ES 2 664 444 B1

Gint. cl.;

AG61K 33/04
A23L 2/52

A23L 33/16
AB1P 39/06

® PATENTE DE INVENCION

(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Numero de publicacion: 2 664 444

@Numero de solicitud: 201600901

Bl

@ Fecha de presentacion: @ Titular/es:

19.10.2016 UNIVERSIDAD DE SEVILLA (100.0%)
Direcciéon General de Transferencia del
Conocimiento Paseo de las Delicias s/n Pabelléon

Fecha de publicacion de la solicitud:
de Brasil

19.04.2018 41013 Sevilla (Sevilla) ES

- Inventor/es:
Fecha de concesion: @

18.01.2019

Fecha de publicacion de la concesion:

OJEDA MURILLO, Maria Luisa;
NOGALES BUENO, Fatima;

DIAZ CASTRO, Javier;

MURILLO TARAVILLO , Maria Luisay
25.01.2019 CARRERAS SANCHEZ , Olimpia

Titulo: Uso del selenito sddico para elaborar un suplemento nutricional, una bebida o un
medicamento para reparar el dafio en el DNA provocado por el exceso de consumo de

alcohol agudo

@Resumen:

La invencién se refiere al uso de Selenio como
selenito sodico, de formula (Na,SeOs) que es la forma
inorgdnica mas comun de suplemento nutricional,
derivados o cualquiera de sus combinaciones en la
elaboracién de un suplemento nutricional, bebida y/o
medicamento para la prevencién o la reparacion del
dafio celular, en concreto de la prevencion del dafio de
DNA provocado por alcohol. Tiene su aplicacién en el
sector farmacéutico, concretamente en el de los
alimentos funcionales.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.




10

15

20

25

30

ES 2 664 444 B1

DESCRIPCION

Uso del selenito sédico para elaborar un suplemento nutricional, una bebida o un
medicamento para reparar el dafio en el DNA provocado por el exceso de consumo

de alcohol agudo.
Objeto de la invencion

La invencion se refiere al uso de Selenio como selenito sodico, de formula (Na,SeO3)
gue es la forma inorganica mas comun de suplemento nutricional, derivados o
cualquiera de sus combinaciones en la elaboracién de un suplemento nutricional,
bebida y/o medicamento para la prevencion o reparacion del dafio celular, en concreto
de la prevencion del dafio de DNA provocado por alcohol. Tiene su aplicacion en el

sector farmacéutico, concretamente en el de los alimentos funcionales.
Estado de la técnica

El término binge drinking (BD) o botellén, en Espafia, se asocia a una ingesta de
alcohol aguda de 4 (mujer) o 6 (hombres) bebidas, en un tiempo de 4-6 horas,
alcanzando unos niveles de alcohol en sangre de 0.08 g/L, estando este patron
intercalado por algunos dias de abstinencia. Este patron de consumo produce
numerosas consecuencias sociales y esta relacionado con diversas patologias, entre
ellas, alteraciones en el sistema nervioso central y diversas enfermedades

cardiovasculares, algunas de ellas relacionadas con el estrés oxidativo.

El organismo presenta tres vias mediante las cuales se produce el metabolismo del
alcohol: la alcohol deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomal oxidativo del etanol
(SMOE) y la catalasa (CAT) (1), cada una de estas vias lleva a la formacién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y, por lo tanto, al desbalance del estado
oxidativo (2). En el consumo agudo tipo BD se produce una mayor activacion del
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), isoforma del SMOE, lo que induce a una mayor
produccion de radicales libres que satura los sistemas antioxidantes del organismo,
favoreciendo la oxidacién de las biomoléculas y desembocando finalmente en dario
celular (3), alterando la sintesis y metilacion del DNA (4). En concreto, nuestro grupo
de investigacion (CTS-193) ha encontrado un desequilibrio del glutation (GSH)
hepatico y una disminucién de la actividad de la glutatién peroxidasa (GPx), aumentos
de la CAT y superoxido dismutasa (SOD) y un aumento de la NAPH oxidasa en un
nuevo modelo de ratas adolescentes expuestas a BD (5). Ademas hemos

comprobado que el alcohol crénico “per se”, y no sélo la malnutricién, produce
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deficiencia de Selenio (Se), pues al generar especies reactivas de oxigeno (ROS) el

organismo consume Se para sintetizar la enzima antioxidante GPx (6).

