y Ang Il, respectivamente, en
plasma de ratas SHR a las 6 horas de la administracién de 1 mL de agua (control) o
6,64 mg/kg de animal de acido galico. Los datos representan la media £+ ESM para un

minimo de 6 animales. ** P<0,01. * P<0,05.

La Figura 2 muestra la actividad de la ECA en plasma recogido a las 6 h después de
la administracion de 1 mL de agua (control) o 6,64 mg/kg de animal de acido galico por
via intragastrica en ratas SHR. Los datos representan la media + ESM para un minimo

de 6 animales. Diferencias estadisticas entre tratamientos no encontradas.

La Figura 3a muestra el contenido en compuestos derivados del acido galico
absorbidos en intestino delgado y colon medidos en plasma (barra blanca) y aorta
(barra rallada) de ratas SHR, 6 h después del consumo de 6,64 mg/kg de animal de

acido galico. Los datos representan la media £ ESM para un minimo de 6 animales.

La Figura 3b muestra el porcentaje de compuestos derivados del acido galico
absorbidos en el intestino delgado y en el colon medidos en plasma (1) o en aorta (2)
de ratas SHR, 6 h después del consumo de 6,64 mg/kg de animal de acido galico. Del
total de metabolitos derivados del acido galico detectados en plasma (0.25 uM) (1) el
23% proceden de la absorcion en el colon (blanco) y el 77 % de una absorcién en el
intestino delgado (punteado). Del total de metabolitos derivados del acido galico
detectados en aorta (2) (4.79 nmol/g), el 88 % procedian de la absorcién en el colon
(blanco) mientras que el 12 % de la absorcion en el intestino delgado (punteado). Los

datos representan la media £ ESM para un minimo de 6 animales.

10
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La Figura 4a muestra la disminucion de la presién arterial sistdlica (PAS) obtenida en
ratas SHR a las que se administra 1 mL de agua como control (o, a), acido galico en
las dosis de 3,5 mg/kg de animal (A, a), 6,64 mg/kg de animal (e, bc) y 14 mg/kg de
animal (-, ¢) o 50 mg/kg de animal de Captopril (m, b), en funcién del tiempo pasado
tras la administracion. Los datos representan la media £+ ESM para un minimo de 6
animales. Diferentes letras minusculas junto a los tratamientos indican diferencias

significativas entre tratamientos medidas por ANOVA de dos vias (Post-hoc Tukey).

La Figura 4b muestra la disminucion de la presién arterial diastélica (PAD) obtenida
en ratas SHR a las que se administra 1 mL de agua (control, g, a), acido galico en las
dosis de 3,5 mg/kg (A, ac), 6,64 mg/kg de animal (e, bc) y 14 mg/kg (-, bc) o 50 mg/kg
de animal de Captopril (m, b), en funcién del tiempo pasado tras la administracién. Los
datos representan la media + ESM para un minimo de 6 animales. Diferentes letras
minusculas junto a los tratamientos indican diferencias significativas entre tratamientos
medidas por ANOVA de dos vias (Post-hoc Tukey).

La Figura 4c muestra la disminucion de la PAS obtenida en ratas normotensas Wistar-
Kyoto (WKY) que son el control normotenso de las ratas SHR a las que se administra
1 mL de agua (control, ¢) o 6,64 mg/kg de animal de acido galico (m), en funcién del
tiempo pasado tras la administracion. Los datos representan la media + ESM para un
minimo de 6 animales. No se encontraron diferencias estadisticas entre los

tratamientos.

La Figura 4d muestra la disminucién de la PAD obtenida en ratas normotensas WKY
a las que se administra 1 mL de agua (control, ¢) o 6,64 mg/kg de acido galico (m), en
funcién del tiempo pasado tras la administracion. Los datos representan la media +
ESM para un minimo de 6 animales. No se encontraron diferencias estadisticas entre

los tratamientos.

