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@ Patente de Invencidn

SOLICITUD DE:
L] Patente de Modelo de Utilidad

@ Capitulo ). |:| Capitulo I,
@ Nombre: NESTEC S.A. IDENTIFICACION
Direccion: Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza. '
Nacionalidad o Domicilio: Vevey, Suiza. C.C. D NIT D
SOLICITANTE o ce. [ oto []
(71) Lugar de Constitucién; Suiza.
Teléfono: 32684270 Fax: 6069701 Cual
E-mail: jllicco@lloredacamacho.com Nimero
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
R cc. X Nt []
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5 CE [ ] Oto [ ]
REPRESENTANTE Bogota, Colombia
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual ___
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa: RAAB, Thomas Wolfgang;
PAGE-ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, René: MARTN-KUAN, Maricel v
PIGUET, Dominique.
INVENTOR(ES) o - o '
(72) Direccion: Route de I'Ancienne Poste 1B, CH-1073 Savigny; Drumcally Lane
5321D, Dublin, Ohio 43017; Chemin de la Segnire 26, CH-1091 Grandvaux:
Bois-Murat 28, CH-1066 Epalinges: 8, rte du Village, Ch-1807 Bionay; Av. Du
Temple 20, CH-1012 Lausanne y Ch. de la Colline 6, CH-1318 Pompaples.
Nacionalidad o Domicilio: Suiza y Estados Unidos de América.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCY/EP2010/050929 Fecha: _27/01/10
Publicacion Internacional No. WO 2010/086331 A3 Fecha: 05/08/10

® Titulo (54)

“COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL

MISMO”
® Clasificacion Internacional (51) A23L 1/30
Prioridad {33) Pafs de Origen {32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Sl & NO D EP 27/01/09 09151383.8

@ Comprobante de Pago No. _11-0059647

Fecha: _20-06-11
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ANEXOS | \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.
Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones. (Dectaracion bajo las Reglas 4.17(i)) y 51bis. 1(a)ii) que acreditan el traspaso de bs inventores al soiictants)

Copia de |a solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones y dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser e caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el ,
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de busqueda internacional, publicacién y documento de indicaciones relacionadas con
microorganismos depositados u otro material bioldgico.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES LEGALES
en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ
para TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD
INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de
dichos abogados para actuar individualmente, se esta presentando con
esta solicitud. En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de
cada uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

MU;W

IA LLOREDA RICAURTE -
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 143/10 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES,
EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 17 DE
MARZO DE 2010 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E. 193849 DE BOGOTA,
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No.2680/91 DEL 19

DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA.

APOSTILLA
< ey
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1964} & o
Loz o
1.-  Pais: Suiza B AR
— m
3 B ve =2
Py 53 e s
El presente documento puiblico I =
L)
2. - ha sido firmado por Jean-Daniel RUMPF Gy @
3.~ obrando en calidad de Notario en Vevey
4.-  con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario .
T P
CERTIFICADO 582 -\ o
=gEm 20 o
©.- EnlLausana 6.- El 25 de febrero 2010 Z=E = W0
S o M g2,
. . B o Rm
/.- Porla Cancilleria del Estado del Gantén de Vaud E L = I
=% « =
S =
8. - Bajo el nimero 2.578 S
Zn 3> m
9. -

Sello: Cancilleria del Consejo de Estado — Cantén de Vaud

10. - Por el Canciller de Estado, firma ilegible de C. CHEVALLEY

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina
para confrontacion y a la cual me remito.

Traduccion oficial No. 143/10. \mcicckn Olical o, <743 //0

Traductor: Jean-Jacques Turpin. ‘TE'::‘U é;ﬁcﬁfp; :LTOUI*}E:
Bogota, D.C., 17 de marzo 2010. FRANCES - £SPANOL