El selenio (Se) es un micronutriente esencial, presente en numerosos alimentos al que
se le ha conferido un importante papel como antioxidante ya que forma parte de mas
de 25 selenoproteinas, entre las que se encuentra la familia de las glutation peroxidasa
(GPx) (7). Se postula que el Se modula el estrés oxidativo, principalmente, a través de
las diferentes GPxs, reduciendo los niveles de peroxido de hidrégeno, lipidos y
fosfolipidos hidroperodxidos (8). Por esta razdn, entre otras, la deficiencia de Se ha sido
relacionada con diversas alteraciones, como el cancer, el deterioro de las funciones
inmunes, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y la enfermedad alcohdlica
(9), entre otras. Algunas de ellas relacionadas con el estrés oxidativo y la estabilidad
del DNA. De hecho, un aumento de la inestabilidad genomica, inherente o inducida por
algun factor exégeno ha sido considerada como uno de los principales factores que

conducen a una transformacién neoplasica (10).

En este contexto, recientemente, este grupo de investigacion ha demostrado que en
ratas adolescentes que consumen alcohol en forma de BD, existe disminuciéon de la
estabilidad del DNA, ademas la homeostasis de Se también esta alterada, sin que
exista malnutricion en estas ratas. Asi se observa una deplecion de Se en suero e
higado proporcional a una menor actividad de la GPx3 en suero y GPx1 en higado.
Todo esto podria estar relacionado con la baja expresion de NFKB en el higado, factor
transcripcional que juega un papel muy importante en los procesos inflamatorios y

apoptoticos (11).

Pocos estudios se refieren a la problematica del fenédmeno “botellén” de jovenes
adolescentes sobre el estado del Se y de las selenoproteinas, y su accion antioxidante
frente al alcohol. Tras revisar la literatura no hemos encontrado estudios que indiquen
gue un suplemento de Se a los jovenes con consumo de alcohol tipo botelléon, y menos
aun no hay indicios que el Se actue previniendo el dafio celular, en concreto el dafio
en el DNA, evitando la rotura de la doble hélice del DNA provocada por un consumo
agudo tipo BD, con el consiguiente beneficio que supondria a la sociedad esta
suplementacion econémica y eficaz a los jovenes que hacen el botellén, que podrian,
finalmente, evitar un dafio organico en la adolescencia sometida al botellon, pudiendo
ser beneficioso para el resto de su vida. En la bibliografia consultada, hemos
encontrado solo 4 patentes relativas a los métodos de administracién de Se. Sin

embargo, no hemos encontrado ninguna patente dedicada al suplemento de selenio y
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la ingesta de alcohol aguda tipo botellon. En cuanto a los trabajos publicados hay
algunos que reportan que el Se tiene efecto neuroprotector y otros que concluyen que
el Se previene el estrés oxidativo provocado por el alcohol, aumentando las enzimas
antioxidantes. La diferencia de estos trabajos con el que se presenta en la Memoria,
es que la forma y ruta de administracion del alcohol asi como la dosis empleada es
muy diferente a la empleada por nuestro grupo en este consumo agudo “tipo botellén”,
y que ninguno de estos trabajos mide el dafio del DNA y menos aun como un
suplemento de Se a los jévenes puede revertir este dafio en el DNA, provocado por el
botellon, a través de un aumento de la enzima antioxidante GPx, que disminuye las
EROs, y/o a traves del glutation (GSH), del ciclo de la metionina. Todos los demas
trabajos encontrados, que trabajen con este suplemento y el estado de alcohol agudo,

han sido los publicados y firmados por nuestro grupo (5,6,11,12-18)

Por todo esto en esta Invencion presentamos al suplemento de Se, en forma de
selenito sbédico, como una alternativa terapéutica frente al dafio oxidativo en
biomoléculas y, principalmente, en la prevencion o reparacion del dafio celular,
manifestado por la inestabilidad del DNA causada por el exceso de consumo de

alcohol agudo, que pudiera repercutir en un dafio organico.
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Descripcion de las figuras

Figura 1. Clases de Comets posibles (0 para ausencia de dafo y 4 para maximo
dafo).

