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Formulaciones intramamarias para mastitis.

La presente invencion se relaciona con un extracto de
uva blanca rico en polifenoles, un procedimiento para
la obtencidn de dicho extracto. El extracto presenta
actividad en el tratamiento y/o prevencion de la
mastitis y por lo tanto la invencidon se relaciona
ademés con una composicion farmacéutica para
administracion intramamaria que comprende dicho
extracto y con su uso en el tratamiento y/o la
prevencién de mastitis en un mamifero no humano.
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DESCRIPCION
FORMULACIONES INTRAMAMARIAS PARA MASTITIS
Campo de la invencién

La presente invencion se encuadra dentro del campo del tratamiento y/o prevencion de la

mastitis en mamiferos no humanos.

Antecedentes de la invencion

La mastitis, especialmente en el ganado bovino, es una de las enfermedades de mayor
prevalencia en la industria ganadera europea, afectando al 40% de las vacas en granjas que
carecen de programas de control de la mastitis. Ademas, representa una carga economica
superior a los 185€ por vaca al afio (1.500 millones de euros al afio en la UE). La mastitis es
asi la enfermedad mas importante que afecta al ganado lechero, no solo en términos de salud
animal por su alta prevalencia, sino también por las consecuencias econdémicas asociadas
[(Kromker V, Leimbach S. 2017. Mastitis treatment-Reduction in antibiotic usage in dairy cows.
Reprod Domest Anim 52 Suppl 3: 21-29); y (Nalon E, Stevenson P. 2019. Protection of Dairy
Cattle in the EU: State of Play and Directions for Policymaking from a Legal and Animal

Advocacy Perspective. Animals, Basel, 9)].

La mastitis se caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria y los tejidos de la ubre a
causa de un traumatismo, una irritacién quimica o, mas comunmente, de una infeccién por
agentes patogenos [(Ruegg PL. 2017. A 100-Year Review: Mastitis detection, management,
and prevention. J Dairy Sci 100: 10381-97); y (Gomes F, Henriques M. 2016. Control of Bovine
Mastitis: Old and Recent Therapeutic Approaches. Curr Microbiol 72: 377-82)]. Atendiendo a
los sintomas, la mastitis se puede clasificar en clinica o subclinica. La mastitis subclinica
conlleva un aumento en el recuento de células somaticas (RCS), pero sin modificaciones
significativas en las caracteristicas de la leche. Este tipo de mastitis no representa un riesgo
fatal para las vacas; es menos grave, pero mas frecuente. Provoca una reduccion en la
produccion y la calidad de la leche, por lo que conlleva grandes pérdidas econémicas. Por
otra parte, la mastitis clinica se caracteriza por signos locales de inflamacién en la ubre
afectada y anomalias visibles en la leche siendo, en algunos casos, potencialmente mortal
para los animales [(Kromker V, Leimbach S. 2017. Mastitis treatment-Reduction in antibiotic
usage in dairy cows. Reprod Domest Anim 52 Suppl 3: 21-29); y (Tezera M, Aman Ali E. 2021.
Prevalence and associated risk factors of Bovine mastitis in dairy cows in and around Assosa
town, Benishangul-Gumuz Regional State, Western Ethiopia. Vet Med Sci 7: 1280-86)].
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Entre los microorganismos que causan la mastitis se encuentran hongos, virus, algas y
bacterias; siendo estas ultimas las mas comunes y reportandose mas de 140 especies
diferentes. Segun el microorganismo causal o el modo de transmisiéon, también se puede
clasificar la patologia en contagiosa o ambiental. La mastitis contagiosa es causada
principalmente por Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae) y Mycoplasma spp. Se transmite entre animales o entre cuartos infectados de un
mismo animal durante el ordefo a través de pezoneras contaminadas, manos del ordefiador,
toallas de papel o pafio usadas para lavar o secar mas de una vaca, e inclusive insectos como
las moscas. La mastitis ambiental, por otra parte, esta asociada con diferentes patégenos del
habitat de: las heces, el suelo, el agua contaminada o el equipo de ordefio. Los mas frecuentes
son Streptococcus uberis (S. uberis), Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae),

Escherichia coli (E. coli) y Klebsiella spp.

Los farmacos antimicrobianos han sido indispensables en la prevencién y el tratamiento de
enfermedades infecciosas en el ultimo siglo. Sin embargo, su uso indiscriminado ha
conllevado una disminucion en su eficacia y un aumento en la aparicion de cepas bacterianas
resistentes, convirtiéndose en un problema de salud mundial. Numerosas entidades
internacionales, como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), han identificado la
resistencia a los antimicrobianos (RAM) como la amenaza sanitaria mas importante del siglo
XXI, responsable en la actualidad de 700.000 muertes al afo [(Ferri M, Ranucci E, Romagnoli
P, Giaccone V. 2017. Antimicrobial resistance: A global emerging threat to public health
systems. Crit Rev Food Sci Nutr 57: 2857-76); y (Xiong W, Sun'Y, Zeng Z. 2018. Antimicrobial
use and antimicrobial resistance in food animals. Environ Sci Pollut Res Int 25: 18377-84)]. En
consonancia con el plan “One Health” de la Union Europea [EU. 2017. A European One Health
Action Plan against Antimicrobial Resistance (AMR)], es necesario desarrollar estrategias para
reducir el uso de los antimicrobianos actuales y encontrar nuevas terapias alternativas,
especialmente en veterinaria, donde se estima que el consumo de antibidticos es el doble que
en humanos (Van Boeckel TP, Brower C, Gilbert M, Grenfell BT, Levin SA, et al. 2015. Global
trends in antimicrobial use in food animals. Proc Natl Acad Sci U S A 112: 5649-54).

Las infecciones bacterianas estan detras de la mayoria de las mastitis bovinas, por lo que los
antibioticos han sido los protagonistas de sus terapias desde la industrializacién de la leche.
Son administrados por dos vias: intramamaria local y/o parenteral sistémica. La administracion
intramamaria presenta ventajas como alcanzar concentraciones locales elevadas del farmaco
con una absorcion sistémica minima, permitiendo reducir los efectos secundarios [(Roberson
JR. 2012. Treatment of clinical mastitis. Vet Clin North Am Food Anim Pract 28: 271-88); y
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(Gehring R, Smith GWJJovp, therapeutics. 2006. An overview of factors affecting the

disposition of intramammary preparations used to treat bovine mastitis. 29 4: 237-41)].

En Espafa existen actualmente 106 formulaciones destinadas a la terapia de la mastitis en
animales lecheros, de las cuales 56 incluyen antibiéticos. Las formulaciones antibiéticas son
soluciones, suspensiones o emulsiones para administracion intramamaria, intramuscular,
intravenosa o subcutanea que incluyen: amoxicilina, bencilpenicilina, cefalexina, cefquinona,

enrofloxacino, eritromicina, marbofloxacino, oxitetraciclina o penetamato.

Se estima que el 80% de los antibiéticos utilizados en animales lecheros estan destinados al
control y tratamiento de la mastitis en todo el mundo (Ashraf A, Imran M. 2020. Causes, types,
etiological agents, prevalence, diagnosis, treatment, prevention, effects on human health and

future aspects of bovine mastitis. Anim Health Res Rev 21: 36-49).

No obstante, el uso de antibiéticos no es del todo satisfactorio ya que los antibioticos pueden
pasar a la leche obtenida, lo cual no es deseable, y los antibidticos pueden requerir un
tratamiento a largo plazo, siendo costoso en términos de pérdida de produccién de leche,
precio del antibidtico, y posibilidad de generacion de cepas resistentes. Este escenario hace
necesaria la busqueda de alternativas no antibiéticas para la prevencién y el tratamiento de la

mastitis.

Por este motivo, el desarrollo de productos antimicrobianos con principios activos de origen
natural para la prevencion y/o el tratamiento de esta patologia, se presenta como un enfoque
de gran interés. Concretamente, el orujo o bagazo de uva, el prensado de uvas que
comprende principalmente la piel, pulpa residual, semillas y tallos, es una fuente importante
de fitoquimicos naturales (W0O2014013122A1). Estos fitoquimicos son metabolitos
secundarios que juegan un papel en los mecanismos de defensa de las plantas, entre los que
se incluyen los polifenoles. Los polifenoles tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y antimicrobianas, resultando utiles en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica.
Ademas, el cultivo de uva es uno de los mas abundantes en el mundo, generando gran

cantidad de residuos que deben ser tratados, eliminados o reutilizados.

Terapias basadas en extractos naturales derivados del orujo de uva permitiran reducir el uso
de los agentes antimicrobianos habituales abordando la problematica de las RAM, mejorar la

salud y el bienestar animal y favorecer la economia circular.

La pomada intramamaria “KATA MAST®", de “Laboratorios Ovejero S.A.”, es la Unica
formulacién disponible en Espafa que comprende extractos naturales como principios activos,

en concreto, extractos de Avena sativa, Calendula officinales, Echinacea purpurea, Hypericum
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perforatum, Phytolacca americana y Solidago vigaurea. Sin embargo, se trata de un producto

homeopatico sin indicaciones terapéuticas aprobadas.

En los demas paises de Europa, solo existen 3 composiciones en el mercado (Eslovaquia,
Italia y Bulgaria) con principios activos diferentes de antibiéticos y/o subnitrato de bismuto.
Estos también, son productos homeopaticos. Como principios activos comprenden Thymus
vulgaris, Atropa belladona o Phytolacca decandra. Ninguno de ellos contiene ningun extracto

de orujo de uva entre sus principios activos.

Los documentos GR20190100213A, EP3158868A y AU2015202530A1 describen
formulaciones topicas para prevencion mamaria, que comprenden aceites vegetales vy

subnitrato de bismuto como principios activos.

Por tanto, existe en el mercado una necesidad de formulaciones para el tratamiento de la
mastitis que no sean a base de antibioticos, sino a base de extractos naturales de fuentes
abundantes y sostenibles como las de origen vitivinicola, que puedan ser administradas por

via intramamairria.

Breve descripcion de la invencién

Los inventores de la presente invencién han descubierto de manera sorprendente que los
extractos de orujo de uva blanca exhiben actividad contra la mastitis. Los inventores han
desarrollado asi formulaciones intramamarias que comprenden extractos de uva blanca. Estas
formulaciones constituyen una alternativa a los tratamientos antimicrobianos habituales
utilizados en la prevencion y/o el tratamiento de la mastitis en animales. Hasta la fecha, no
existian formulaciones intramamarias para la prevencion y/o tratamiento de la mastitis en

animales basadas en extractos de orujo de uva blanca con actividad antimicrobiana.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion se dirige a un extracto de uva blanca,
caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-trihidrobenzoico, acido caftarico,
procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1, catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-3-glucurénido, quercetina-3-rutindsido,

quercetina-3-glucosido, kaempferol y quercetina.

Un segundo aspecto de la presente invencidn se dirige a un procedimiento para la obtencion

de un extracto de uva blanca caracterizado porque comprende las etapas de:

a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un

dispersante;
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b) Someter la mezcla a una eluciéon con un disolvente que comprende propilenglicol y/o

acetona;
c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y
d) Opcionalmente, eliminar el disolvente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se dirige a un extracto de uva blanca caracterizado

porque es un extracto obtenible segun el procedimiento de la invencion.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se dirige a una composicién farmacéutica
caracterizada porque es una composicion para administracion intramamaria que comprende,

como principio activo, el extracto de uva blanca de la invencion.

Un quinto aspecto de la presente invencion se dirige a una jeringa intramamaria que

comprende la composicidon farmacéutica de la invencion.

Un sexto aspecto de la presente invencién se dirige a una composicion farmacéutica para su
uso en el tratamiento y/o la prevencion de mastitis en un mamifero no humano, caracterizada
porque es una composicién para administracién intramamaria que comprende, como principio

activo, el extracto de uva blanca de la invencion.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se dirige al extracto de la invencion, o al extracto
obtenible segun el procedimiento de la invencion, para su uso en el tratamiento y/o la

prevencion de mastitis en un mamifero no humano.

Breve descripcion de la figura

Figura 1. Comportamiento reoldgico de las formulaciones de la invencion comparado con
formulaciones comerciales. Eje abscisas: Fuerza de cizalla (s™). Eje ordenadas: Viscosidad
(Pa.s). En la grafica: los datos “1” se corresponden a la formulacién comercial 1 (llovet-clox®);
los datos “2” se corresponden a la formulacion comercial 2 (Mammicurine 800®); los datos “3”
se corresponden a una formulacion de la invencion sin esterilizar y los datos “4” se

corresponden a la formulacién de la invencién estéril formulada en aséptico.