Res, Minjusficia No. 2480/91




Los abajo fi(rhadu&

MESTEC 5.A,, una sociedad organizada y existente
de conformidad con las leyes de Suiza

cen domicilio en Avenue Nesllé 65
CH-1800 Vevey
Suiza

nombramcs por el presente a ALICGIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Rogola,
Calornbia, con oficinas en dicha ciudad, Gatle 72 No.
5-83, piso 60, nuesiros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
nolificaciones y nombrar apoderadas judiciales o
exlrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento - al

paragrafo 1o, del arliculo 543 del decreto 410 de
1971,

Los doclores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYQ yia IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmenle facultados para
representarnos ante las autoricdades colombianas,
administralivas, judiciales o de policia, en lodos los
ramiles relaiivos a la propiedad indusirial, a cuyo
efeclo les facultamos para der ante  dichas
auloridades lodos los pasos nacesarlos ab abjgio
indicado, elavar solicitudes, declaracionas, rectamos,
fecursos  y presentar  desislimientos;  formudar
descripciones, enmiendas, limilar el alcance de las
soliciludes, presenlar oposiciones y apelaciones;
inslaurar  cancelaciones,  renunciar  tolal o
parcialmenie a los registros, abonar lodos los
impuestes y cuclas y efecluar lodo otro pagoe
determinado por la ley; recibir todos 10s documenios
y valores, dando €l dascargo respectivo; llenar
Cuzlesqliera otros fequisilos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nueslros inlereses; y en caso de producirse
cposician, pasando (0s anlecedenles a los fribunales,
quedan facuilados para tomar intervencidn como
demandanies o demandados anle los jueces que
sean compelenles, pudiendo transar, someler a
arbitios, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades gue resullen necesarias, y par gl
presante declaramos desda ahora valido y buena
cuanio dichos represenlanies y/o los apoderadas que
cuelguiera de sllos nombre hicieren en nuesiro
benelicia. :

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYQ yio IGNACIO
SANTAMARIA yo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Progiedad Industeial la
prolocolizacion de este documento y de cualquier

poder gue cualquiera de ellos olorgue a nombre
nuestro,

Dado y firmado

The undersigned,

NESTEC S.A., a corporalion croanized and exisling
under the laws of Switzedand

domicited at Avenue Nestlé 55
CH-1800 Vevey
Switzerlang

hereby  appoint, ALICIA  LLOREDA andlor
GUSTAVOC TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogoia, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 Ho. 5-83, Sixth
Flaor, our wwue and fegal representatives in Bogota,
with power lo receive natifications and to appaint
judicial or exirajudicial agenls, soc as io comply wilh
paragraph to. of articts 543 of decree 410 of 1971.

Ooclors ALICIA LLOREDA andior GUSTAVD
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andior
ENRIQUE ALVAREZ, or the agenls by any one of
them appeinted, are especially empowered o
represent us befare the administrative, judicial or
police authoriies of Colombia, in all pracesdings
pertaining 1o industrial praperty, for which PUIpOsE we
authorize them lo lake before the said aulharities all
lhe neeessary steps for ihe said end; 1o file peldions,
declarations, claims, recourses and willidrawals, 1o
draw up specificalions; 1o file amendments, to limil
lhe scope of applications, fle oppositions; fil
cancellalions lotal or pailially waive regislrations, to
pay all instaiments and etfect all other payments
prescribed by law; lo receive proper roceipis, io
comply wilh all olher reguirements and, in sharl, 1o
take all those measures which they may deem il for
the prolection of our interests; and in case of
oppasition, where the proceedings be passed over to
the cowts, we aulhorize sald agents to acl on our
behall, as complainants as well as defendants, before
the compelent judges, wilh full powers to make
arrangements, 1o submit to arbivalors, 1o desist, to
callect, 1o appeal and, in short, with all such furlher
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valil and good ail lthal said
fepresentatives and/or the agents by any ong of them
appeinled may do for our benefil,

We also authorize doctars ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAY(Q andior  IGNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for pratecolization of this decument and of any power
of atlorney by any one of lhem conferred in our name,
befare Ihe Oliice of Industiial Properly.

Given and signed this  J3,~ O) - 2. 810

Bruce McCONMELL - Vica President
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mat Eand on the basis of a combanson of signature, the
H JEAN: DANIEL'%RUMPF Notary Public in Vevey fot the Cdnfon of Vaud,

zerla iicertifies the authenhuty.oﬂthe signature appended on {he opposite By Mr. Bruce

MGGONNELL! Vice Prestdent!kof, Nestéc 'S.A., with its head office in- Vevey,, who val;dly

cpmm.;lts t“l['ne above mentlon' d mited: company w1th his individual 5|gnatUre : -I it

&
VEVEY,';:THIS TWENTYFOUR H

|S‘_of a wiitten; cohf rmatlon

nil l,i:' . I'I

ARPOSTILLE
(Conveniion de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pays: SUISSE
Le présent acte public
2. a éié signé par Jean-Daniel Rumpf
3. agissant en qualité de notaire & Vevey