Figura 2. Efectos del Suplemento de Selenio sobre el Porcentaje de Fluorescencia en
la Cabeza del COMET (representando el porcentaje de DNA en la cabeza) en
linfocitos de sangre periférica tras el Binge drinking. Los resultados se expresan como
la media + SEM. Significacion estadistica: A vs C: *** P<0.001; ASE vs A: """P<0.001

Figura 3. Efectos del Suplemento de Selenio sobre el Porcentaje de Fluorescencia en
Cola (representando el porcentaje de DNA en la cola) en los linfocitos de sangre
periférica tras el Binge drinking. Los resultados se expresan como la media + SEM.
Significacion estadistica: A vs C: *** P<0.001; ASE vs A: """P<0.001

Figura 4. Efectos del Suplemento de Selenio sobre el OTM en los linfocitos de sangre
periférica tras el Binge drinking. Los resultados se expresan como la media + SEM.
Significacion estadistica: A vs C: *** P<0.001; ASE vs A: """P<0.001

Figura 5. Efectos del Suplemento de Selenio sobre los niveles de Glutation hepatico
(GSH) (umol/g tejido) tras el Binge drinking. Los resultados se expresan como la media
+ SEM. Significacién estadistica: A vs C: *** P<0.001; ASE vs A: """P<0.001

Figura 6. Version simplificada de los efectos producidos por el Binge drinking y el
Selenio sobre el metabolismo de la metionina. Binge drinking inhibe 5-
metiltetrahidrofolato, Homocisteina, Cistationenina y GSH e inhibe el paso de

metionina a S-adenosilmetionina. Selenio (Se) favorece la produccion de GSH.

Descripcion de la invencion

La invencion se refiere al uso del Selenito sodico, Na,SeO; para la elaboracion de un

suplemento nutricional, una bebida y/o un medicamento para combatir el dafio en el
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DNA somatico que acompafa al exceso de consumo de alcohol agudo, sobre todo en
los adolescentes. El Selenio, en forma de Selenito sodico, es considerado como un
micronutriente o elemento traza esencial, debido a que no puede ser sintetizado por el
organismo pero es indispensable para su normal funcionamiento. El Selenio se
encuentran en una amplia gama de fuentes dietéticas y su funcion principal es
proteger al organismo frente al dafio oxidativo, ya que forma parte de la Glutation
peroxidasa (GPx). Sin embargo, en determinadas patologias en las que exista
deficiencia de selenio, entre otras el consumo de alcohol crénico o agudo, esta
justificada la suplementacién con este micronutriente ya que estas deficiencias afectan
a las enzimas antioxidantes pudiendo provocar dafio a nivel de la peroxidacion lipidica,
proteica e incluso en la estabilidad del DNA, con rotura de la doble hélice, que es uno
de los tipos mas severos de dafio del DNA. En la invencién que se presenta se ha
suplementado con selenito sddico (Na,SeO;) concomitantemente a un consumo agudo
de alcohol, el botellén, revirtiendo el dafio oxidativo provocado por el botellén, en el
DNA. En concreto retorna la rotura del DNA a valores controles a nivel de la cabeza
del DNA (Head % DNA), de la cola (Tail % DNA) y del Momento Olive de la cola OTM
(Olive Tail Moment), evitando el dafio celular y futuro dafo organico. El mecanismo de
accion podria estar relacionado con el aumento de la enzima antioxidante GPx, que

disminuye las EROs, y/o con el ciclo de la metionina a través del glutation (GSH).