La Figura 5a muestra la disminucién de la PAS obtenida en ratas SHR producida a las
6 h después de la administracion por via intragastrica de 1 mL de agua con inyeccion
intraperitoneal de solucion salina con (barra cuadricula) o sin (barra blanca) 30 mg/kg
de animal de NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) a las 4 h después de su

ingesta, o de 6,64 mg/kg de acido galico con inyeccion intraperitoneal de solucion

11
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salina con (barra punteada) o sin (barra rallada) L-NAME a las 4 h después de su
ingesta. Los datos representan la media + ESM para un minimo de 6 animales.
Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos
medidas por ANOVA de dos vias (Post-hoc Tukey).

La Figura 5b muestra la disminucion de la presion arterial diastélica (PAD) obtenida
en ratas SHR producida a las 6 h después de la administracion por via intragastrica de
1 mL de agua con inyeccion intraperitoneal de solucion salina con (barra cuadricula) o
sin (barra blanca) 30 mg/kg de animal de NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) a
las 4 h después de su ingesta, o de 6,64 mg/kg de acido galico con inyeccion
intraperitoneal de solucion salina con (barra punteada) o sin (barra rallada) L-NAME a
las 4 h después de su ingesta.. Los datos representan la media + ESM para un minimo
de 6 animales. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre

tratamientos medidas por ANOVA de dos vias (Post-hoc Tukey).

La Figura 6a muestra la disminucion de la PAS obtenida en ratas SHR producida a las
6 h después de la administracion por via intragastrica de 1 mL de agua con inyeccion
intraperitoneal de solucioén salina con (barra cuadricula) o sin (barra blanca) 5 mg/kg
de animal de indometacina a las 4 h después de su ingesta, o de 6,64 mg/kg de animal
de acido galico con inyeccion intraperitoneal de solucion salina con (barra punteada) o
sin (barra rallada) 5 mg/kg de animal de indometacina las 4 h después de su ingesta.
Los datos representan la media £ ESM para un minimo de 6 animales. Diferentes
letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos medidas por
ANOVA de dos vias (Post-hoc Tukey).

La Figura 6b muestra la disminucién de la PAS obtenida en ratas SHR producida a las
6 h después de la administracion por via intragastrica de 1 mL de agua con inyeccion
intraperitoneal de solucion salina con (barra cuadricula) o sin (barra blanca) 5 mg/kg
de animal de indometacina a las 4 h después de su ingesta, o de 6,64 mg/kg de acido
galico con inyeccioén intraperitoneal de solucion salina con (barra punteada) o sin
(barra rallada) 5 mg/kg de animal de indometacina las 4 h después de su ingesta. Los
datos representan la media + ESM para un minimo de 6 animales. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos medidas por ANOVA

de dos vias (Post-hoc Tukey).
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La Figura 7 muestra la concentracion de endotelina (ET-1) (pg/mL) en plasma
recogido a las 6 h después de la administracion de 1 mL de agua (control) o 6,64
mg/kg de acido galico por via intragastrica. Los datos representan la media + ESM

para un minimo de 6 animales.* P<0,05.

EJEMPLOS
Con la intencion de mostrar la presente invencién de un modo ilustrativo aunque en

ningun modo limitante, se aportan los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Disefios experimentales

Diseno experimental 1

Se utilizaron ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR) (n=12) y ratas
normotensas Wistar-Kyoto (WKY) (n=6) de 17-20 semanas de vida y peso entre 300 y
360 g (Charles River Laboratories, Espafna). Las ratas permanecieron con una
temperatura ambiental estable de 23°C y con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas,
ingiriendo agua y comida a libre disposicion. A las 17 semanas de vida comenzaron
las mediciones de presion arterial sistolica y diastdlica segun el Ejemplo 5A tras la
administracion de agua (control) o de diferentes dosis de acido galico (3,5, 6,64 y 14
mg/kg de animal). Con las ratas WKY solamente se probo la dosis de acido gélico de
6,64 mg/kg de animal. Una vez finalizadas las determinaciones se dejo a las ratas
SHR un periodo de descanso de 1 semana para eliminar el acido galico del organismo

y restablecer la presion arterial hasta valores iniciales.