4. st revétu du sceau/timbre de J.-D. RUMPF - NOTAIRE

Alleste

5. 4 Lausanne 6. le 25 février 2010
7. par la Chancellarie d'Etat du Canton de Vaud
8. sous No 2'578

9. Sceauftimbre: 10. Signature

pr le Chancelier d'Etat:
C. CHEVALLEY




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Suiza
Vevay

Hoy de de 20 |, comparecid

Bruce McCONNELL . @aquien conczco y
de quien me consla que firmo el anterior docurnents,
y quien debidamente jurameniada declard y dijo que

& es Viceprasidenta de
NESTEC S.A. la compafila nombrada en el
documento gque antecede, upa sociedad

debidamente organizada y existenle conferme a las
ieyes de Suiza, domiciiada en la  ciudad de
Vevey, Suiza, fegalmenie conslituida para un
periodo da duracidn que aun no ha ierminado, que
gjerce su objelo soclal, conforme a fas  leyes de
Suiza, que €l declaranie estd avlorizado por dicha
Compania para canferir esle poder; que & sello
estampado por éi al pie de tal poder, en nombre yen
represenlacion de la expresada Compaila, es el
sello oficial de ella; y que & objeto para ef cual se
confiere este insliumenio estd comprendida dentra
del de |a sociedad.

El suscriic Motaric ha visto fos Eslalutgs de
incorporacidn firmados en Vevey, Suiza,

con fecha 24 de marzo de 1997

y cerlifica que Je contormidad con ta legislacion de
dicho Eslado la anterior declaracién juramenlada es
prugba suficiente de que los hechos sobre qua ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notaria Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland

Vavey

On this day of .20,
personatly catne Bruce McCONNELL

1o me known, and known 1o me (o be {he person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say thal he is the Vice
President of NESTEC 5.A., the company namad
within, a Corporalion organized and exisling under
the taws of 1he Switzerland, domiclled at the Cily of
Vevey, Swilzerland, legally constilited for a period
of tenure nol yet expired, which exercises is
corparale  purposes  according 1o the laws of
Swilzerland, thal the deponent is authorized by said
Company to confer lhis power of sitorney; thai the
seal alfixed hereunto by the deponent in the name
and on behalf of said Corporaiion is the corporata
seal hereof, and (hat the purpose far which this
instrument is granted Is Included within the corporate
purposes of e Company.

Tha undersigned Notary Public lias seen the articies
of iIncorporation of said Corporation executed at
Vevey, Switzerlanl, under date March 24, 1997 and
hereby cerlifies hut under Me laws of sald Country
he fdreguing acknowledgiment is sufficient proaf that
the facls therein contained are true, which he atlests,

alpes

JUARITA
NOTARLA Cooazi NTa 3 «
. Tm.a_ p’.:\ELNE&: !

s ..\%;ﬁ»ﬁﬁe&& A 9%

Sy By m.h.-.-. R
B2 eomin otinclds res; oy
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCHA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) No. de salicitud: (51) Int Ck; A23L 1/30
{22) Fecha de soficitud: 13-07-11 {71} Solicitante(s): NESTEC S.A,
{30) Prioridad  (31) No. Prioridad (32) Fecha {33) Pais
09151383.8 27-01-09 EP
{72) Inventor(es):  BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa;
RAAB, Thomas  Wolfgang;  PAGE-
ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, René;
MARIN-KUAN,  Maricel y  PIGUET,
Dominigue.
(74} Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85} Fecha limite inicio fase nacional: 27-08-11 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha; 05-08-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 270110 No. publicacién: WO 2010/086331 A3
No. de solicitud: PCT/EP2010/050929

(54) Titlo: ~ “COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO”

Resumen - Reivindicacidn{es).

Sector: Composicion para la industria de alimentos y bebidas que comprende dcido caftérico ylo derivados del mismoy una bacteria
de &cido lactico,

Resumen.-

La presente invencion se refiere de manera general al campo de alimentos y bebidas. En particular, se proporciona por ejemplo, una
composicion que permite suministrar acido tartérico y/o ¢aféico a un sujeto. Una modalidad de la presente invencion es una
composicién que comprende un ingrediente que contiene cido caftarico y/o derivados del mismo, y una bacteria de acide lactico capaz

de hidrolizar acido caftérico ylo derivados del mismo para generar acido tartarico yfo caféico.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL __
(21} No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud; 13-07-11

{51} Clasificacion Internacional; A23L 1/30

(71) Solicitante(s): NESTEC S.A.