Descripcion detallada de la invenciéon

Extracto de uva blanca

Los extractos de orujo de uva blanca son ricos en polifenoles, presentando propiedades
antimicrobianas y antioxidantes que pueden utilizarse en la prevencion y el tratamiento de

mastitis. El principio activo de la invencion es por tanto un extracto de uva blanca.
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Asi, un primer aspecto de la presente invencién se dirige a un extracto de uva blanca,
caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-trihidrobenzoico, acido caftarico,
procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1, catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-3-glucurénido, quercetina-3-rutindsido,

quercetina-3-glucosido, kaempferol y quercetina.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca es un extracto de orujo de uva blanca.
El orujo de uva, o bagazo de uva, es el principal subproducto de la vinificacién: el prensado
de uvas que comprende principalmente la piel, pulpa residual, semillas y tallos. El extracto
empleado en la presente invencion se obtiene sometiendo el orujo (y opcionalmente orujos

agotados) a un procedimiento de extraccion, que es el procedimiento de la invencion.

En una realizacion particular, la uva blanca se selecciona del grupo que consiste en albarifio,
albillo, arinto, chardonnay, chenin blanc, garnacha blanca, gewlrztraminer, godello o gouveio,
loureira, macabeo (o viura), malvasia, moscatel, muller-thurgau, riesling, roussanne,
palomino, parellada, pedro ximénez, pinot blanc, sauvignon blanc, silvaner, semillon, tocai,
trebbiano, treixadura, verdejo, viognier, xarel-lo, 0 mezclas. En una realizacion preferida, la
uva se selecciona del grupo que consiste en albarifio, arinto, godello o gouveio, loureira,

treixadura, o mezclas. En una realizacién aun mas preferida, la uva es albarifio.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende un indice de polifenoles
totales de entre 1000 y 45000 miligramos equivalentes de acido galico por litro de extracto
(mgGAEI/L).

En otra realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende un indice de polifenoles
totales de entre 1000 y 9000 miligramos equivalentes de acido galico por litro de extracto
(mgGAE/L). Preferiblemente, dicho extracto es un extracto obtenible empleando propilenglicol

0 una mezcla de propilenglicol:agua como disolvente.

En otra realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende un indice de polifenoles
totales de entre 7000 y 45000 miligramos equivalentes de acido galico por litro de extracto
(mgGAE/L). Preferiblemente, dicho extracto es un extracto obtenible empleando acetona
como disolvente. En una realizacidon mas preferida, el extracto de uva blanca es un extracto
volatilizado, obtenible empleando acetona como disolvente, y comprende un indice de
polifenoles totales de entre 10000 y 45000 miligramos equivalentes de acido galico por litro
de extracto (mgGAE/L). En otra realizacion igualmente preferida, el extracto de uva blanca es
un extracto no volatilizado, obtenible empleando acetona como disolvente, y comprende un
indice de polifenoles totales de entre 7000 y 15000 miligramos equivalentes de acido galico

por litro de extracto (mgGAEI/L).
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En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende al menos una de las

siguientes:

una concentracion de acido galico de entre 8 y 40 mg/L de extracto;

- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 30 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 0,5y 7,0 mg/L de extracto;

- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 50 y 150 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 65 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 5,0 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 120 mg/L de extracto;

- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto; y/o

- una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
galico de entre 10 y 40 mg/L de extracto, preferiblemente entre 11 y 39 mg/L de extracto. En
una realizacién preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido galico igual o superior a 11, mas preferiblemente igual o superior a 15
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de acido galico igual o inferior a 35, mas

preferiblemente igual o inferior a 30 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto, preferiblemente entre 10 y 20 mg/L de extracto.
En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido galico igual o superior a 11, mas preferiblemente igual o superior a 13
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de acido galico igual o inferior a 19, mas

preferiblemente igual o inferior a 17 mg/L de extracto.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 5 mg/L de extracto, preferiblemente entre 1 y 3 mg/L de
extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico igual o superior a 1,5, mas preferiblemente igual

o superior a 2 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida, compatible con las anteriores,
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el extracto de uva blanca comprende una concentracién de acido 2-4-6-trihidrobenzoico igual

o inferior a 4, mas preferiblemente igual o inferior a 3 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto, preferiblemente entre 2 y 30
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico igual o superior a 3, mas
preferiblemente igual o superior a 4 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida, compatible
con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido 2-4-6-

trihidrobenzoico igual o inferior a 10, mas preferiblemente igual o inferior a 8 mg/L de extracto.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido
caftarico de entre 4 y 7 mg/L de extracto, preferiblemente entre 5y 7 mg/L de extracto. En una
realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una concentracion
de acido caftarico igual o superior a 5,2, mas preferiblemente igual o superior a 5,5 mg/L de
extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de acido caftarico igual o inferior a 6,5, mas preferiblemente

igual o inferior a 6 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,10 y 3,50 mg/L
de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende
una concentracion de acido caftarico igual o superior a 0,20, mas preferiblemente igual o
superior a 0,40 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores,
el extracto de uva blanca comprende una concentracion de acido caftarico igual o inferior a

3,00, mas preferiblemente igual o inferior a 2,00 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto, preferiblemente entre 65 y 125
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 igual o superior a 70, mas
preferiblemente igual o superior a 75 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 igual o inferior a 120, mas preferiblemente igual o inferior a 100 mg/L

de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto, preferiblemente entre 100 y 270

mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
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comprende una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 igual o superior a 105, mas
preferiblemente igual o superior a 110 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
procianidinas B1+B2+C1 igual o inferior a 230, mas preferiblemente igual o inferior a 200 mg/L

de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto, preferiblemente entre 53 y 69 mg/L de extracto.
En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de catequina igual o superior a 54, mas preferiblemente igual o superior a 55
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de catequina igual o inferior a 65, mas

preferiblemente igual o inferior a 60 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto, preferiblemente entre 50 y 125 mg/L de extracto.
En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de catequina igual o superior a 55, mas preferiblemente igual o superior a 60
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de catequina igual o inferior a 120, mas

preferiblemente igual o inferior a 115 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epigalocatequina de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,1 y
2,6 mg/L de extracto. En una realizaciéon preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de galato de epigalocatequina igual o superior a 0,5, mas
preferiblemente igual o superior a 1,0 mg/L de extracto. En otra realizacién preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epigalocatequina igual o inferior a 2,5, mas preferiblemente igual o inferior a 2,0

mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epigalocatequina de entre 0,05 y 1,20 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,05
y 1,00 mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de galato de epigalocatequina igual o superior a 0,10, mas
preferiblemente igual o superior a 0,20 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epigalocatequina igual o inferior a 0,70, mas preferiblemente igual o inferior a 0,50

mg/L de extracto.
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En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto, preferiblemente entre 55 y 68 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de epicatequina igual o superior a 57, mas preferiblemente igual o superior a
63 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto
de uva blanca comprende una concentracion de epicatequina igual o inferior a 65, mas

preferiblemente igual o inferior a 63 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto, preferiblemente entre 10 y 140 mg/L de
extracto. En una realizacién preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de epicatequina igual o superior a 30, mas preferiblemente igual o superior a
60 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto
de uva blanca comprende una concentracion de epicatequina igual o inferior a 130, mas

preferiblemente igual o inferior a 125 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epicatequina de entre 3 y 20 mg/L de extracto, preferiblemente entre 5y 20 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de galato de epicatequina igual o superior a 6, mas preferiblemente igual o
superior a 7 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el
extracto de uva blanca comprende una concentracion de galato de epicatequina igual o inferior

a 17, mas preferiblemente igual o inferior a 12 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto, preferiblemente entre 5y 45 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de galato de epicatequina igual o superior a 10, mas preferiblemente igual o
superior a 13 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el
extracto de uva blanca comprende una concentracion de galato de epicatequina igual o inferior

a 40, mas preferiblemente igual o inferior a 35 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto, preferiblemente entre 15y 20
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de quercetina-3-glucurénido igual o superior a 15, mas
preferiblemente igual o superior a 16 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,

compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
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quercetina-3-glucurénido igual o inferior a 19, mas preferiblemente igual o inferior a 18 mg/L

de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto, preferiblemente entre 28 y 60
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de quercetina-3-glucurénido igual o superior a 30, mas
preferiblemente igual o superior a 32 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucurénido igual o inferior a 55, mas preferiblemente igual o inferior a 45 mg/L

de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-rutinésido de entre 0,2 y 1,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,3 y 0,8
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de quercetina-3-rutindsido igual o superior a 0,4 mg/L de
extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca
comprende una concentracion de quercetina-3-rutinésido igual o inferior a 0,7 mg/L de

extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto, preferiblemente entre 2 y 5 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de quercetina-3-rutindsido igual o superior a 3 mg/L de extracto. En otra
realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una

concentracion de quercetina-3-rutinésido igual o inferior a 4 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto, preferiblemente entre 11 'y 21 mg/L
de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende
una concentracion de quercetina-3-glucésido igual o superior a 11, mas preferiblemente igual
o superior a 15 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores,
el extracto de uva blanca comprende una concentracion de quercetina-3-glucosido igual o

inferior a 21, mas preferiblemente igual o inferior a 19 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucosido de entre 25 y 130 mg/L de extracto, preferiblemente entre 30 y 120
mg/L de extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca

comprende una concentracidon de quercetina-3-glucésido igual o superior a 35, mas
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preferiblemente igual o superior a 40 mg/L de extracto. En otra realizacion preferida,
compatible con las anteriores, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina-3-glucdsido igual o inferior a 100, mas preferiblemente igual o inferior a 60 mg/L

de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
kaempferol de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,2 y 2,5 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de kaempferol igual o superior a 0,2, mas preferiblemente igual o superior a 0,5
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de kaempferol igual o inferior a 2,1, mas

preferiblemente igual o inferior a 1,5 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,2 y 2,0 mg/L de
extracto. En una realizacion preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de kaempferol igual o superior a 0,3, mas preferiblemente igual o superior a 0,5
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de kaempferol igual o inferior a 1,5, mas

preferiblemente igual o inferior a 1,0 mg/L de extracto.

En una realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina de entre 1,0 y 5,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 1,5 y 4,5 mg/L de
extracto. En una realizacioén preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de quercetina igual o superior a 1,5, mas preferiblemente igual o superior a 2,0
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentraciéon de quercetina igual o inferior a 4,5, mas
preferiblemente igual o inferior a 4,0 mg/L de extracto, aun mas preferiblemente igual o inferior

a 3,5 mg/L de extracto.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende una concentracion de
quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto, preferiblemente entre 0,3 y 15,0 mg/L de
extracto. En una realizacién preferida de la anterior, el extracto de uva blanca comprende una
concentracion de quercetina igual o superior a 0,4, mas preferiblemente igual o superior a 0,5
mg/L de extracto. En otra realizacion preferida, compatible con las anteriores, el extracto de
uva blanca comprende una concentracion de quercetina igual o inferior a 12, mas
preferiblemente igual o inferior a 5 mg/L de extracto, aun mas preferiblemente igual o inferior

a 2 mg/L de extracto.
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En una realizacion particular, el extracto de uva blanca comprende al menos una de las

siguientes:

una concentracion de acido galico de entre 10 y 40 mg/L de extracto;

una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 5 mg/L de extracto;
una concentracion de acido caftarico de entre 4 y 7 mg/L de extracto;

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;

una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto;
una concentracion de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;

una concentracion de galato de epicatequina de entre 3 y 20 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 1,0 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 3 mg/L de extracto; y/o

una concentracion de quercetina de entre 1,0 y 5,0 mg/L de extracto.

En una realizacion preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 1,0 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;

En una realizacion preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
una concentracion de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto; y

una concentracion de galato de epicatequina de entre 3 y 20 mg/L de extracto.

En una realizacion mas preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca

comprende:

una concentracion de acido galico de entre 10 y 40 mg/L de extracto;

una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 5 mg/L de extracto;
una concentracion de acido caftarico de entre 4 y 7 mg/L de extracto;

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;

una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto;

una concentracion de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
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una concentracion de galato de epicatequina de entre 3 y 20 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 1,0 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 3 mg/L de extracto; y

una concentracion de quercetina de entre 1,0 y 5,0 mg/L de extracto.

En otra realizacién particular, el extracto de uva blanca comprende al menos una de las

siguientes:

una concentracion de acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;

una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;
una concentracién de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05 y 1,20 mg/L de extracto;
una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;

una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-rutinésido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;

una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y/o

una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

En otra realizacion preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;
una concentracion de quercetina-3-rutinésido de entre 1 y 5 mg/L de extracto; y

una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto.

En otra realizacion preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca comprende:

una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;
una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto; y

una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto.

En otra realizacion mas preferida, compatible con la anterior, el extracto de uva blanca

comprende:
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- una concentracion de acido galico de entre 8 y 30 mg/L de extracto;

- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 35 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 0,05 y 4,00 mg/L de extracto;

- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 90 y 280 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,05y 1,20 mg/L de extracto;
- una concentracion de epicatequina de entre 10 y 150 mg/L de extracto;

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 50 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 25 y 65 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 1 y 5 mg/L de extracto;

- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 25 y 130 mg/L de extracto;

- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 2,5 mg/L de extracto; y

una concentracion de quercetina de entre 0,1 y 15,0 mg/L de extracto.