Disefio experimental 2

Una vez restablecida la presiéon arterial de las ratas SHR descritas en el disefo
experimental 1, a 6 de ellas se les administré por via intragastrica 1 mL de agua
(control) y a otras 6 ratas, 6,64 mg/kg de acido galico disuelto en agua en una dosis de
1 mL. A las 6 h después de su administracion las ratas se sacrificaron y se recogieron
la sangre y la aorta. El plasma se obtuvo mediante la centrifugacion de la sangre a

2000 x g, durante 15 min a 4°C, y preservo a -80°C hasta su posterior analisis.

Diseno experimental 3

Para evaluar el efecto del acido galico sobre la funciéon endotelial (Ejemplo 6Ay B) se

utilizé también el modelo animal de ratas SHR, que presentan disfuncion endotelial y
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en las que por tanto existe un desequilibrio entre los factores vasodilatadores y
vasoconstrictores. Para ello, se utilizaron ratas SHR macho (n=12) de entre 17 y 20
semanas a las que se le administrd via intragastrica 1 mL de agua (control) o 6,64
mg/kg de animal de acido galico. Cuatro horas mas tarde se les inyecté por via
intraperitoneal éster de NG-nitro-L-arginin metilo (L-NAME) (30mg/Kg de animal) o
indometacina (5 mg/Kg de animal), y 2 h después se midi6 la presion arterial sistdlica y
diastdlica. El tiempo transcurrido desde la ingesta de acido galico o agua fue de 6 h. El
L-NAME es un inhibidor de la enzima endotelial productora de NO (eNOS). La
indometacina es un inhibidor de las ciclooxigenasa, enzima que interviene en la
produccion de prostaciclina. EI método utilizado para medir la presion arterial fue el
que se describe en el Ejemplo 5A. Las condiciones de estabulacién de los animales

fue la que se describe en el disefio experimental 1.

Todos los disefios experimentales utilizados fueron aprobados por el comité ético de la

Universidad Rovira y Virgili (Barcelona, Espafia).

Ejemplo 2: Efecto del acido galico sobre los componentes del Sistema Renina
Angiotensina (SRA) en plasma.

Se determinaron los componentes del SRA, Ang | y Ang Il por cromatografia liquida de
ultra alta presion (UHPLC) del plasma de ratas SHR a las que se les habia
administrado agua (1 mL) o acido galico (6,64 mg/kg de animal) recogido a las 6 h
después de su administracion intragastrica (Disefio experimental 2). Previamente las
muestras de plasma se purificaron por precipitacion. Para ello, a 100 yL de plasma se
le afiadieron 2,5 pL del compuesto [Asn', Val’]-Angiotensina Il (estandar interno, IS)
disuelto en acido acético 0,1 M, y la mezcla se diluyé 4 veces con una disolucion de
agua : acetonitrilo (1:9, v:v). La disolucién resultante se mezclé en un vértex y se dejo
a 4°C durante 10 min. Posteriormente, se centrifugdé a 15000 rpm durante 15 min a 4°C
en centrifuga Mikro 200 R (Hettich GmbH & Co.KG). Se recogié una alicuota del
sobrenadante (200 pL) que se llevo a sequedad usando una corriente de nitrégeno. El
residuo seco se volvié a disolver en 50 uL de una disolucion de agua : acetonitrilo
(1,1:0,9 v:v) con un 0,1% de acido férmico y se transfiri6 a un vial de vidrio. La

concentracion final del IS en la mezcla fue de 25 ug/L.