La suplementacion con Se, en forma de selenito sédico, simultdneo a un consumo
agudo tipo binge drinking o botellon, disminuye el porcentaje de fluorescencia medida
en la cola (Tail) y en el OTM de linfocitos de sangre a niveles controles y aumenta el
porcentaje de la cabeza (Head) demostrando que el Selenio tiene un gran poder
preventivo en el efecto deletéreo del alcohol sobre la estabilidad del DNA pudiendo
revertir la rotura de la doble hélice del DNA y con ello el dafio celular pudiendo
finalmente evitar un dafo organico, de peores consecuencias. En concreto, este
efecto podria estar relacionado con el aumento de la GPx o con el papel que el Se
juega en el ciclo de la metionina y la metilacion del DNA, ya que afecta a los niveles de
GSH hepaticos, un intermediario de este ciclo. El suplemento de Se aumenta los

niveles de GSH hepatico favoreciendo la metilacion del DNA.

Asi pues, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de Selenio como selenito
sédico de formula (Na,SeO;) que es la forma inorganica mas comun de suplemento

nutricional, derivados o cualquiera de sus combinaciones en la elaboracion de un
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suplemento nutricional, bebida o medicamento para la prevencién o reparaciéon del

dafio celular, en concreto de la prevenciéon del dafio de DNA provocado por alcohol.

El término “derivado” incluye tanto los compuestos farmacéuticamente aceptables, es
decir derivados de la formula (Na,Se0;), que pueden ser utilizados para la elaboracién
de un medicamento, como los derivados farmacéuticamente no aceptables que
pueden ser utilizados en la preparacion de derivados farmacéuticamente aceptables.
En la presente invencion el término “suplemento nutricional” corresponderia a aquella
sustancia ingerida que necesitaria el organismo para complementar la dieta. El término
‘medicamento” hace referencia a toda sustancia o combinaciéon de sustancias que se
presente como poseedora de propiedades para el tratamiento o prevenciéon de
enfermedades o que pueda usarse o administrarse a seres humanos con el fin de
restaurar, corregir o modificar las funciones fisioldgicas (LEY 29/2006, de 26 de julio, de
garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios. BOE 178, 2006)

Por “dafio celular” en la invencién se refiere a cualquier anormalidad funcional o
estructural de etiologia diversa que afecte a la estabilidad de biomoléculas entre ellas,
el DNA y que finalmente pudiera desembocar en un dafo organico hasta ahora no

estudiado.

El Selenito sédico, suplemento nutricional, derivados o analogos, puede administrarse
de una forma pura a un mamifero y preferiblemente a un humano, o puede
administrase como parte de una composicidn mas compleja, donde la cantidad seria
aquella que mostrara el efecto deseado, siendo en éste caso una cantidad efectiva,
desde 0.25 hasta 0.4 ppm de Selenio, aunque preferentemente 0.4 ppm. Por todo
esto, una persona que necesite el Selenito soddico lo puede ingerir en forma de
composicion farmacéutica o como parte de un suplemento dietético o como una matriz
alimentaria en la que este compuesto o sus derivados se afiaden en una cantidad
efectiva. Este es el caso de: las nueces de Brasil, semillas girasol, pescados (atun,
sardinas, lenguados, salmén), los mariscos, la carnes o visceras, huevos, setas,

granos, cebollas, etc.

Los requerimientos nutricionales de Selenio se relacionan directamente con las
consecuencias adversas que presentan la sobreexposicion y la deficiencia de selenio
en el metabolismo corporal, siendo de gran relevancia para la necesidad de saturar su

capacidad antioxidante, asi como otros desérdenes metabdlicos tipo desequilibrios de
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hormonas tiroideas, enfermedades cardiovasculares, cancer o VIH o enfermedad

alcoholica.

El requerimiento nutricional de Selenio esta en base a las recomendaciones de ingesta
diaria de Selenio, que en modelos animales, el Consejo de Investigaciones
Norteamericano (NRC) 2007, ha establecido una ingesta entre 0.1 ppm a 0.15 ppm de
selenio como necesaria para mantener el maximo rendimiento de la actividad de
Glutation peroxidasa hepatica y soportar el éptimo crecimiento de las ratas de

laboratorio.