En la presente invencién, la expresion de transicion “comprende” se emplea como expresion
de tipo abierto, cuya interpretacion es mas amplia que cuando se emplea la expresion de tipo
cerrado “consiste en”. Una reivindicacién que incluya la expresion “consiste en” se limita
unicamente a los elementos técnicos definidos en dicha reivindicacion y no cabe interpretarla
como englobando cualquier otro elemento. Por otro lado, una reivindicacion que contiene la
expresion de tipo abierto “comprende”, debe interpretarse en el sentido mas amplio, y puede
incluir (o no) otros elementos técnicos que no se mencionen explicitamente, ademas de los

definidos explicitamente, que son los elementos técnicos esenciales de la invencion.

En una realizacion particular de todos los aspectos descritos en la presente memoria, y salvo
indicacion expresa en contrario, el término “comprende” puede sustituirse por “consiste en”,

en cuyo caso aplicarian las consideraciones del parrafo anterior.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca se caracteriza por la ausencia de
antocianos. “Antocianos” se refiere a un grupo de polifenoles flavonoides que comprende el
conjunto formado por antocianinas y antocianidinas, que también incluye las combinaciones
osidicas de una antocianidina con un azucar. Son los responsables del color rojo azulado de

la piel de las uvas tintas.

En otra realizacion particular, el extracto de uva blanca se caracteriza por un pH de entre 4 y

8 medido en disolucién acuosa.

El extracto de uva de la invencion tiene aplicacion en el tratamiento de mastitis,
preferiblemente en una composicion farmacéutica para inyeccion. Asi, en una realizacion

particular, el extracto se encuentra en disolucién, en suspension, en emulsién, o en forma

16



10

15

20

25

30

ES3041155A1

solida, como un polvo o una pasta (obtenible por ejemplo mediante liofilizado o secado por

pulverizacion).

En el procedimiento de extraccion con disolvente organico se puede afiadir opcionalmente
agua, pero el bagazo de uva empleado como materia prima para la extraccion ya contiene
humedad residual. Asi, en una realizacion preferida, el extracto de uva de la invencion es un
extracto acuoso. El disolvente organico empleado en la extraccion puede evaporarse, dejando
como resultado un extracto de uva blanca que comprende agua. El experto en la materia
entendera que el disolvente organico puede evaporarse en su totalidad o parcialmente. En
este contexto, el extracto comprende no mas de un 60% de disolvente organico, no mas de
un 50% de disolvente organico, no mas de un 40% de disolvente organico, no mas de un 20%
de disolvente organico, no mas de un 10% de disolvente organico, no mas de un 5% de
disolvente organico, no mas de un 1% de disolvente organico, y preferiblemente no mas de

un 0,5% de disolvente organico.

En una realizacion particular, el extracto de uva de la invencidn es un extracto que no contiene
disolventes organicos, o solo contiene trazas de los mismos. En una realizacion preferida, el
extracto de uva de la invencién es un extracto que solo contiene agua como disolvente. En el
caso de que no se afiada agua durante el proceso, el extracto acuoso comprende agua que

procede de la humedad residual del propio bagazo.

Procedimiento de obtencion

El segundo aspecto de la presente invencion se dirige a un procedimiento para la obtencion

de un extracto de uva blanca caracterizado porque comprende las etapas de:

a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un

dispersante;

b) Someter la mezcla a una elucidon con un disolvente que comprende propilenglicol y/o

acetona;
c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y
d) Opcionalmente, eliminar el disolvente.

El procedimiento de extraccion que permite la obtencion del extracto de la invencién se lleva
a cabo a partir del método descrito en WO 2014013122 A1, pero empleando disolventes de
elucién que no habian sido descritos previamente. Esta adaptacion exhibe dos ventajas
principales. Por un lado, el extracto obtenido comprende una composicion polifendlica distinta,

de gran utilidad en el tratamiento de mastitis. Por otro lado, el extracto obtenido puede ser
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facilmente volatilizado, resultando en un extracto acuoso que puede emplearse directamente

en composiciones para inyeccion.

En la presente invencion, “dispersante” es un material soélido que puede mezclarse
opcionalmente con el bagazo. El mezclado con una muestra biolégica (como el bagazo)
permite su disrupcion y su dispersion en su superficie, de modo que la mezcla mecanica
perturba la arquitectura de la muestra, rompiendo el material en pedazos de menor tamafio e
incrementando la liberacion de los compuestos quimicos presentes en el interior de las células

vegetales de la muestra.

En una realizacion particular de la etapa (a), el orujo de uva blanca se proporciona

previamente triturado.

En una realizacion particular, la etapa (a) del procedimiento comprende proporcionar una
mezcla que comprende orujo de uva blanca y un dispersante. Preferiblemente, el dispersante
se selecciona de entre el grupo constituido por arena, florisil, C18, alumina y silica gel. Mas
preferiblemente, el dispersante es arena, aun mas preferiblemente arena de origen natural.
En una realizacion particular el tamafio del grano del dispersante se selecciona de entre 100

umy 1 mm, preferiblemente de entre 250 ym y 320 pm.

En una realizacion particular, la etapa (a) del procedimiento comprende proporcionar una
mezcla que comprende orujo de uva blanca y un dispersante, en donde la proporcion (en
masa) de dispersante:orujo esta comprendida entre 0,5:1 y 1:10, preferiblemente entre 0,5:1

y 1:7, mas preferiblemente entre 0,5:1 y 1:5 y aun mas preferiblemente entre 0,8:1 y 1:5.

En el caso de comprender un dispersante, la preparacion de la mezcla en la etapa (a), que
comprende residuo de uva blanca y un dispersante, se puede llevar a cabo utilizando un
mortero (vidrio, porcelana, agata), un disruptor de cuchillas, un equipo de molienda, un
triturador, un tambor rotatorio o cualquier otro dispositivo que permita triturar y homogeneizar

la mezcla mecanicamente.

En una realizacion particular, la etapa (a) transcurre en un rango de temperaturas de entre 10
°C y 40 °C. En otra realizacion particular, la etapa (a) transcurre a presion atmosférica. Estas

realizaciones permiten evitar riesgos de degradacion de los compuestos a extraer.

En una realizacion particular, el dispersante y el orujo se mezclan a una temperatura de entre

10 y 40 °C y/o a una presion de entre 0,8-1,2 atm.

En una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) esta en una proporcién de entre 0,2
y 10 volumenes de disolvente respecto al peso de la mezcla que comprende orujo de uva

blanca y, si esta presente, el dispersante, preferiblemente de entre 0,2 y 6.
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En una realizacion particular, la etapa (b) incluye mantener el disolvente en contacto con la
mezcla entre 1y 72 horas, preferiblemente entre 24 y 72 horas, mas preferiblemente entre 48
y 72 horas. En otra realizacién particular, esta etapa se lleva a cabo a una temperatura de
entre 10 °C y 40 °C.

En otra realizacion particular, el disolvente de extraccion que comprende propilenglicol y/o
acetona, comprende ademas un disolvente seleccionado del grupo que consiste en agua,
alcohol alquilico, glicoles, o sus mezclas, preferiblemente disolventes cuyo punto de ebullicién

no sea superior a 80 °C.

En la presente invencion “alcohol alquilico” se refiere a una sustancia con una cadena
hidrocarbonada lineal o ramificada que contiene un grupo hidroxilo, de entre 1y 12 atomos de
carbono, preferiblemente de entre 1 y 6 atomos de carbono. En una realizacién particular el

alcohol alquilico se selecciona entre metanol, etanol, isopropanol, y sus mezclas.

En la presente invencion “glicoles” se refiere a una sustancia con una cadena hidrocarbonada
lineal o ramificada que contiene dos o mas grupos hidroxilo, de entre 2 y 12 atomos de
carbono, preferiblemente de entre 2 y 8 atomos de carbono, y opcionalmente puede contener
uno o mas grupos éter. En una realizacion particular, el glicol se selecciona de entre 1,2-
etanodiol (etilenglicol), propano-1,2-diol (propilenglicol), butano-1,4-diol (1,4-butilenglicol),
butano-1,3-diol, 1,5-pentanodiol (pentilenglicol), 2-metil-2,4-pentanodiol (hexilenglicol), 2-(2-
etoxietoxi)etanol (dietilenglicol monoetil éter), éter 2,2’-dihidroxidipropilo (dipropilenglicol) y

1,2-octanodiol (caprilil glicol).
En una realizacion preferida, el disolvente de la etapa (b) también comprende agua.

En una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) comprende acetona.

Preferiblemente, acetona y agua.

En otra realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) comprende propilenglicol.

Preferiblemente, propilenglicol y agua.

En una realizacion particular, el disolvente de extraccion o comprende propilenglicol, o
comprende acetona. En una realizacion preferida, si el disolvente comprende propilenglicol,
entonces no comprende acetona. En otra realizacién preferida, compatible con la anterior, si

el disolvente comprende acetona, entonces no comprende propilenglicol.

En una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) puede tener un pH modificado de
entre 0,5 y 3. Asi, en una realizacion particular, el disolvente de la etapa (b) comprende

ademas un acido organico o inorganico, preferiblemente un acido seleccionado del grupo que
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consiste en acido clorhidrico, acido acético, acido fosférico, acido formico y mezclas de los

mismos.

En otra realizacién particular, los eluatos recogidos en la etapa (c) se utilizan para repetir la
elucion del extracto. La recirculacion de los eluatos recogidos en la etapa (c) permite disminuir
el volumen total de disolvente utilizado en el proceso. Si bien no es una caracteristica
necesaria para el correcto funcionamiento de la invencién, una ventaja adicional asociada a
la recirculacién de los eluatos esta en el eventual aumento de la cantidad de polifenoles totales

extraidos de los orujos de uva blanca.

Asi, en una realizacion particular la etapa (c) comprende, ademas de recoger los eluatos,
recircular dichos eluatos por la mezcla que comprende el orujo de uva blanca, repitiéndose la
elucion con el disolvente entre 1y 7 veces, preferiblemente 3, 4 o 5 veces. En otras palabras,
en una realizacion particular, el procedimiento de la invencién esta caracterizado porque, tras
recoger el extracto de uva blanca, la etapa (c) comprende ademas la recirculacion del eluato
obtenido, por la mezcla de la etapa (a). Esta realizacién se corresponde a la repeticion del
método de la etapa (b), pero en donde la mezcla de la etapa (a) comprende el orujo de uva
sometido previamente por lo menos una vez a una elucion con disolvente, y empleando un
disolvente que ya ha sido utilizado por lo menos una vez en la elucién. Esta realizacién se

repite de manera que el disolvente se recircula por la mezcla.

La combinacion de las etapas de maceracion y de recirculacion de los eluatos permite un
procedimiento optimizado en cuanto a rendimiento del extracto obtenido y el bajo consumo de

disolventes.

La etapa (d) es una etapa opcional de eliminacion de disolvente, preferiblemente del
disolvente organico. En una realizacién particular del procedimiento de la invencion, la etapa
(d) no se lleva a cabo, o se lleva a cabo para eliminar una parte del disolvente organico, de
manera a que el extracto se obtiene con una cantidad de disolvente organico de no mas de
un 60% de disolvente organico, no mas de un 50% de disolvente organico, preferiblemente
no mas de un 40% de disolvente organico. En una realizacion preferida de la anterior, el

disolvente organico es propilenglicol.

En una realizacion particular, si en la etapa (b) se emplea acetona como disolvente organico,
entonces el procedimiento de extraccion comprende la etapa (d), caracterizada por ser una

etapa de eliminacion de la acetona.

La eliminacion de disolvente en la etapa (d) puede ser parcial, o completa. En esta etapa, el
extracto de orujo de uva blanca obtenido tras la elucion, o las eluciones, se somete a una

etapa de concentracion, es decir, un procedimiento para reducir la cantidad de disolvente. En
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una realizacion particular, la etapa (d) comprende la eliminacion de disolvente hasta una
cantidad final de no mas de un 20% de disolvente organico, no mas de un 10% de disolvente
organico, no mas de un 5% de disolvente organico, preferiblemente no mas de un 1% de
disolvente organico, y aun mas preferiblemente no mas de un 0,5% de disolvente organico.
En una realizacion preferida, la etapa (d) es una etapa de evaporacion de disolvente organico,
preferiblemente una etapa de evaporacion completa del disolvente organico, de manera que
el disolvente organico se elimina en su totalidad o esencialmente en su totalidad. En el
contexto de la presente invencion, la evaporacién de disolvente organico es sinébnimo de
volatilizacién de disolvente organico, preferiblemente acetona. En una realizacion aun mas
preferida, en la etapa (d) se evapora el disolvente organico en su totalidad o esencialmente
en su totalidad, obteniéndose asi como producto un extracto acuoso. El proceso para eliminar
el disolvente organico es conocido por el experto en la materia, por ejemplo simplemente
dejando el extracto a temperatura ambiente y presion atmosférica, bajo una corriente de
nitrdgeno, con aporte de temperatura, bajo vacio, en un rotavapor a vacio, en evaporador de

pelicula fina, entre otros.