Los diferentes compuestos del SRA se separaron usando un sistema de UHPLC serie

1290 LC Series (Agilent Technologies) mediante una columna C18 de fase inversa
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Acquity BEH (300 A°,100 x 2,1 mm, 1,7um de Waters Corp.) La separacion se realizé
bajo un gradiente de elucion de 0,1% de acido férmico en agua (fase A) y 0,1% de
féormico en acetonitrilo (fase B) a un flujo de 0,4 mL/min. El gradiente de elucion fue de:
5% B (0-0,2 min), 5-40% B (0,2-2,5 min), 40% B (2,5-4,0 min), 40-98% B (4,0-4,5
min), 98% B (4,5-7,5 min) y 98-5% B (7,5-8,0 min). La columna se equilibré durante 2
min antes de cada separacién. La temperatura de la columna fue de 35°C y el volumen

de inyeccion de 2 L.

Este sistema UHPLC se acopld a un espectrometro de masas Triple Cuadrupolo
Agilent 6490 (Agilent Technologies, CA, USA) equipado con una fuente de ionizacién
Agilent Jet Stream (AJS). La ionizacidn mediante electrospray se realizé en modo
positivo (ESI). Las condiciones ESI fueron: voltaje del capilar, 3 k; voltaje inyector, 500
V; temperatura del gas, 350°C; velocidad del flujo, 12 L/min; presién del nebulizador,
20 psi; temperatura del gas (“sheath”), 350 °C, flujo del gas (“sheath”), 12 L/min,
voltaje de las lentes 110 y 60 V, y voltaje del multiplicador 0 V. Como gas de colision y
de nebulizacion se utilizd nitrégeno. La adquisicion se realizd6 mediante la
monitorizaciéon de multiples reacciones (MRM). Todos los datos obtenidos se
procesaron mediante el software Agilent MassHunter Quantitative Analysis (version
B.06.00).

Para la cuantificacion de Ang | y Ang |l se realizaron curvas de calibracién con Ang |
humana y Ang Il humana (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) disueltos en 0,1 M de acido
acético y agua MilliQ, respectivamente. Se realizaron ocho concentraciones diferentes
en una solucién de agua : acetonitrilo (1,1:0,9, v:v) que contenia 0,1% de acido
férmico. Como se muestra en las Figuras 1a y 1b la ingesta de acido galico produjo
una disminucioén significativa de los niveles plasmaticos de Ang | y Ang Il bloqueando

el sistema RAS, disminuyendo asi el contenido de Ang Il en plasma.

Ejemplo 3: Medida de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA)

La actividad de la ECA en plasma de ratas SHR a las que se les habia administrado
agua (1 mL) o acido galico (6,64 mg/kg de animal) recogido a las 6 h después de su
administracion intragastrica (Disefio experimental 2), se determiné usando el método
fluorimétrico descrito por (Miguel M. y col. "Antihypertensive, ACE-inhibitory and

Vasodilatador Properties of an Egg White Hydrolysate: Effect of a Simulated Intestinal
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Digestion". Food Chem. 2007. 104 (1): 163-168). Brevemente, alicuotas de plasma se
incubaron por triplicado a 37 °C durante 15 min con 40 del tampdn de ensayo que
contiene el sustrato de la ECA (5 mM Hip-His-Leu, 0,1 M tetraborato sédico, 300 mM
NaCl, pH 8,3; Sigma-Aldrich, Barcelona, Espana). Se detuvo la reaccion con adicion
de 0,35 M de NaOH y el volumen resultante se dispuso en placas de poliestireno de 96
pocillos (Thermo Scientific, MERCK). Se determind entonces la concentracion del
producto producido (His-Leu) por fluorescencia Aex= 350 nm y Aem=520 nm a 37°C
después de 30 min de incubacién con 2% O-ftaldialdehido en metanol en un
fluorimetro FLx800 (Bio-Tek-IZASA). Se cuantificé con una curva de calibracién con
diferentes concentraciones de la enzima ECA obtenida de pulmdn de conejo (Sigma-
Aldrich). La actividad de la ECA se expresé como mU ECA/mL de plasma. Como se
muestra en la Figura 2, no se observaron diferencias en la actividad de la enzima

producida por la ingesta de acido galico.