Modo de realizacion de la invencion

A continuacion se detalla un ejemplo mediante ensayos realizados de como el
consumo de selenio en forma de selenito es capaz de prevenir el dafio o |la rotura del
DNA asociada al botellén. Para ello se ha estudiado la integridad en la expresion
génica de células eucariotas con propiedades idénticas a otras células somaticas a
partir de la evaluacion de la integridad en el DNA. Asi los efectos que el alcohol y los
suplementos de selenio provocan en el DNA de los linfocitos podran reflejar y
representar, en cierta medida, los efectos del etanol y del Se sobre el organismo. Es
una técnica muy utilizada en la comunidad cientifica para evaluar la genotoxicidad del
alcohol y también se utiliza para monitorizar posibles dafios en el DNA en estudios

epidemiolégicos.

La invencién se llevé a cabo disefiando un estudio tipo experimental prospectivo, en el
que para la realizacion del trabajo los animales (ratas) se distribuyeron, de manera

aleatoria, en cuatro grupos experimentales:

C: rata adolescente alimentada ad libitum con comida y agua y administracion

intraperitoneal (IP) de solucion salina isoténica (SSI);

- A: rata adolescente alimentada ad /ibitum con comida y agua y en sus dias
correspondientes se le administra una solucién de etanol IP al 20% (v/v) en
solucion salina isotonica (3g/Kg/dia);

- CSE: rata adolescente alimentada ad libitum con dieta suplementada con Se y
agua y en los dias correspondientes se les administra IP una SSI;

- ASE: rata adolescente alimentada ad /ibitum con dieta suplementada con Se y
agua y en sus dias correspondientes se le administra una solucion de etanol IP

al 20% (v/v) en solucion salina isoténica (3g/Kg/dia).
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La alimentacion suministrada a los animales consisti6 en una dieta basica
semisintética (2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan
Laboratories, Barcelona, Spain) que cubria todas las necesidades nutricionales y
energéticas, que contiene 0.23 ppm de Se y que fue suministrada ad libitum. Los
grupos suplementados con Se (CSe y ASe) recibieron selenio, en el agua de bebida,
en forma de selenito sodico pentahidratado hasta llegar a 0.4 ppm de Se durante todo
el periodo experimental. El método de alcoholizacidn empleado ha sido la
administracién por via intraperitoneal, tres dias por semana y durante tres semanas,
de etanol (3 g/Kg) en solucién salina al 20% (v/v). Al final del procedimiento se
anestesia con uretano al 28% p/v (0.5 ml/100 g peso) y se extrae la sangre periférica

mediante puncién de la vena caudal.

Para la determinacién del dafio en el DNA se utilizé la variante de Comet alcalino. El
procedimiento consiste en preparar portas de cristal con agarosa (HMP al 1% con
H.O, destilada). Posteriormente se procedié al aislamiento de linfocitos mediante
tratamiento de la muestra de sangre periférica de la vena caudal con tampén fosfato
salino (PBS). En el fondo del eppendorf se deposité Histopaque y se centrifugé
obteniéndose una fase rosa que se traté resuspendiéndola en una segunda tanda de
eppendorffs para eliminar el Histopaque que resulté ser téxico para la célula.
Finalmente se centrifugan las muestras hasta la obtencién de los linfocitos aislados.
Estos se resuspenden en agarosa LMP al 1% en PBS por lo que se embeben las
células en agarosa y se procede a |a lisis de las membranas plasmaticas, con solucion
de lisis y Triton X, para que quedase al descubierto el nucleoide con el material
genético, donde se evalué el posible dafio. Y se procedié a una electroforesis (solucién
alcalina), neutralizacion, para frenar el ataque basico y tincién fluorescente con un
marcador fluorescente ¢ 4 ' 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) y observacion al microscopio
de fluorescencia Leika DMLS. Para finalmente proceder a su cuantificacién, donde se
contabilizaron 100 comets por cada gel, encuadrandoles dentro de cada una de las 5
clases de Comets posibles (0 para ausencia de dafio y 4 para dafio maximo (Figura 1).
Una mayor cantidad de fragmentos de DNA en la cola indicaba un mayor dafio en ésta
biomolécula. Todavia, para un andlisis mas fiables se utilizd la camara Hitachi
empleando el software de imagenes Kinetic Imaging Komet 5.5, que nos permitié usar
los siguientes parametros para la cuantificacion del dafio en el DNA: el porcentaje de
fluorescencia en la cola del comet (representando la fraccion de DNA en la misma),

porcentaje de DNA en |la cabeza (representando la fraccién de material genético en la

10
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misma) y el Olive Tail Moment (que se define como el producto de la longitud de la

cola del comet y la fraccién de DNA en la misma).