Los extractos también pueden obtenerse como un producto soélido. Asi, en otra realizacion
particular, el procedimiento de extraccion comprende ademas una etapa de liofilizacién o una
etapa de secado por pulverizacién (spray-drying). Esta etapa puede ser una etapa adicional
tras llevarse a cabo la etapa (c). Alternativamente, puede ser una etapa adicional tras la etapa
(d), es decir, la liofilizacion o el secado por pulverizacion requieren como etapa previa la
eliminacion de disolvente organico, o puede ser la propia etapa (d), en cuyo caso el secado
por pulverizacion eliminan directamente el disolvente organico. En una realizacion preferida
de la anterior, cuando el procedimiento comprende una etapa de liofilizacién, esta se lleva a
cabo tras la etapa (d), es decir, la liofilizacion requiere como etapa previa la eliminacion de

disolvente organico.

En la liofilizacion es posible congelar previamente los eluatos recogidos o bien los eluatos tras
la evaporacion del disolvente. En una realizacion particular la liofilizacion se lleva a cabo entre
-50 °C y -20 °C, preferiblemente entre -45 °C y -35 °C. En una realizacién particular la
liofilizacion se lleva a cabo entre 1,31 x 10° atm y 6,6 x 10 atm (0,001 a 0,005 mmHg),
preferiblemente entre 1,31 x 10° atm y 1,31 x 10® atm (0,001 a 0,01 mmHg). El extracto es
estable y no es necesaria la adicion de estabilizantes en la etapa de liofilizacion. Sin embargo,
es posible afadir pequefias cantidades de azucares a una concentracién que oscila desde un
1 hasta un 5% u otras moléculas que actien como crioprotectores y/o lioprotectores. En una

realizacion particular, los azucares se seleccionan del grupo que consiste en glucosa,
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sacarosa, trehalosa, maltodextrina, goma arabiga y goma xantana. El extracto de la invencion

después de la liofilizacidon no se altera de ningun modo.

En el secado por pulverizacion, los eluatos recogidos o bien los eluatos tras la evaporacion
del disolvente se transforman en un polvo seco mediante secado rapido con aire, o0 un gas
inerte, caliente. Este método permite obtener materiales de tamafo de particula fino y
consistente. En una realizacién particular, el secado por pulverizacion se lleva a cabo con un
flujo de aire comprendido entre 15000 y 60000 L/h. En otra realizacién particular, el secado
por pulverizacion se lleva a cabo con un flujo de alimentacion comprendido entre 1 L/h y 500
L/h, preferiblemente entre 1 L/h y 100 L/h, mas preferiblemente entre 1 L/h y 20 L/h. En otra
realizacion particular, el secado por pulverizacion se lleva a cabo con una presion de aire
comprendida entre 2 y 10 bar. En otra realizacion particular, el secado por pulverizacién se
lleva a cabo a una temperatura de secado comprendida entre 150 y 200 °C y una temperatura

de entrada comprendida entre 15y 35 °C.

En una realizacion particular, la eliminacién del disolvente comprende recuperar el disolvente

para su posterior reutilizacion en la etapa (b), de extraccion.

El procedimiento de la invencion permite obtener un extracto de orujo de uva blanca que
comprende polifenoles. Asi, un tercer aspecto de la presente invencién se dirige a un extracto
de uva blanca caracterizado porque es un extracto obtenible segun el procedimiento de la
invencioén. “Extracto obtenible” o “extracto obtenido”, significa el producto que se obtiene como
resultado de aplicar el procedimiento de la invencion, con los elementos técnicos inherentes
al procedimiento.

En una realizacion particular, el extracto se obtiene mediante empleo de acetona como
disolvente de extraccion. Asi, en una realizacion preferida, el extracto de uva blanca obtenible
segun el procedimiento de la invencién es un extracto que comprende acetona. En una
realizacion preferida de la anterior, la acetona se evapora en su totalidad y el extracto de uva

obtenible segun el procedimiento de la invencidn es un extracto acuoso.

En otra realizacion particular, el extracto se obtiene mediante empleo de propilenglicol como
disolvente de extraccién. Asi, en otra realizacion preferida, el extracto de uva blanca obtenible

segun el procedimiento es un extracto que comprende propilenglicol.

Todas las realizaciones descritas arriba para el procedimiento, y también para el extracto, son

aplicables a este tercer aspecto de la invencion.
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Composicion farmacéutica

Un cuarto aspecto de la presente invencion se dirige a una composicion farmacéutica
caracterizada porque es una composicién para administracién intramamaria que comprende

un extracto de uva blanca de la invencion como principio activo.

En una realizacion particular, el extracto de uva blanca de la composicidon farmacéutica es el
extracto de uva blanca de la invencion, o el extracto de uva blanca obtenido segun el

procedimiento de la invencion.

En otra realizacion particular, la composicion farmacéutica se caracteriza porque es una
composicion inyectable. En esta realizacion, la composiciéon farmacéutica se formula como
una composicion inyectable para inyeccion intramamaria. Por tanto, en la presente invencion,
la composicién puede formularse como solucion, emulsidn, suspension, dispersién, o
cualquier otra forma adecuada para inyeccion. Preferiblemente, la composicién se formula

como emulsion o dispersion.

En el caso de que sea una emulsion, la composicién comprende una fase acuosa, una fase
oleosa, y un surfactante. El extracto de uva, que es el principio activo, corresponde a la fase
acuosa, mientras que la fase oleosa comprende una grasa o aceite adecuados como
excipiente para inyeccion. En una realizacion particular, la fase acuosa comprende agua
purificada para inyeccion, solucion salina fisiolégica, alcoholes inferiores (etanol, isopropanol,
propanol) y/o alcoholes superiores (glicerina, propilenglicol, dipropilenglicol, 1,3-butilenglicol).
En una realizacién preferida, la fase acuosa comprende agua purificada para inyeccion,
solucion salina fisiolégica, etanol, isopropanol, propanol, glicerina y/o propilenglicol, mas
preferiblemente agua purificada para inyeccion, etanol, isopropanol, propanol, y/o
propilenglicol. En el contexto de la presente invencidn, el extracto acuoso puede comprender
trazas de disolvente organico, preferiblemente acetona. Alternativamente, el extracto acuoso
puede comprender un disolvente organico. Asi, en una realizacion particular, el extracto
comprende no mas de un 60% de disolvente organico, no mas de un 50% de disolvente
organico, no mas de un 40% de disolvente organico, no mas de un 20% de disolvente
organico, no mas de un 10% de disolvente organico, no mas de un 5% de disolvente organico,
no mas de un 1% de disolvente organico, y preferiblemente no mas de un 0,5% de disolvente

organico.

En una realizacién particular, el aceite es un aceite mineral o vegetal. En una realizacion
preferida, la grasa o aceite son seleccionados del grupo que consiste en aceite de parafina,
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de sésamo, poliisobuteno hidrogenado, aceite de

maiz, aceite de oliva, mono-, di-, o triglicéridos de acidos grasos de cadena media (de 6 a 12
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atomos de carbono), triglicérido caprico/caprilico, aceite de ricino, aceite de semilla de
algodén, aceite de semilla de uva, aceite de cartamo, aceite de mani, aceite de semilla de
amapola, aceite de colza, aceite de girasol, aceite de palma, aceite de ricino, y mezclas de los
mismos. En otra realizacion mas preferida, la grasa o aceite son seleccionados del grupo que
consiste en aceite de parafina, aceite de soja, aceite de sésamo, poliisobuteno hidrogenado,
aceite de maiz, aceite de oliva, mono-, di-, o triglicéridos de acidos grasos de cadena media
(de 6 a 12 atomos de carbono), triglicérido caprico/caprilico, aceite de ricino, aceite de semilla
de algoddn, aceite de semilla de uva, aceite de cartamo, aceite de mani, aceite de semilla de
amapola, aceite de colza, aceite de girasol, aceite de palma, aceite de ricino, y mezclas de los

mismos.

El mono-, di-, o triglicérido de acido graso de cadena media (de 6 a 12 atomos de carbono)
puede seleccionarse del grupo de compuestos que consisten en glicerina unida a al menos
un acido graso. Ejemplos de acidos grasos son el acido hexanoico (acido caproico), acido
octanoico (acido caprilico), acido nonanoico (acido pelargoénico), el acido decanoico (acido
caprico), el acido undecanoico (acido undecilico), o el acido dodecanoico (acido laurico).
Ejemplos preferidos de acidos grasos son el acido hexanoico (acido caproico), el acido
octanoico (acido caprilico), el acido undecanoico (acido undecilico), o el acido dodecanoico

(acido laurico).

En una realizacion preferida, la fase oleosa no comprende un glicérido de acido graso. En otra

realizacion preferida, la fase oleosa no es aceite de cacahuete.

En una realizacion preferida, el aceite es aceite de parafina. En una realizacion particular, el
principio activo es el extracto de uva mientras que el aceite es el excipiente comprendido en
la fase oleosa. Este excipiente no es un aceite que presenta actividad bioldgica. En otra
realizacion compatible con todas las anteriores, el aceite es un excipiente que no comprende

principios activos que exhiban actividad biologica contra la mastitis.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica de la invenciéon se caracteriza
porque es una emulsion que comprende una fase acuosa, una fase oleosa y un surfactante,

en la cual:

- lafase acuosa comprende agua purificada para inyeccion, etanol, isopropanol, propanol,

propilenglicol, o mezclas de los mismos; y/o

- la fase oleosa comprende aceite de parafina, aceite de cacahuete, o mezclas de los

mismos.
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En una realizacion particular, la composicion comprende el aceite en una cantidad de 0,5 al
8%, preferiblemente del 1 al 6%, mas preferiblemente del 2,5 al 5%, con respecto al peso total

de la composicion.

En una realizacion particular, la proporcién entre la fase oleosa y la fase acuosa (que puede
ser, por ejemplo, aceite de parafina como fase oleosa y extracto de propilenglicol:agua como
fase acuosa) es de 1:0,1-1, preferiblemente 1:0,1-0,9, 1:0,1-0,8, 1:0,1-0,7, 1:0,1-0,6, 1:0,1-
0,5, 1:0,2-0,5, mas preferiblemente 1:0,2-0,4, o aun mas preferiblemente 1:0,3. En una
realizacion preferida, la proporcion entre la fase oleosa y la fase acuosa es de 1:1, mas

preferiblemente 1:0,8, 1:0,5, 1:0,4, o aun mas preferiblemente 1:0,3.

En el contexto de la presente invencion, un numero debe interpretarse como el resultado de
haber sido redondeado a la ultima cifra decimal indicada. Por ejemplo, el numero 0,3
comprende el rango 0,25-0,34. Asimismo, a modo de ejemplo adicional, el numero 1

comprende el rango 0,5-1,4.

El surfactante, que puede ser un excipiente adicional de la composicion, puede seleccionarse
del grupo que consiste en Tween 20, Tween 80, Span 20 (monolaurato de sorbitan), Span 40
(monopalmitato de sorbitan), Span 60 (monoestearato de sorbitan), Span 65 (triestearato de
sorbitan, Span 80 (monooleato de sorbitan), Span 85 (trioleato de sorbitan), dodecilsulfato de
sodio (SDS), bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), Lauril Sulfato de Sodio, Triton X-100,
lecitina, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronics, por ejemplo Pluronic F-68,

Pluronic F-127, o Pluronic L-44), o mezclas.

“Tween 20" es un nombre comercial comun para un tensioactivo conocido como polisorbato
20, un tensioactivo no iénico que pertenece a la familia de ésteres de acidos grasos de
polioxietilensorbitan. El polisorbato 20 se crea etoxilando monolaurato de sorbitan, lo que
significa que tiene multiples unidades de 6xido de etileno (OE) agregadas a su estructura. El
numero "20" en "Tween 20" representa el numero aproximado de unidades de éxido de etileno

en la molécula.

"Tween 80" es otro nombre comercial comun para un tensioactivo conocido como polisorbato
80. Al igual que el polisorbato 20 (Tween 20), el polisorbato 80 es un tensioactivo no iénico
que pertenece a la familia de ésteres de acidos grasos de polioxietilensorbitan. El polisorbato
80 se crea etoxilando monooleato de sorbitan, lo que significa que tiene multiples unidades
de 6xido de etileno (EO) agregadas a su estructura. El numero "80" en "Tween 80" representa
el numero aproximado de unidades de oxido de etileno en la molécula, lo que indica un mayor

grado de etoxilacion en comparacion con Tween 20.
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"Triton X-100" es el nombre comercial especifico de un tensioactivo no idénico conocido como

etoxilato de octilfenol, que pertenece a la familia de tensioactivos etoxilados de alquilfenol.