Ejemplo 4: Separacién, identificacion y cuantificacion de Acido Galico y sus
metabolitos en muestras bioldgicas.

Para llevar a cabo este estudio se utilizo se utilizo el plasma y las aortas obtenidas de
ratas SHR a las que se les habia administrado agua (1 mL) o acido galico (6,64 mg/kg
de animal) recogido a las 6 h después de su administracion intragastrica (Disefio
experimental 2). Para el analisis se utilizd un equipo de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) acoplado en tandem con un equipo de espectrometria de masas (MS)
de triple quadrupolo (MS/MS) que permitié la cuantificacion del acido galico y sus

derivados metabdlicos.

Purificacion y concentracion de los analitos en las muestras bioldgicas.

Previo al analisis cromatografico de los flavanoles y sus metabolitos en tejidos de rata,
las muestras de plasma y aorta se trataron por extracciéon liquido-sélido (LSE) en
tandem y extraccion en micro-fase solida (uSPE). Brevemente, el procedimiento LSE
implicé la adicién de 50 pL de acido ascoérbico 1% y 100 pL de &cido fosforico 4% a 60
mg de tejido seco liofilizado. Todas las muestras de tejido se extrajeron 4 veces con
400 uL de una solucion de agua / metanol / acido fosforico 4% (94,4 /1 4,5/ 1,5 viviv),
sometiendo posteriormente la muestra a ultrasonidos durante 30 s con un bafio de
agua con hielo y a continuacién centrifugando durante 15 min a 17150 x g a 4 °C. Los
sobrenadantes obtenidos a partir de los tejidos LSE se limpiaron por ySPE utilizando

Placas OASIS HLB p-elucion de 30 micras (Waters Corporation). Los micro-cartuchos
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se acondicionaron secuencialmente con 250 pL de metanol y 250 yL de acido acético
0,2%. Se afadieron 300 pL de acido fosférico 4% y 50 pyL de una solucion de 1000
g/mL IS a 350 uL de la extracto de tejido, y se cargd la mezcla en la placa. Las placas
cargadas se lavaron con 200 yL de agua Milli-Q y 200 pL de acido acético 0,2%. El
acido galico retenido y sus metabolitos se eluyeron a continuacion con 100 yL de una
solucion de acetona / agua Milli-Q / acido acético (70 / 29,5/ 0,5, v/v/v). La solucién
eluida se inyectd directamente en el sistema HPLC-MS/MS. El volumen de muestra

inyectado fue de 2,5 L.

Cuantificaciéon de los compuestos por HPLC-MS/MS

El analisis cromatografico por HPLC-MS/MS, se realizé usando un HPLC de la Serie
1200 LC acoplado a un MS/MS 6410 (Agilent Technologies). Las separaciones
cromatograficas se realizaron con una columna Zorbax SB-AQ (150 mm x 2,1 mm DI,
3,5 micras de tamano de particula, Agilent Technologies). La fase mévil consistio en
acido acético 0,2% (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) a una velocidad de flujo
de 0,4 mL/min. El gradiente de elucion consistio en: 5-55% de B de 0 a 10 min; 55-
80% de B de 10 a 12 min; 80% B isocratico de 12 a 15 min; y 80-5% de 15 a 16 min.
Se aplicd un tiempo de estabilizacion (“post-run”) de 10 min. Las condiciones de
ionizacion por electrospray (ESI) fueron: temperatura del gas de secado de 350 °C y
un caudal de 12 L/min, 45 psi de presién de gas nebulizador y 4000 V de tension
capilar. EI MS/MS oper6 en el modo negativo, y la adquisicion de los datos del acido
galico y sus metabolitos se realiz6 en modo MRM utilizando el software MassHunter
(Agilent Technologies). La cuantificacion de los diferentes compuestos se realizé a

partir de rectas de calibrado de los analitos incluidos en plasma.