OTM= [Media de la cola-media de la cabeza] x % de DNA en cola/100

Los resultados fueron analizados por un programa estadistico (GraphPad InStat 3, CA,
USA) mediante el analisis de la varianza. Una vez realizado el ANOVA one-way se
obtuvo una p<0.001 para los tres parametros estudiados. Posteriormente para las

multiples comparaciones entre las medias se realiza el test de Tukey-Kramer.

En la Figura 2 se aprecia una disminucién del porcentaje de DNA en la cabeza (%
Head DNA) en los animales sometidos a exceso de consumo de alcohol agudo con
respecto a sus controles. Sin embargo un suplemento de Se concomitante al botellon

restablece estos valores % Head DNA.

Como se puede observar en las Figuras 3 y 4 el porcentaje de DNA en la cola (%Tail
DNA) aumenta tras la exposicién de alcohol, con respecto a sus controles. El Olive Tall
Moment (OTM) también estuvo extremadamente aumentado en el grupo alcohol, en
relacién con los controles. Ademas hemos comprobado como un suplemento de
Selenio en forma de selenito, al binge drinking o botellén, puede revertir los % de DNA
en la cola y los OTM hasta valores controles. Este indice resulta particularmente util,
ya que proporciona la medida mas estable para determinar el dafio en el DNA en
términos relativos, porque presenta un mayor grado de uniformidad en dispersiones

cuartiles.

Ademas se determind el glutation (GSH), como antioxidante endégeno y producto de
la metilacion, mostrando que el suplemento de Se concomitantemente a una ingesta
de alcohol tipo botellén aumenta los niveles de glutation (Figura 5).

En conclusion, se ponen de manifiesto que el exceso de consumo de alcohol agudo,
altera la estabilidad del material genético, a diferentes niveles relacionados con el ciclo
de la metionina (Figura 6), provocando dafio en el DNA y por tanto aumenta la
frecuencia de rotura en la doble hélice, lo que hace gque incremente el porcentaje de
DNA en la cola. La ingesta de alcohol, tipo binge drinking o botellén, y un suplemento
simultaneo de selenio podria revertir la inestabilidad del material genético, con la
correspondiente rotura del DNA, disminuyendo asi la rotura en la doble hélice lo que
hace que disminuye el porcentaje de DNA en la cola. Por lo que el Se, en forma de

selenito sodico, tiene un efecto beneficioso en la estabilidad del DNA en los animales
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con ingesta de alcohol tipo binge drinking o botellon probablemente debido a su accién

antioxidante directa o por favorecer la metilacion del DNA a través de la sintesis de
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GSH (Figura 6).
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Reivindicaciones

1:

Uso del Selenito sédico conteniendo desde 0.25 hasta 0.4 ppm de Selenio,
para elaborar una composicion para tratar el dafio en el DNA provocado por
el exceso del consumo de alcohol agudo.

Uso del. Selenito sodico conteniendo desde 0.25 hasta 0.4 ppm de Selenio,
para elaborar una composicion segun la reivindicacion 1, donde la
composicion 1 es un suplemento nutricional.

Uso del Selenito sédico conteniendo desde 0.25 hasta 0.4 ppm de Selenio,
para elaborar una composicion segun la reivindicacién 1, donde la
composicion 1 es una bebida.