En el caso de que la composicion sea una dispersion, ademas de comprender el extracto de
uva como principio activo, la composicibn comprende como excipiente un agente de

dispersion, preferiblemente uno o mas polimeros biodegradables.

En una realizacioén particular, el polimero biodegradable es un carboxipolimetileno, tal como
los disponibles comercialmente por Lubrizol Corporation de Wickliffe, Ohio, con el nombre
comercial Carbopol®. En una realizacion particular, el polimero biodegradable se selecciona
de Carbopol, carboximetilcelulosa, y mezclas de los mismos. Los polimeros Carbopol® que
pueden estar presentes en la composicién de la presente invencion incluyen, entre otros,
Carbopol® 974P NF, como los homo-polimeros de tipo A, tipo B y/o tipo C; Carbopol® Ultrez
10, 20, 21 NF; Carbopol® 971P NF; Carbopol® 980 homopolimero tipo C, Carbopol® 980 NF,
Carbopol® 980P, Carbopol® ETD 2020 NF, Carbopol® 71 G NF, Carbopol® 981P NF,
Carbopol® 970P NF, Carbopol® 981P NF, Carbopol® 5984P NF, Carbopol® 934P NF,
Carbopol® 940P NF, Carbopol® 941P NF, Carbopol® 13242 NF, Carbopol® AA-1 USP NF,
Carbopol® TR1 NF y/o Carbopol® TR2 NF. Preferiblemente, el polimero es Carbopol® 974P
NF.

El pH de la composicion de la invencion ha de ser un pH compatible con inyeccion. En una
realizacion preferida, el pH estad comprendido entre 4 y 8, preferiblemente entre 5y 7, mas

preferiblemente entre 5,5y 6,5.

La composicion de la invencion es una composicién estable, al menos durante 6 meses,
preferiblemente al menos durante 12 meses. Composicion estable significa que el principio
activo y los excipientes no sufren degradacion significativa y el efecto terapéutico se mantiene,

al menos en un 90% del efecto en el momento de preparacion de la composicion.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica puede comprender un principio
activo adicional no obtenido a partir del extracto de uva. En una realizacion particular, la
composicion farmacéutica comprende un antibidtico seleccionado del grupo que consiste en
amoxicilina, bencilpenicilina, cefalexina, cefquinona, enrofloxacino, eritromicina,
marbofloxacino, oxitetraciclina, penetamato y mezclas. En una realizacién preferida, la
composicion farmacéutica no comprende un antibidtico seleccionado del grupo que consiste
en amoxicilina, bencilpenicilina, cefalexina, cefquinona, enrofloxacino, eritromicina,
marbofloxacino, oxitetraciclina, penetamato y mezclas. En una realizacion mas preferida, la

composicion farmacéutica no comprende un antibiético.
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En una realizacion particular, la composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica
veterinaria. La composicion farmacéutica puede aplicarse a todos los mamiferos no humanos
productores de leche que necesiten tratamiento o prevencion de mastitis. En una realizacion
particular, el mamifero no humano es un animal lechero. En el contexto de la presente

invencion, “animal lechero” se corresponde a todo animal capaz de producir leche.

Asi, en una realizacion particular, la composicion farmacéutica es para administracion en un
mamifero no humano, preferiblemente vacas, camellos, bufalas, cabras u ovejas. Mas
preferiblemente, el mamifero no humano se selecciona del grupo que consiste en vacas,

bufalas, cabras u ovejas, aun mas preferiblemente vacas y bufalas, y lo mas preferible vacas.

En una realizacién preferida, la composicion de la invencién comprende ademas el resto de

agua. Es decir, comprende agua para alcanzar el volumen final deseado de la composicion.

El agua en la composicion de la invencion es preferiblemente agua para inyeccion, tal como

agua destilada y/o estéril para inyeccion.

El término "agua para inyecciéon" se refiere a agua purificada de manera que sea adecuada
para administracion intramamaria; como agua que cumpla con los requisitos de la USP (o

equivalente extranjero) para agua para inyeccion.

La composicion de la invencion puede comprender vehiculos o0 excipientes
farmacéuticamente aceptables adicionales. Los excipientes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen, a modo de ejemplos no limitantes, conservantes, incluidos los
conservantes antimicrobianos y conservantes quimicos, agentes de tonicidad, agentes
tampon, antioxidantes, agentes quelantes, agentes de carga (bulking agent), agentes
solubilizantes, tensioactivos, co-disolventes y combinaciones de los anteriores. Los vehiculos
o excipientes farmacéuticos adecuados se describen, por ejemplo, en "Remington's

Pharmaceutical Sciences" de A. Adejare , 232 edicién, 2021.

Los conservantes pueden incluir cloruro de benzalconio, cloruro de bentezonio, alcohol
bencilico, acido benzoico, clorobutanol, m-cresol, metilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno, fenol, 2-fenoxietanol, nitrato de fenilmercurico, acetato de fenilmercurico,

borato de fenilmercurico, timerosal y mezclas de los mismos.

Los agentes de tonicidad utilizados tipicamente son cloruro sodico, dextrosa, glicerol,

glicerina, manitol, cloruro potasico, propilenglicol y mezclas de los mismos.

Los agentes tampodn pueden incluir tampdn citrato y/o fosfato de sodio/potasio, acido
aceético/acido acético glacial/acetato de amonio, hidroxido de sodio, tris acetato, sulfato de

amonio, hidréxido de amonio, arginina, acido bencenosulfénico, benzoato de sodio,
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bicarbonato de sodio, acido boérico, carbonato de sodio, didxido de carbono, dietanolamina,
glucono delta lactona, glicina/glicina HCI, histidina/histidina HCI, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, lisina, acido maleico, acido metanosulfénico, monoetanolamina, succinato

sodico/disddico, acido sulfurico, tartrato sédico/acido y mezclas de los mismos.

Los antioxidantes pueden incluir acido ascorbico, acetilcisteina, palmitato de ascorbilo,
ascorbato de sodio, hidroxitolueno butilado, butilhidroxianisol, acido citrico, monotioglicerol,
sales de acido sulfuroso (bisulfito, metabisulfito), metionina, metabisulfito de sodio,
metabisulfito de potasio, metabisulfito de acetona, clorhidrato de cisteina, ditionito de sodio,
acido gentisico, glutamato de sodio, glutation, tioglicerol, galato de propilo, sulfito de sodio,
bisulfito de sodio, formaldehido sulfoxilato de sodio, tiourea, alfa tocoferol y mezclas de los

mismos.

Los agentes quelantes pueden incluir edetato disddico, edetato sodico, edetato calcico
disédico, DTPA, monohidrato de acido citrico, versetamida calcica, calteridol, acido

etilendiaminotetraacético y mezclas de los mismos.

Los agentes de carga pueden incluir manitol, sacarosa, lactosa, dextrano, trehalosa, sorbitol,

glucosa, rafinosa, glicina, histidina y mezclas de los mismos.

Los agentes solubilizantes y co-disolventes pueden incluir alcoholes como etanol, benzoato

de bencilo, dimetilacetamida, glicerina, sorbitol, polietilenglicol, pirrolidona y propilenglicol.

En una realizacion, la composicion farmacéutica de la invencién puede comprender vehiculos
o excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales en una cantidad de 0 a 50 % pl/v, de
0 a40 % p/v o incluso de 0 a 30 % p/v. Es decir, la composicién puede no incluir vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales (0 % p/v) o puede incluir vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales en una cantidad maxima de 50 % p/v,
40 % p/v o 30 % plv, respectivamente. En una realizacion particular, la composicion
farmacéutica de la invencion puede comprender vehiculos o excipientes farmacéuticamente

aceptables adicionales en una cantidad de 0 a 20 % p/v o incluso de 0 a 10 % p/v.

La expresion "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo, diluyente o

adyuvante que se administra con el ingrediente activo.

Un quinto aspecto de la presente invencion se dirige a una jeringa intramamaria que

comprende la composicion farmacéutica de la invencion.

En una realizacion particular, la jeringa intramamaria del quinto aspecto comprende un

polimero biodegradable de carboxipolimetileno Carbopol®.
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Indicacién terapéutica

Un sexto aspecto de la presente invencion se dirige a una composicion farmacéutica para su
uso en el tratamiento y/o la prevencion de mastitis en un mamifero no humano, caracterizada
porque es una composicidén para administracién intramamaria que comprende un extracto de
uva blanca como principio activo. En una realizacion preferida, dicho extracto es el extracto
de uva blanca de la invencion, o el extracto de uva blanca obtenible segun el método de la

invencion.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica para su uso segun el sexto aspecto

comprende un polimero biodegradable de carboxipolimetileno Carbopol®.

El término "tratamiento" o "tratar" significa la administracién de una composicion segun la
invencion para mejorar o eliminar la enfermedad o uno o mas sintomas asociados con dicha
enfermedad. "Tratamiento" también abarca mejorar o eliminar las secuelas fisioldgicas de la
enfermedad. En una realizacion particular, la mastitis a tratar se selecciona de mastitis clinica

o subclinica, preferiblemente mastitis clinica.

Por el término "mejorar" en el contexto de esta invencion se entiende cualquier mejora de la

situacion del mamifero tratado.

El término "prevencion” o "prevenir" significa la administracion de una composicion segun la
invencioén para reducir el riesgo de adquirir o desarrollar la enfermedad o uno o mas sintomas
asociados con dicha enfermedad. En una realizacién particular, dicha enfermedad a prevenir
es mastitis clinica o subclinica, preferiblemente subclinica. La prevencién también incluye el
tratamiento de animales mamiferos no humanos, por ejemplo, vacas, que no exhiben ningun
signo de mastitis pero estan en presencia de otros animales que tienen al menos un signo de
mastitis para minimizar o prevenir la transmision o la transmision potencial de mastitis de un

animal a otro.
Definiciones alternativas del sexto aspecto de la invencién son:

Método para el tratamiento y/o la prevencién de mastitis en un mamifero no humano,
caracterizado porque el método comprende la administracién a un sujeto que necesita
dicho tratamiento y/o prevencién, de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion farmacéutica para administracion intramamaria que comprende un extracto

de uva blanca.

Uso de una composiciéon farmacéutica para administracién intramamaria que comprende
un extracto de uva blanca, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o

la prevencion de mastitis en un mamifero no humano.
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La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de composicion que,
cuando se administra, suministra una cantidad de uno o mas agentes farmacéuticamente
activos contenidos en el mismo para proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento

o manejo de una enfermedad o afeccion.

El tratamiento de mastitis es la cura o la mejora de un animal que tiene mastitis contraida, es
decir, la reduccion de al menos un sintoma de mastitis. La mastitis se refiere a una inflamacion
de la glandula mamaria. Los cambios fisicos, quimicos y usualmente bacteriolégicos en la
leche y los cambios patoldgicos en el tejido glandular la caracterizan. Los cambios glandulares
dan como resultado a menudo una serie de cuadros sintomaticos tales como decoloracion de
la leche, la presencia de coagulos y la presencia de grandes numeros de leucocitos.
Clinicamente, la mastitis se ve como hinchazoén, calor, dolor e induracién de la glandula
mamaria que, a menudo, da como resultado la deformacién de la ubre. Una ubre inflamada
se puede observar visiblemente o determinar por medio de palpacion de la ubre. En muchos
casos, la diagnosis de infecciones subclinicas ha llegado a depender ampliamente de pruebas
indirectas que dependen del contenido de leucocitos de la leche (copos, coagulos o leche
serosa), al menos se detecta 1 bacteria en al menos 100 uL de leche proveniente de la ubre,
el recuento celular somatico elevado (SCC) usualmente mayor que 300.000 células/mL y/o la
conductividad eléctrica de la leche se incrementa respecto de lo normal. En una realizacién
particular, se considera que el tratamiento de mastitis ocurre cuando el recuento celular
somatico elevado (SCC) es inferior a 300.000 células/mL, preferiblemente inferior a 200.000

células/mL y mas preferiblemente inferior a 100.000 células/mL.

La composicién inyectable para mastitis de la presente invencion se puede usar como agente
terapéutico para mejorar la mastitis a un estado normal y/o como agente preventivo para
suprimir la aparicion de mastitis. En la presente invencion, "mastitis" incluye tanto mastitis
clinica como mastitis subclinica. La mastitis clinica tiene anomalias macroscopicas como
hinchazén roja, fiebre, dolor o grumos en la leche, mientras que la mastitis subclinica puede

ocurrir en la glandula mamaria sin tales anomalias.