Tal como se muestra en las Figuras 3a y 3b, resulté que en la aorta el contenido de
metabolitos encontrado fue mucho mayor que en el plasma. Sin embargo, la
distribucion de los mismos en las dos muestras bioldgicas fue diferente; en plasma
prevalecieron los metabolitos del intestino delgado (73 frente al 23%) mientras que en
células de la aorta los del intestino grueso (88 frente al 12%). Los metabolitos

encontrados se muestran en la siguiente tabla I.
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Tabla |
Plasma Aorta

Compuesto MM SEM nmol/g SEM
Acido galico 0,04 0,02 0,53 0,01
Acido 3-O-metil galico 0,09 0,03 0,05 0,00
Glucuronido de acido galico 0,00 0,00 0,00 0,00
Metilsulfato de acido galico 0,07 0,02 0,00 0,00
Acido dimetilgalico 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido trimetilgalico 0,00 0,00 0,00 0,00
Catecol 0,01 0,00 1,80 0,12
Metilpirogallol 0,01 0,00 0,00 0,00
Acido 3- hidroxibenzoico 0,03 0,01 1,90 0,06
Acido 4-hidroxibenzoico 0,00 0,00 0,32 0,06
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 0,01 0,00 0,20 0,04
TOTAL 0,25 4,79

Ejemplo 5: Efecto del acido galico en las enfermedades cardiovasculares

5.A. Efecto en la hipertension: Medida de la actividad antihipertensiva del acido galico

en ratas espontaneamente hipertensas

La medida de la presioén arterial de las ratas SHR (Disefio experimental 1) se llevo a
cabo con una modificacion de la técnica del manguito en la cola (“tail-cuff’),
originalmente descrita por Buiiag (Buiag RD. “Validation in Awake Rats of a Tail-Cuff
Method for Measuring Systolic Pressure”. 1973. J. Appl. Phys. 34 (2): 279-82).
Habitualmente, esta técnica permite obtener unicamente medidas de la PAS; no
obstante, el equipo utilizado en este estudio (modelo Le50001 Letica) permite
diferenciar la PAS y la PAD de los animales. Antes de colocar el manguito en la cola
de las ratas se las exponia a una temperatura proxima a los 37°C para facilitar la
dilatacion de la arteria caudal. Para asegurar la fiabilidad de la medida, los animales

se acostumbraban al procedimiento 2 semanas antes de llevar a cabo el ensayo.

La administracién del acido galico a ensayar se realizé por sonda intragastrica en un
margen de tiempo comprendido entre las 9 h y las 10 h de la mafana. Las ratas SHR
utilizadas para el estudio tenian en ese momento valores de PAS y de PAD

comprendidos respectivamente entre 210 y 220 mm Hg, y entre 180 y 190 mm Hg,
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respectivamente. Se tomaron medidas de ambas en los animales cada 2 horas hasta
las 48 horas post-administracion. Se probaron 3 concentraciones diferentes de acido

galico 3,5, 6,64 y 14 mg/kg de peso corporal del animal.

Como control negativo para establecer la variacion circadiana de la PAS y de la PAD
se utilizaron ratas a las que se les administraba por sonda intragastrica 1 mL de agua.
Como control positivo se utilizaron ratas a las que se les administré por sonda
intragastrica 50 mg /kg de Captopril, un farmaco IECA prototipo. Esta dosis de

Captopril se administraba a cada rata en un volumen de 1 mL.

Se agruparon los resultados obtenidos y se obtuvo la media + el error estandar de la
media (ESM) para un minimo de 6 ensayos homogéneos. Los datos de los tres grupos
de animales se compararon en un analisis de la varianza de 2 vias (ANOVA)
utilizando el test de Tukey en cada tiempo de post-administracion con el programa
estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics software version 20,0) y se consideré

significativa la diferencia para valores de p<0,05.