Uso del Selenito sédico conteniendo desde 0.25 hasta 0.4 ppm de Selenio,
para elaborar una composicion segun la reivindicacion 1, donde la

composicion 1 es una medicamento.
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N° de solicitud: 201600901

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 06.10.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-4 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-4 NO

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

Base de la Opinién.-

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

N° de solicitud: 201600901

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Guillén Poza, P.A. et al. Acta Physiologica, Vol. 212, pagina 53 01.09.2014
D02 Jotty, K. Alcohol, 2013. Vol. 47, N° 7, paginas 545-552, 31.10.2013
D03 US 2003211172 A1 (JONES JEREMY PARK et al.) 13.11.2003
D04 US 2011250298 A1 (MULLER CHARLES and MULLER CHARLES THOMAS) 13.10.2011
D05 US 2008075710 A1 (CORNETT ERIK T et al.) 27.03.2008
D06 US 5922346 A (HERSH THEODORE) 13.07.1999
D07 WO 0076492 A1 (NUTRI LOGICS INC et al.) 21.12.2000

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

Novedad y actividad inventiva (art. 6.1y 8.1 de L.P. 11/1986)

En el documento D01 se describe el uso de selenito en agua de bebida (a una concentracion de 0,3 ppm) como
antioxidante preventivo para tratar a ratas que se han sometido a un consumo de alcohol agudo.

Aunque este documento no menciona explicitamente que la ingesta del selenito lleve aparejada la proteccion del
DNA, el descubrimiento de que el selenito lleva a cabo esta actividad por parte de los solicitantes, no otorga novedad
al uso del selenito para el tratamiento de la ingesta de alcohol, que ya era conocido en D0O1. Dicho de otra manera,
utilizando el selenito en agua segun el documento D01, es decir, para tratar el alcohol, uno de los efectos producidos
en el individuo al que se le administra, es que protege el DNA de sus células aunque dicho efecto no se haya descrito
en el documento.

Por tanto, el documento D01 afecta a la novedad de las reivindicaciones 1 a 4.

Los documentos D02 a D05 divulgan el uso de selenio para el tratamiento del alcoholismo, la ingesta de alcohol o los
danos ocasionados por dicha ingesta.

La diferencia con la solicitud en estudio es que en estos documentos no se utiliza la misma concentracién y, en
algunos casos, el mismo compuesto de selenio.

Sin embargo, la solicitud no muestra claramente en su descripcion (incluidos los ejemplos) un efecto técnico asociado
al uso de un compuesto de selenio concreto y a la cantidad del mismo utilizada.

En la solicitud se utiliza inicamente el compuesto selenito sédico y se administra disuelto en el agua de beber en una
concentracion de 0,4 ppm. Este dato, por si solo, no permite conocer la cantidad diaria de selenio que se ha ingerido,
y por lo tanto, qué dosis seria adecuada para producir el mismo efecto si el selenio se administrara de otro modo
como, por ejemplo, en un medicamento o en un suplemento nutricional. Por otra parte, la mera determinacién de la
concentracion que resulta en un mejor efecto, no implica actividad inventiva si, como en este caso, tal efecto es
conocido. Se considera que encontrar la concentracion optima es materia de experimentacion rutinaria por parte del
experto en materia que no requiere actividad inventiva.

Por lo tanto, cada uno de los documentos D02 a D05 afecta a la actividad inventiva de las reivindicaciones 1 a 4.

Por ultimo, también es conocido en el estado de la técnica que la administracion de selenio, en sus diversas formas,
reduce el estrés oxidativo y por tanto, evita el dafio producido en el DNA por los radicales 6xidos de cualquier origen,
como por ejemplo, el tabaco (ver documentos D06, columna 3, lineas 41-50, pagina 7, linea 66-pagina 8, linea 26 y
D07, pagina 18, lineas 1-5, pagina 24, linea 25-pagina 26, linea 4).

Dado que ya se ha divulgado en el estado de la técnica, y por tanto es conocido, que la ingesta de alcohol produce
estrés oxidativo, seria evidente para un experto en la materia, utilizar selenio, cuya eficacia en el tratamiento del
estrés oxidativo de cualquier origen esta probada, en el tratamiento de la ingesta de alcohol agudo.

En consecuencia, cualquiera de los documentos D06 o D07 afecta también a la actividad inventiva de las
reivindicaciones 1-4.

En resumen, a la vista de cada uno de los documentos citados en el informe, ninguna de las reivindicaciones 1 a 4
cumple los requisitos de novedad ni de actividad inventiva, es decir, los requisitos de patentabilidad del art. 4.1 de la
L.P de 11/1986.
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