Ejemplos de bacterias que causan la mastitis son Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Salmonella spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Shigella spp., Edwardsiella
spp., Hafnia spp., Morganella spp., Providencia spp., Yersinia spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus uberis (S. uberis), Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus spp., Enterococci, Corynebacterium
spp., Arcanobacterium spp., Actinomyces spp., Mycobacterium spp., Prototheca spp.,

Mycoplasma spp., y Erwinia spp..
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En una realizacién particular, la composicién inyectable es una composicién antibacteriana

contra bacterias Gram-positivo.

El experto en la técnica podra determinar apropiadamente el mejor momento de la
administracion. Por ejemplo, la composicion de la invencion puede administrarse durante el
periodo de lactancia, y dado que se puede permitir que el extracto actue en la mama durante
un largo periodo de tiempo, también puede administrarse durante el periodo cuando no hay

ordeno.

La frecuencia de administracion también podra ser determinada segun la necesidad de cada
caso. En una realizacién particular, la composicion se administra al menos una vez cada dia

(diariamente), al menos una vez cada dos dias, o al menos una vez cada semana.

En una realizacion particular, la dosis administrada de la composicién farmacéutica veterinaria
de la invencién es de entre 0,002 mL a 0,030 mL de composicion farmacéutica por kg de peso
del animal. Preferiblemente, la dosis es de 0,006 a 0,019 mL, mas preferiblemente de 0,008

a 0,016 mL, aun mas preferiblemente de 0,009 a 0,014 mL por kg de peso del animal.

En otra realizacion particular, la dosis administrada de la composicion farmacéutica veterinaria
de la invencién comprende entre 0,0004 a 0,0288 g del extracto de uva (peso seco) por kg de
peso del animal. Preferiblemente, la dosis es de 0,0011 a 0,0182 g, mas preferiblemente de

0,0016 a 0,0154 g, aun mas preferiblemente de 0,0018 a 0,0134 g por kg de peso del animal.

En el ambito del tratamiento de la mastitis en animales, se han empleado varias vias de
administracion, cada una con sus propias ventajas y consideraciones. La composicion
farmacéutica de la presente invencion se formula como una composicion inyectable para
inyeccion intramamaria. En el contexto de la presente invencién, “inyeccién intramamaria”

incluye “infusion de ubre”.

La infusidn de ubre implica la inyeccion directa de farmacos en la regiéon afectada de la ubre
a traves del pezon. El objetivo principal es lograr una administracion localizada y una terapia
de precision. La eficacia de la infusion de ubre radica en su capacidad de administrar el

tratamiento directamente al sitio de la infeccion, minimizando la exposicion sistémica.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se dirige al extracto de la invencion, o al extracto
obtenible segun el procedimiento de la invencion, para su uso en el tratamiento y/o la
prevencion de mastitis en un mamifero no humano.

Definiciones alternativas del séptimo aspecto de la invencién son:

Método para el tratamiento y/o la prevencién de mastitis en un mamifero no humano,

caracterizado porque el método comprende la administracién a un sujeto que necesita
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dicho tratamiento y/o prevencioén, de una cantidad terapéuticamente eficaz del extracto de

la invencion, o del extracto obtenible segun el procedimiento de la invencion.

Uso del extracto de la invencién, o del extracto obtenible segun el procedimiento de la
invencion, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de

mastitis en un mamifero no humano.

Parte experimental

Estos ejemplos sirven para ilustrar realizaciones de la invencion, pero que en ningun caso se

deben considerar limitativos.

Ejemplo 1. Preparacién y analisis de los extractos.

Los extractos seleccionados como ingredientes activos para las composiciones veterinarias
intramamarias de la invencion se han obtenido de dos maneras. Por un lado, se utilizé una
mezcla de disolventes compuesta por una mezcla isovolumétrica de propilenglicol y agua
(50/50). Por otro lado, se utilizé acetona como disolvente y se sometio el extracto liquido

obtenido a un proceso de volatilizacién de la acetona, para obtener un extracto acuoso.

Utilizando arena como dispersante, se mezclo y tritur6 con bagazo de uva blanca de la
variedad Albarifio en una relacion 1:5. Esta mezcla se introdujo en una columna de acero
inoxidable de dimensiones apropiadas con una capa de dispersante en el fondo, que actua a
modo de filtro, y se compacté ligeramente. La cantidad de disolvente utilizado como disolvente
de extraccion fue de 0,75 volumenes respecto al volumen de mezcla extractiva cuando se
utilizé6 acetona y de 0,625 volumenes cuando se utiliz6 la mezcla isovolumétrica de
propilenglicol y agua. Tras 48 h de maceracion, se procede a la obtencion del eluato
correspondiente. Posteriormente, cuando el disolvente de extraccion fue acetona, dicho eluato

se concentro a vacio hasta tener un valor de acetona residual inferior al 0,5%.

Ejemplo 2. Caracterizacion analitica

indice de polifenoles totales (IPT)

El contenido polifendlico total de varios extractos de orujo de uva blanca obtenidos segun el
método descrito en el Ejemplo 1 se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu
siguiendo el protocolo para la microtitulacion en placas de 96 pocillos adaptado de Zhang et
al. (Zhang Q, Zhang J, Shen J, Silva A, Dennis DA, Barrow CJ. A simple 96-well microplate
method for estimation of total polyphenol content in seaweeds. J Appl Phycol. (2006) 18:445—
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50). Asi, 20 pL de extracto diluido se mezclaron con 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu
(1:10) y 80 pL de una disolucion de carbonato de sodio (7,5% p/p). La mezcla se agité en
oscuridad durante 30 minutos, para ser posteriormente medida a 760 nm en el lector de
microplacas SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany), que realiza
mediciones de absorbancia en el rango de longitudes de onda 220-1000 nm. Las mediciones
se realizaron en microplacas de polipropileno de 96 pocillos con un volumen de 300 uL. Para
expresar el indice polifendlico total se utilizé el acido galico como patrén, en un rango de
concentracion con 12 niveles comprendidos entre 30 y 200 mg/L (0,2-0,8 UA). El contenido
en polifenoles totales de las muestras se expresa asi como miligramos equivalentes de acido
galico por litro de extracto (mgGAEI/L).

Para los extractos obtenidos empleando acetona como disolvente, se realiz6 el analisis y el
rango obtenido de IPT fue de entre 7000 y 10000 mgGAE/L en el caso de los extractos sin
volatilizar (12 muestras, promedio de 8699 mgGAE/L), y de entre 11000 y 43000 mgGAE/L
en el caso de los extractos volatilizados (33 muestras, promedio de 27866 mgGAE/L).

Para los extractos sin volatilizar, obtenidos empleando una mezcla de propilenglicol:agua
(50:50) como disolvente, se realizé el analisis y el rango obtenido de IPT fue de entre 1000 y
8500 mgGAE/L (15 muestras, promedio de 6287 mgGAE/L).

Identificacion de polifenoles objetivo por Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

Los extractos obtenidos segun el Ejemplo 1 se filtraron a través de filtros de jeringa de PTFE
de 0,22 um sobre un vial de vidrio de 2 mL para realizar los analisis correspondientes.

Se identificaron los principales polifenoles presentes en los extractos del Ejemplo 1 mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem, triple cuadrupolo (LC-
MS/MS_QqQ). Las condiciones instrumentales 6ptimas para la deteccion de los polifenoles
objetivo se adaptaron de Celeiro, M.; Lamas, J.P.; Arcas, R.; Lores, M. Antioxidants Profiling
of By-Products from Eucalyptus Greenboards Manufacture, Antioxidants. 2019, 8(8), 263. El
analisis LC-MS/MS se realizé empleando un instrumento Thermo Scientific (San José, CA,
EE.UU.) basado en un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo TSQ Quantum UltraTM
equipado con una fuente HESI-II (ionizacion por electrospray calentado) y un automuestreador
Accela Open con un bucle de 20 yL. La separacion cromatografica se logré en una columna
Kinetex C18 (2,6 um, 100 x 2,1 mm) con una precolumna (SecurityGuardTM ULTRA Holder)
obtenida de Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU.). El volumen de inyeccion fue de 10 yL y la
temperatura de la columna se fijo en 50 °C. La fase movil consistio en agua (A) y metanol (B),
ambas con un 0,1 % de acido férmico. El gradiente cromatografico fue del 5% B al 90% B en

11 min y se mantuvo constante durante 3 min. Las condiciones iniciales se alcanzaron en 6
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min. El caudal de fase movil fue de 200 uL min™'. El tiempo total de ejecucion de cada inyeccién
fue de 20 min. El espectrémetro de masas y la fuente HESI-II trabajaron simultaneamente en
modo positivo y negativo (véase el modo de ionizacion para cada compuesto objetivo en la
Tabla 1). Se implementé el modo de adquisicion Selected Reaction Monitoring (SRM)
monitorizando 2 o 3 transiciones por compuesto (ver Tabla 1), para una identificacion
inequivoca de los compuestos objetivo. El sistema se gestiond con los programas informaticos
Xcalibur 2.2 y Trace FinderTM 3.2.

Tabla 1. Compuestos estudiados por cromatografia. Modo de ionizacion, numero CAS, tiempo

de retencion y transiciones MS/MS.

Modode  compuesto  cAs Tiempo ~ Transiciones MS/MS
ionizacion retencion (min) (energia colision, eV)
- . 169.02 — 125.04 (17)

- Acido galico 149-91-7 2.25 169.02 — 153.1 (15)
Acido 2-4-6- 168.98 — 150.99 (17)

+ A . 487-70-7 3.23 168.98 — 83.02 (23)
trihidrobenzoico 168.98 — 107.02 (22)
310.96— 178.97 (17)
310.96 — 148.96 (14)
577.03 — 407.06 (26)
- Procianidina B1 ~ 20315-25-7 4.76 577.03 — 288.93 (25)
577.03 — 424.97 (26)
289.00 — 245.02 (17)
289.00 — 203.11 (22)
577.03 — 407.06 (26)
- Procianidina B2 29106-49-8 5.50 577.03 — 288.93 (25)
577.03 — 424.97 (26)

Catato do 457.15 — 169.05 (21)

. . 989515 6.00 457.15 — 125.09 (42)
epigalocatequina 457.15 — 305.09 (21)

577.03 — 288.93 (25)

- Procianidina C1 ~ 37064-30-5 6.01 577.03 — 407.06 (26)
577.03 — 424.97 (26)
289.00 — 245.02 (17)
289.00 — 203.11 (22)
441.13 — 289.13 (30)

¥ e?f;‘;o 4 1257085 7.13 44113 — 125.08 (42)
picateq 441.13 — 169.05 (24)

479.09 = 461.50 (14)

- Acido caftarico 67879-58-7 4.21

+ Catequina 225937-10-0 5.02

+ Epicatequina 490-46-0 6.11

Quercetina-3-

¥ glucurénido  22688-79-5 9.21 479.09 — 302.96 (18)
Quercetina.3. 609.18 — 270.92 (96)

- Jercetina-3- 207671-50-9 9.39 609.18 — 178.87 (44)
609.18 — 300.01 (37)

+ Quercetina-3- 482-35-9 9.41 465.07 — 256.90 (41)

glucésido 465.07 — 302.97 (14)

285.07 — 184.91 (30)
- Kaempferol 520-18-3 12.27 285.07 — 239.12 (35)
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Se han determinado los principales polifenoles presentes en los extractos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem, triple cuadrupolo (LC-MS/MS_QqQ)

mediante el método descrito arriba. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Rangos de polifenoles presentes en extractos de uva blanca obtenidos tras
extraccion con mezcla de 50/50 propilenglicol/agua (14 extractos) o acetona (12 extractos).

Valores expresados en ppm (mg/L).

Polifenoles Extragto de Extracto de
propilenglicol agua acetona
Acido galico 10-40 8-30
Acido 2-4-6-trihidrobenzoico 1-3 1-30
Acido caftarico 4-7 0,14
Procianidinas B1+B2+C1 60-130 100-280
Catequina 50-70 60-130
Galato de epigalocatequina 0,1-3 0,11,2
Epicatequina 50-70 10-150
Galato de epicatequina 3-20 15-50
Quercetina-3-glucuronido 10-25 30-65
Quercetina-3-rutindsido 0,2-1 2-5
Quercetina-3-glucésido 10-25 30-120
Kaempferol 0,1-3 0,1-2,5
Quercetina 1-5 0,115

Ejemplo 3. Actividad antibacteriana de los extractos.

Se han realizado ensayos antimicrobianos in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana de

los extractos polifendlicos de la invencion.