Como se muestra en las Figuras 4a y 4b, la disminucién de la PAS y de la PAD fueron
maximas a las seis horas después de la administracion de Captopril. Por el contrario,
la administracion del acido galico en una concentracion de 3,5 mg/kg no produjo una
disminucion significativa de la PAS y PAD, a excepcion de las 6 h, observandose el
mismo efecto que el producido tras la ingesta de 1 mL de agua, donde permanecieron
estables en los tiempos post-administracién evaluados. Sin embargo, tras la
administracion de 6,64 o 14 mg/kg de acido galico se produjo, en ambos casos,
bajada de la PAS a partir de las 2 h de su administraciéon siendo maximas a las 6 h
para las dos concentraciones ensayadas, observandose valores de PAS similares a
los obtenidos con el captopril (sobre 40 mmHg). El efecto antihipertensivo de la dosis
de 6,64 mg/kg permanecié hasta las 24 h después de su administracién al igual que el
captopril. También se observaron bajadas de la PAD similares a las producidas por el
captopril cuando se administré 14 y 6,64 mg/kg de acido galico, siendo maximas a las
4 6 6 h, respectivamente, aunque se observaron menores valores de PAD tras la
ingesta de 6,64 mg/kg de acido galico. Los valores de la PAS y de la PAD observados
48 horas después de las distintas administraciones eran semejantes a los que tenian

los animales antes de las mismas.
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5.B. Descarte del efecto hipotensor del acido galico en ratas normotensas

Con el fin de descartar el posible efecto hipotensor del acido galico en ratas
normotensas, se registro la PAS y PAD de ratas WKY (Disefio experimental 1), control
normotenso de las SHR, a las que se le habia administrado 6,64 mg/kg (n=6) La
administracion del acido galico se realizé por via intragastrica, disuelto en 1 mL de
agua. El método utilizado para medir la presion arterial de los animales y las
condiciones de estabulacion de las ratas fueron las mismas que las utilizadas en el
Ejemplo 2. Los valores de PAS y de PAD de las ratas WKY al inicio del estudio
estuvieron comprendidos entre 124 y 135 mm Hg, y entre 95 y 100 mm Hg,

respectivamente.

Tal como se muestra en las Figuras 4c y 4d, el hidrolizado no modifico ni la PAS ni la
PAD de los animales tratados. Estos resultados permiten descartar posibles efectos
indeseables del compuesto ensayado sobre la presién arterial de sujetos

normotensos.

Ejemplo 6: Efecto del acido galico sobre la funcion endotelial

6.A. Efecto del acido galico mediado por el vasodilatador endotelial NO

Para evaluar el efecto del acido galico sobre la funcién endotelial se utilizé el modelo
animal de ratas SHR, en donde como ya se ha indicado existe disfuncion endotelial
(Bernatova | y col. “Endothelial Dysfunction in Spontaneously Hypertensive Rats:
Focus on Methodological Aspects”, 2009. J. Hypertens. Suppl. 27 (6), S27-31). En
primer lugar se evalud si el efecto del acido galico estaba mediado por el NO y para
ello se administré a los animales L-NAME. El disefio experimental del este estudio in

vivo corresponde con el disefio experimental 3.

Como se muestra en las Figuras 5a y 5b, cuando se inhibe la enzima eNOS el acido
galico no produce bajada de PAS y PAD, por lo que su efecto se reprime
completamente. El efecto del acido galico esta mediado por el vasodilatador endotelial

NO porque si se inhibe a su enzima productora (la eNOS) desparece su efecto

6.B. Efecto del acido galico mediado parcialmente por el vasodilatador endotelial PC

De forma similar al Ejemplo anterior se realizé otro experimento in vivo en el que se
administré a los animales SHR indometacina. La indometacina es un inhibidor de las

ciclooxigenasas, enzimas responsables de la produccion de prostaciclina, que es un
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vasodilatador especifico de endotelio. El disefio del estudio corresponde al disefio

experimental 3.

Las Figuras 6a y 6b muestran que al administrar este inhibidor revierte parcialmente la
bajada de PAS y PAD producida por el acido galico. Resulta que el efecto del acido
galico estda mediado parcialmente por el vasodilatador endotelial PC porque si se

inhibe a su enzima productora, la ciclooxigenasa, desparece parcialmente su efecto.