Metodologia

Las pruebas antimicrobianas se realizaron de acuerdo con las recomendaciones EUCAST,
utilizando el meétodo colorimétrico/fluorométrico Alamar-Blue y leyendo las placas por
fluorometria. La metodologia implica la incubacion de las células en caldo Miiller-Hinton
suplementado con diferentes concentraciones (que van del 0,625 al 20%) de la sustancia
antimicrobiana que se desea evaluar y la cantidad adecuada de resazurina. Esta molécula no
fluorescente se convierte en la molécula fluorescente resorufina en presencia de células
metabodlicamente activas. Esta reaccion permite cuantificar la cantidad de células vivas

midiendo la fluorescencia liberada por la resorufina producida durante el proceso.
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Este protocolo ofrece valores de Concentraciones Bactericidas Minimas (Minimum
Bactericidal Concentrations (MBC)), por lo que se calcula la Concentracion Inhibitoria Minima
(Minimum Inhibitory Concentration (MIC)) como el valor medio entre la MBC y la concentracion
inmediatamente anterior ensayada. Los valores de IC50 (la concentracion de extracto que
inhibe el crecimiento de la mitad de un inéculo de la bacteria ensayada) se han obtenido

utilizando el programa IC50 calculator (AAT Bioquest).

Los microorganismos ensayados incluyeron cepas bacterianas grampositivas, siendo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 la cepa de referencia y Streptococcus uberis ATCC
19436 el principal microorganismo objetivo; ya que la mastitis esta causada, entre otras, por
dicha bacteria, la cual invade el tejido mamario provocando una inflamacion de la glandula

mamaria.

Resultados

Los resultados del efecto antimicrobiano de los extractos, evaluado en ensayos por triplicado,

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de los diferentes extractos en las cepas S. aureus y S.
uberis. IC50 es la concentracion de extracto responsable del 50% de la inhibicion bacteriana.
IC50 (%) es el porcentaje de dilucién del extracto responsable del 50% de la inhibicion
bacteriana. MIC (concentracion inhibitoria minima) es la concentracion mas baja de extracto
que inhibe el crecimiento de las bacterias, después de su incubacién. Asimismo, MIC(%) es
el porcentaje de dilucién del extracto mas bajo que inhibe el crecimiento de las bacterias,

después de su incubacion.

Extracto S. aureus (Gram +) S. uberis (Gram +)
IC50 (%) MIC (%) IC50 (%) MIC (%)

Propilenglicol/agua 1,79 <5 7,5 <10

acetona 0,33 <0,625 1,88 <25

Ejemplo 4. Preparacion de formulaciones intramamarias.

Emulsioén de aceite de parafina en agua cargado con el extracto de propilenglicol:agua.
Se desarrolld6 una emulsion de aceite de parafina en agua (O/W) utilizando el aceite de
parafina como fase oleosa y el extracto de 1:1 propilenglicol:agua (PG:W) como fase acuosa
en una proporcion de 1:0,3. Se utilizd6 Tween 80 al 2,5% (v/v) como surfactante. Los
componentes y proporciones de la formulacion se seleccionaron de acuerdo con el balance
hidréfilo-lipofilico (HLB). Para la preparacion de 10 mL de formulacion se utilizaron 2,25 mL

de extracto PG: W, 7,5 mL de aceite de parafina y 0,25 mL de Tween 80. Ambas fases (y el
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surfactante) se mezclaron utilizando un homogeneizador de alta cizalladura (Ultra-Turrax, IKA)
a 10.000 rpm durante 5 minutos.

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de la formulacién para evaluar su estabilidad
y propiedades. El comportamiento reoldgico de las formulaciones junto con el pH, el signo de
la emulsion, el tamafio de globulo y la miscibilidad con la leche se evaluaron y se describen
en la Tabla 4.

El pH se evalué empleando un pH-metro Hanna Instruments equipado con una sonda para
muestras viscosas (HI1053B).

La jeringabilidad de la formulacién a temperatura ambiente se evalué utilizando un Analizador
de Textura TA XT Plus (Surrey, Reino Unido), calculando el trabajo necesario para expulsar
la formulacién cargada en canulas intramamarias. En resumen, las canulas se cargaron con
la formulacién evitando la formacion de burbujas de aire. Luego, se colocaron verticalmente
sobre un soporte y el émbolo del texturémetro descendié a 2 mm/s, presionando el pistén de
la canula a una distancia de 2 cm. Todas las mediciones se realizaron seis veces.

La viscosidad se evalud utilizando un reémetro AR1000-N (TA Instruments, Reino Unido). Se
utilizé una geometria de cono-plato de 6 cm & y 2.1° para registrar los médulos de
almacenamiento (G') y pérdida (G") a una frecuencia angular de 5 rad/s.

El signo de la emulsion se identificé utilizando una camara de Neubauer tifiendo la fase oleosa
con Sudan Ill. El tamafio y la dispersion de tamafno de glébulo se evaluaron de acuerdo con
el método USP utilizando dispersion dinamica de luz empleando un Zetasizer Pro (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido). Las muestras se diluyeron con agua Milli-Q® (1:1000),
se colocaron en una celda especifica (DTS 1070) y se midieron mediante un proceso
automatico de medicion. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. La miscibilidad con
la leche se evalud observando cualquier separacion de fases después de la dilucién de las
formulaciones con leche.

Se prepararon ademas formulaciones estériles mediante dos estrategias; 1) empleando los
componentes de las formulaciones estériles y formulado los sistemas en aséptico empleando
una cabina de flujo laminar o 2) esterilizando las formulaciones empleando una estrategia de
esterilizacion terminal mediante radiacion gamma con una radiacion de 25kGy. En ambos
casos el extracto se basific6 empleando NaOH 10M hasta alcanzar un pH de
aproximadamente 7. Para la formulacién en aséptico el extracto, se filtré por un filtro de 0,22
Mum para esterilizarlo de igual manera que la solucion de surfactantes mientras que el aceite
de parafina se esterilizé por calor seco. El homogeneizador de alta cizalladura utilizado para
la mezcla también fue previamente esterilizado utilizando etanol. La Tabla 4 muestra los

resultados de las formulaciones no estériles o siguiendo ambas estrategias de esterilizacion.

37



10

15

20

ES3041155A1

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la emulsién de aceite de parafina y el extracto de

propilenglicol:agua.

G Formulacion en Esterilizacion
Esterilizacion - o .
aséptico terminal
Jeringabilidad (Pa-s) 342,10 £ 14,00 - -
Viscosidad a 22 °C (Pa-s) 35,00 + 5,34 21,54 + 2,64 -
pH 4,74 + 0,02 5,84 +0,10 4,56
Signo de la emulsién o/w o/w o/w
Tamafio de glébulo (nm) 3660,8 + 28,6 4387,8 + 54,7 5223,3 +212,6
Dispersion del(’s[r)r;)ano de glébulo 0.3+ 0.1 0.2+ 0,0 0.2+ 0,1
Miscible con la leche Si Si Si

Las propiedades de flujo de las formulaciones se analizaron en comparacion con dos
formulaciones intramamarias comerciales aprobadas para el tratamiento de la mastitis bovina,
la formulacion comercial 1 (llovet-clox®, cuya composicion por jeringa comprende 250 mg de
sulfato de neomicina y 500 mg de cloxacilina benzatina 500 mg) y la formulaciéon comercial 2
(Mammicurine 800%®, para inyeccion intramamaria, que comprende 0,25 mL Calendula
officinalis, 0,25 mL Solanum lycopersicum, 0,04 mL Echinacea, 0,25 mL Phytolacca
americana, y 0,10 mL Solidago virgaurea L), empleando un redmetro de esfuerzo controlado
AR1000-N (TA Instruments, Reino Unido). Se emple6 un barrido de frecuencia entre 0,05 y
50 rad/s y un estrés oscilatorio de 0,1 Pa con una geometria de cono-platode 6 cm Jdy 2.1°.
La Figura 1 muestra el comportamiento similar entre las formulaciones desarrolladas y las
comercializadas.

Las propiedades de flujo fueron muy similares a las obtenidas para las formulaciones
comerciales mostrando un comportamiento en el que al incrementar la fuerza de cizalla se
disminuye la viscosidad facilitando la administracion de la formulacion.

Las formulaciones sin esterilizar fueron caracterizadas de nuevo a tiempos posteriores (tras
1, 3 y 6 meses) para evaluar su estabilidad. La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para
las formulaciones no estériles a diferentes tiempos tras su almacenamiento a 4°C. Las

formulaciones fueron estables durante al menos seis meses.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de las emulsidon de aceite de parafina y el extracto de

propilenglicol:agua evaluadas a diferentes tiempos.

Tiempo 1 mes 3 meses 6 meses
Viscosidad a 22 °C (Pa-s) 34,46 + 6,37 45,92 + 16,09 18,59 + 4,57
pH 4,25 + 0,03 4,22 £ 0,04 4,75 £ 0,06
Signo de la emulsién o/w o/w o/w
Tamafio de glébulo (nm) 5597,2 + 938,6 4128,4 +722,8 2610,8 + 758,7
Dispersion del(’s[r)r;)ano de glébulo 0.3+ 0,1 0.4+ 0,1 0.2+ 0,1
Miscible con la leche Si Si Si
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Emulsion de aceite de cacahuete en agua cargado con el extracto de
propilenglicol:agua

Se desarrollé una emulsién de aceite de cacahuete en agua utilizando el balance hidréfilo-
lipofilico HLB. En este caso se requirieron dos surfactantes: un surfactante acuoso y un
surfactante oleoso, siendo los componentes finales Tween 80 4,60% (v/v) y Span 65 15,80%
(v/v). El aceite de cacahuete fue el componente de la fase oleosa y el extracto de
propilenglicol:agua (PG:W) fue la fase acuosa en una proporcion de 1:0,3. Para la preparacion
de 10 mL de formulacién se utilizaron 1,84 mL de extracto PG:W, 6,12 mL de aceite de
cacahuete, 0,46 mL de Tween 80 y 1,58 mL de Span 65. Ambas fases se mezclaron utilizando
un homogeneizador de alta cizalladura (Ultra-Turrax, IKA) a 10.000 rpm durante 5 minutos en
un bafio de hielo. Las propiedades de la formulacion se caracterizaron como se describid
previamente para la emulsion de aceite de parafina. La Tabla 6 muestra los datos

experimentales obtenidos.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de la emulsion de aceite de cacahuete y el extracto de

propilenglicol:agua. Formulacion sin esterilizar.

Jeringabilidad (Pa-s) 545,30 £ 72,40
Viscosidad a 22 °C 913,90 + 425,60
(Pa-s)
pH 4,60 + 0,00
Signo de la emulsién o/w
Miscible con la leche Si

Las formulaciones no fueron estables durante mas de un mes cuando se almacenaron a 4°C.

Dispersion polimérica cargada con el extracto de propilenglicol:agua

Se probaron diferentes dispersiones poliméricas preparadas utilizando el extracto de
propilenglicol:agua para el manejo de la mastitis. Para la preparacion de 10 mL de formulacion
se utilizaron 9,6 mL de extracto PG:W y 0,4 g de Carbopol 974. La dispersion polimérica se
obtuvo afiadiendo el polimero sobre el extracto seguido de su homogeneizacion empleando
un Silverson L4R. La formulacién fue completamente caracterizada como se describié para
los ejemplos anteriores y los datos experimentales obtenidos se muestran en la Tabla 7.

Se prepararon ademas formulaciones estériles mediante dos estrategias: 1) empleando los
componentes de las formulaciones estériles y formulado los sistemas en aséptico empleando
una cabina de flujo laminar o 2) esterilizando las formulaciones empleando una estrategia de
esterilizacion terminal mediante radiacion gamma a con una radiacion de 25kGy. En este caso
las dispersiones poliméricas fueron basificadas empleando NaOH 10M previo a la radiacion.
Para la formulacion en aséptico, el extracto se filtré por un filtro de 0,22 uym para esterilizarlo,

mientras que el polimero se esterilizé por radiacion UV en la propia cabina de flujo laminar. El
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homogeneizador de alta cizalladura utilizado para la mezcla también fue previamente
esterilizado utilizando etanol 70%.
La Tabla 7 muestra los resultados de las formulaciones no estériles o siguiendo ambas

estrategias de esterilizacion.

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas de las dispersiones poliméricas Carbopol 4%

conteniendo propilenglicol:agua.

e Formulacién en Esterilizacion
Esterilizacion - .o )
aséptico terminal
Jeringabilidad (Pa-s) 348,90 + 26,20 - -
Viscosidad a 22 °C 3430+7,10 34,28 + 6,07 -
(Pa-s)
pH 3,84 £ 0,02 3,68 + 0,01 6,20 £ 0,16
Miscible con la leche Si Si Si

Las propiedades de flujo de las formulaciones se analizaron en comparacion con dos
formulaciones intramamarias comerciales aprobadas para el tratamiento de la mastitis bovina
(formulaciéon comercial 1 y 2) tal y como se describié anteriormente. Las propiedades de flujo
fueron muy similares a las obtenidas para las formulaciones comerciales mostrando un
comportamiento en el que al incrementar la fuerza de cizalla se disminuye la viscosidad
facilitando la administracion de la formulacion (grafica omitida por ser similar a la Figura 1).