Por otro lado, la Figura 7 muestra cémo la administracion de acido galico produce una
disminucion plasmatica del vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1). Se observa un
significativo menor contenido de ET-1 en el plasma de las ratas tratadas con acido
galico que en el de agua. La concentracion de ET-1 en plasma se realizé utilizando el
kit endotelin one Elisa (Enzo Life Science). El plasma utilizado fue el obtenido de ratas

SHR segun el disefio experimental 2.
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REIVINDICACIONES

Uso del acido galico o sales del mismo farmacéuticamente aceptables en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia por
hiperactivacion del sistema Renina Angiotensina Aldosterona, SRAA, en un sujeto.
Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha patologia esta
seleccionada entre wuna enfermedad cardiovascular, una enfermedad
cerebrovascular, una enfermedad renal y diabetes.

Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado por que dicha diabetes es diabetes
tipo 2.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que
dicho sujeto es humano.

Composicién farmacéutica que comprende 4acido galico y excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Suplemento alimenticio que comprende acido galico y aditivos alimentarios.
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Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

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

Base de la Opinién.-

1-6

1-6

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

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

N° de solicitud: 201531587

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Kang, N. et al., Environ. Toxicol. Pharmacol., (2015 Mar), 39(2): 764-72. 16-02-2015
D02 Patel, S.S. et al., Pharmacognosy Res., (2011), 3(4): 239-45. 2011
D03 Patel, S.S. et al., Exp. Clin. Cardiol., (2011), 16(3): 87-91. 2011
D04 Habauzit, V. et al., Ther. Adv. Chronic Dis., (2012), 3(2): 87-106. 2012
D05 Honsho, S. et al., Biol. Pharm. Bull., (2005), 28(7): 1208-10. 2005

En D01 se describe el efecto terapéutico del acido galico (AG) en el tratamiento de la enfermedad cardiovascular.

En D02 se describe el efecto cardioprotector del AG en la miocardiopatia diabética.

En D03-D04 se describen los efectos terapéuticos de los compuestos polifenélicos de origen natural sobre las
miocardiopatias y la diabetes.

En DO5 se describe el efecto terapéutico de una composiciéon de vinagre de vino tinto y zumo de uva que inhibe el
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA).

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

Se considera que los documentos D01y D02 constituyen el estado de la técnica mas préximo al objeto definido en las
reivindicaciones de la solicitud. Estos documentos afectan a la patentabilidad de dicho objeto en la manera que se
expone a continuacién:

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1. El objeto de la reivindicacién 1y el de las reivindicaciones dependientes 2-6 comprenden caracteristicas técnicas que
no cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva con relacion a los documentos D01-D02 del estado de la
técnica.

En DO1 se analiza las propiedades terapéuticas del acido géalico (AG) derivadas de su capacidad vasorelajadora y
antihipertensiva, y su uso en el tratamiento de la enfermedad cardiovascular. EI AG ejerce su efecto vasorelajador
induciendo la produccion de o6xido nitrico en las células endoteliales (HUVEC), y su efecto antihipertensivo
controlando el mecanismo de regulacion de la presion sanguinea del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA)
(cf. DO1: Resultados, Figuras 3y 5; Discusion).

En D02 se describe el efecto cardioprotector del AG en patologias como la disfuncién miocardica asociada a la
diabetes tipo-1. Tal efecto cardioprotector puede deberse a las propiedades antioxidantes del AG (cf. D02: Resultados;
Discusion).

Por consiguiente, en el estado de la técnica se ha divulgado un uso del AG idéntico al definido en las reivindicaciones
1-6 de la solicitud. Ademas, el uso reivindicado en la solicitud se deduce de una manera obvia del estado de la técnica
pertinente (cf. D01-D02).

Por todo ello, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-6 no es nuevo ni tiene actividad inventiva (Art. 4.1.,
Art. 6.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
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