Las formulaciones sin esterilizar fueron caracterizadas de nuevo a tiempos posteriores (tras
1, 3 y 6 meses) para evaluar su estabilidad. La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos para
las formulaciones no estériles a diferentes tiempos tras su almacenamiento a 4°C. Las

dispersiones poliméricas fueron estables durante al menos seis meses.

Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas de las dispersiones poliméricas de Carbopol al 4% y el

extracto de propilenglicol:agua evaluadas a diferentes tiempos.

Tiempo 1 mes 3 meses 6 meses
Viscosidad a 22 °C 39,01 +12,38 42,03 + 13,53 14,89 + 1,95
(Pa-s)
pH 3,34 + 0,09 3,29 + 0,05 3,97 £ 0,07
Miscible con la leche Si Si Si

Emulsion de aceite de parafina en agua cargado con el extracto de acetona volatilizado
Se desarrollé6 una emulsion de aceite de parafina en agua (O/W) utilizando el aceite de
parafina como fase oleosa y el extracto de acetona (AC), tras la evaporacion del disolvente,
como fase acuosa en una proporcion de 1:0.3 La evaporacion de la acetona tras la extraccion

dio lugar a una dispersion acuosa. El extracto se basific6 empleando NaOH 10M hasta
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alcanzar un pH de aproximadamente 7, se filtré por un filtro de 0,22 um para esterilizarlo de
igual manera que la solucién de surfactantes, mientras que el aceite de parafina se esterilizd
por calor seco. Para la emulsificacion se utiliz6 Tween 80 al 2,5% (v/v) como surfactante, y
los componentes de la formulacién se seleccionaron de acuerdo con el balance hidréfilo-
lipofilico HLB. Para la preparaciéon de 10 mL de formulacién se utilizaron 2,25 mL de extracto
AC, 7,5 mL de aceite de parafina y 0,25 mL de Tween 80. Ambas fases se mezclaron en una
cabina de flujo laminar utilizando un homogeneizador de alta cizalladura (Ultra-Turrax, IKA),
previamente esterilizado con etanol, a 10,000 rpm durante 5 minutos. Estas formulaciones
preparadas en aséptico se caracterizaron en cuanto a propiedades fisicoquimicas como se
menciond anteriormente. Alternativamente se prepararon formulaciones con igual
composicion, pero sin sufrir los procesos de esterilizacion previa de los materiales. En estos
casos, las formulaciones sufrieron una esterilizacion terminal mediante radiacion gamma con
una dosis de 25kGy. Las propiedades de las formulaciones esterilizadas por ambas

estrategias se describen en la Tabla 9.

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas de la emulsién de aceite de parafina y el extracto de

acetona volatilizado.

e Formulaciéon en Esterilizacion
Esterilizacion . e )
aséptico terminal
Viscosidad a 22 °C 28.15 + 0,85 -
(Pa-s)
pH 6,27 + 0,02 418
Signo de la emulsién Oo/w o/w
Tamafio de glébulo (nm)| 3643,3 £ 721,7 1982,5+715,5
Dispersién del tamario de
glébulo (PDI) 0,2 i-’0,0 0,7 i’0,3
Miscible con la leche Si Si

Las propiedades de flujo de las formulaciones se analizaron en comparacion con dos
formulaciones intramamarias comerciales aprobadas para el tratamiento de la mastitis bovina
(formulaciéon comercial 1 y 2) tal y como se describio anteriormente. Las propiedades de flujo
fueron muy similares a las obtenidas para las formulaciones comerciales mostrando un
comportamiento en el que al incrementar la fuerza de cizalla se disminuye la viscosidad

facilitando la administracion de la formulacion (grafica omitida por ser similar a la Figura 1).

Dispersion polimérica cargada con el extracto de acetona volatilizado
Se desarrollaron jeringas intramamarias de tipo dispersién polimérica empleando como base
el polimero Carbopol 974 al 4% (p/v). Para la preparacion de 10 mL de formulacion se

utilizaron 9,6 mL de extracto AC y 0,4 g de Carbopol 974. La dispersion polimérica se obtuvo
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afiadiendo el polimero previamente esterilizado por radiacion UV sobre el extracto
previamente esterilizado a través de filtros de 0,22 ym seguido de su homogeneizacién en
cabina de flujo laminar. Estas formulaciones preparadas en aséptico se caracterizaron en
cuanto a propiedades fisicoquimicas como se menciondé anteriormente. Alternativamente se
prepararon formulaciones con igual composicion, pero sin sufrir los procesos de esterilizacion
previa de los materiales. En estos casos, las formulaciones sufrieron una esterilizacion
terminal mediante radiacion gamma con una radiacion de 25kGy. En este caso las
dispersiones poliméricas fueron basificadas empleando NaOH 10M previo a la radiacién. Las
propiedades de las formulaciones esterilizadas por ambas estrategias se describen en la
Tabla 10.

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas de las dispersiones poliméricas conteniendo el extracto

de acetona volatizado.

e Formulaciéon en Esterilizacion
Esterilizacion . . )
aséptico terminal
Viscosidad a 22 °C 13,36 + 1,10 23,86
(Pa-s)
pH 3,40+0,13 5,70 £ 0,36
Miscible con la leche Si Si

Las propiedades de flujo de las formulaciones se analizaron en comparacion con dos
formulaciones intramamarias comerciales aprobadas para el tratamiento de la mastitis bovina
(formulaciéon comercial 1 y 2) tal y como se describié anteriormente. Las propiedades de flujo
fueron muy similares a las obtenidas para las formulaciones comerciales mostrando un
comportamiento en el que al incrementar la fuerza de cizalla se disminuye la viscosidad
facilitando la administracion de la formulacion (grafica omitida por ser similar a la Figura 1).

La dispersion polimérica se mantuvo estable durante tres meses a 4°C.

Ejemplo 5. Actividad antimicrobiana de las formulaciones intramamarias que comprenden los

extractos.

Se han realizado ensayos antimicrobianos in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana de
las formulaciones descritas en el ejemplo 4, que comprenden los extractos polifendlicos de la

invencion.
El protocolo experimental fue el descrito en el ejemplo 3.

Los resultados del efecto antimicrobiano de las formulaciones, evaluado en ensayos por

triplicado, se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Actividad antimicrobiana de las formulaciones descritas arriba esterilizadas
mediante radiacion gamma en la cepa S. aureus y S. uberis. IC50 es la concentracion de
extracto responsable del 50% de la inhibicion bacteriana. IC50 (%) es el porcentaje de dilucién
del extracto responsable del 50% de la inhibicién bacteriana. MIC (concentracion inhibitoria
minima) es la concentracion mas baja de extracto que inhibe el crecimiento de las bacterias,
después de su incubacién. Asimismo, MIC(%) es el porcentaje de dilucion del extracto mas
bajo que inhibe el crecimiento de las bacterias, después de su incubacion. n/a hace referencia

a no aplicable ya que el numero de células viables superd el 50%.

Formulacion S. aureus (Gram +) S. uberis (Gram +)
IC50 (%) MIC (%) IC50 (%) MIC (%)
Emulsion de aceite de
parafina en agua cargado n/a > 55.56 n/a > 55.56

con el extracto de
propilenglicol:agua
Dispersién de extracto de
propilenglicol:agua y 2,70 <20 1,94 >20
Carbopol 974 al 4% (p/v)
Emulsion de aceite de
parafina en agua cargado

n/a > 55,56 n/a > 55,56
con el extracto de acetona
volatilizado
Dispersién de extracto de
acetona volatilizado y <0,625 <0,625 0,71 <1,25

Carbopol 974 al 4% (p/v)
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REIVINDICACIONES

Extracto de uva blanca, caracterizado porque comprende acido galico, acido 2-4-6-
trinidrobenzoico, acido caftarico, procianidina B1, procianidina B2, procianidina C1,
catequina, galato de epigalocatequina, epicatequina, galato de epicatequina, quercetina-

3-glucuroénido, quercetina-3-rutindsido, quercetina-3-glucésido, kaempferol y quercetina.

Extracto segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de acido galico de entre 10 y 40 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 5 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 4 y 7 mg/L de extracto;
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto;
- una concentracién de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epicatequina de entre 3 y 20 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 1,0 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 3,0 mg/L de extracto; y/o

- una concentracion de quercetina de entre 1,0 y 5,0 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque comprende:

- una concentracién de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque comprende:

- una concentracion de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque comprende:

- una concentracién de galato de epicatequina de entre 5 y 20 mg/L de extracto.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;

- una concentracion de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto; y

- una concentracion de galato de epicatequina de entre 5 y 20 mg/L de extracto.
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Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque comprende:
- una concentracion de acido galico de entre 10 y 40 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido 2-4-6-trihidrobenzoico de entre 1 y 3 mg/L de extracto;
- una concentracion de acido caftarico de entre 4 y 7 mg/L de extracto;
- una concentracion de procianidinas B1+B2+C1 de entre 60 y 130 mg/L de extracto;
- una concentracion de catequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
- una concentracion de galato de epigalocatequina de entre 1 y 3 mg/L de extracto;
- una concentracién de epicatequina de entre 50 y 70 mg/L de extracto;
- una concentracién de galato de epicatequina de entre 5y 20 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucurénido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-rutindsido de entre 0,2 y 1 mg/L de extracto;
- una concentracion de quercetina-3-glucésido de entre 10 y 25 mg/L de extracto;
- una concentracion de kaempferol de entre 0,1 y 3 mg/L de extracto; y

- una concentracion de quercetina de entre 1 y 5 mg/L de extracto.

Procedimiento para la obtencion de un extracto de uva blanca caracterizado porque

comprende las etapas de:

a) Proporcionar una mezcla que comprende orujo de uva blanca y opcionalmente un

dispersante;

b) Someter la mezcla a una elucién con un disolvente que comprende propilenglicol y/o

acetona;
c) Recoger el extracto de uva blanca obtenido tras la elucion; y
d) Opcionalmente, eliminar el disolvente.

Procedimiento segun la reivindicacion 9, caracterizado porque en la etapa (a) se emplea

un dispersante.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, caracterizado porque
en la etapa (a) se emplea un dispersante seleccionado de entre el grupo constituido por

arena, florisil, C18, alumina y silica gel.

Procedimiento segun la reivindicacion 9 a 11, caracterizado porque el disolvente

comprende propilenglicol o acetona.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizado porque

el disolvente también comprende agua.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado porque,

tras recoger el extracto de uva blanca, la etapa (c) comprende ademas la recirculacion
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del eluato obtenido, por la mezcla de la etapa (a).

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizado porque
comprende la etapa adicional (d), llevada a cabo después de la etapa (c), de reduccion

de disolvente.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, caracterizado porque

la etapa (d) comprende un paso de evaporacion, liofilizacion y/o secado por pulverizacion.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16, caracterizado porque
la etapa (d) comprende la eliminacion de disolvente hasta una cantidad final de no mas

de un 20%, preferiblemente no mas de un 1% de disolvente.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 17, caracterizado porque
la etapa (d) comprende un paso de evaporacién de disolvente, seguido de un paso de

liofilizacion y/o secado por pulverizacion produciendo asi el extracto sdlido.

Extracto de uva blanca caracterizado porque es un extracto obtenible segun una

cualquiera de las reivindicaciones 9 a 18.

Composiciéon farmacéutica caracterizada porque es una composicion para administracion
intramamaria que comprende, como principio activo, el extracto de uva blanca definido

en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o el extracto definido en la reivindicacion 19.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 20, caracterizada porque es una

composicion inyectable.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 21,

caracterizada porque es una emulsién o dispersion.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22,
caracterizada porque es una emulsién que comprende una fase acuosa, una fase oleosa

y un surfactante, en la cual:

- la fase acuosa comprende agua purificada para inyeccién, etanol, isopropanol,

propanol, propilenglicol, o mezclas de los mismos; y/o
- lafase oleosa comprende aceite de parafina.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23,
caracterizada porque comprende un polimero biodegradable de carboxipolimetileno
Carbopol®.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24,

caracterizada porque es para administracion en un mamifero no humano, preferiblemente
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vacas, camellos, bufalas, cabras u ovejas.

Jeringa intramamaria que comprende la composicion farmacéutica segun cualquiera de

las reivindicaciones 20 a 25.

Jeringa intramamaria segun la reivindicacion 26, caracterizada porque comprende un

polimero biodegradable de carboxipolimetileno Carbopol®.

Composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de mastitis en
un mamifero no humano, caracterizada porque es una composicién para administracion
intramamaria que comprende, como principio activo, el extracto de uva blanca definido

en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o el extracto definido en la reivindicacion 19.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 28, caracterizada porque

comprende un polimero biodegradable de carboxipolimetileno Carbopol®.

Extracto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o segun la reivindicacion 19, para

su uso en el tratamiento y/o la prevencion de mastitis en un mamifero no humano.
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