(72) Inventor(es): BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa; RAAB, Thomas Wolfgang; PAGE-
ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, Reng; MARIN-KUAN, Maricel y PIGUET, Dominique,

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No.Prioridad  (32) Fecha  (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
091513838 2701409 EP 6x6cm
{85) Fecha limite inicio fase nacional; 27-08-11 {87) Publicacitn internacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 05-08-10
Fecha de presentacién de la solicitud: 27-01-10 No. Publicacidn; WO 2010/086331 A3
No. de solicitud: PCT/EP20160/050929

(54) Titulo: COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO.

{57} Resumen - Reivindicacidn{es):

Sector: Composicion para la industria de alimentos y bebidas que comprende acido caftarico y/o derivados del mismo y una bacteria de &cido lactico.

Resumen.-

La presente invencion se refiere de manera general al campo de alimentos y bebidas. En particular, se proporciona por ejemplo, una composicién que
permite suministrar acido tartarico y/o caféico a un sujeto. Una madalidad de la presente invencién es una composicién que comprende un ingrediente
que contiene &cido caftérico y/o derivados del mismo, y una bacteria de Acido lactico capaz de hidrolizar 4cido caftérico y/o derivados del mismo para

generar &cido tartarico y/o caféico,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL _
{21) No. de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 13-07-11

(51} Clasificacién Intermacional: A231L 1/30

(71} Solicitante{s): NESTEC S.A.

{72) Inventor(es): BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa; RAAB, Thomas Wolfgang; PAGE-ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, Reng; MARIN-
KUAN, Marice! y PIGUET, Dominique.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
(30) Prioridad (31 No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais

09151383.8 270109 EP
(85) Fecha limite inicio fase nacionat: 27-08-11 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacitn de la solicitud PCT Fecha: 05-08-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 27-01-10 No. publicacion: WO 2010/086331 A3

No. de solicitud: PCT/EP2010/050929
(54) Titulo: COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO.




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER see Form PCTASA/Z20

NO 9074/WO ACTION . as well as, where applicable, itam 5 below,
Intemational application No. International filing date {day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year}
PCT/EP2010/050929 27/01/2010 27/01/2009
Applicant

NESTEC E.A.

This international saarch report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according 1o Article 18. A copy is being transmitted to the Intemationa! Bureau.

This international search report cansists of a total of 7 sheets. ] .
It is also accompanled by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regand to the language, the Intematlonal search was carried cut on the basis ot

the intemational application in the language In which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation fumished for the purposes of intarnational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)}

“

0000

This intemational search report has been established taking Into account the rectification of an ohvicus mistake

autharized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis{a)).

Certain claims were found unsearcheble (See. Box No. 1)

Unity of invention is lacking (see Box No HI)

4, With regard fo the title,
X the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:

W

5. With regard to the abstract,
the taxt is approved as submitted by the applicant

[]  thetext has been established, according to Rule 38.2(b), by this Autharity as it appears in Box No. IV. The spplicant
may, within one month from the date of mailing of this intemnational search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the ligura of the drawings o be published with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant
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COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL
MISMO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere de manera general al campo de alimentos y
bebidas. En particular, se proporciona por ejemplo, una composicién que permite
suministrar acido tartarico y/o caféico a un sujeto. Una modalidad de la presente
invencion es una composicion que comprende un ingrediente que contiene acido
caftarico y/o derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o

caféico.

SECTOR: Composicion para la industria de alimentos y bebidas que comprende

acido caftarico y/o derivados del mismo y una bacteria de acido lactico.
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COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CAFTARICO Y/O DERIVADOS DEL

MISMO

La presente invencién se refiere de manera general al campo de alimentos
y bebidas. En particular, por ejemplo, se proporciona una composicién que permite
suministrar acido tartarico y/o dacido caféico a un sujeto. Una modalidad de la
presente invencién es una composicién que comprende un ingrediente que
contiene acido caftarico y/o derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico
capaz de hidrolizar el acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido
tartarico y/o caféico.

Se demostré que el acido caféico (CA) tiene propiedades de reduccion de
tumor. Las administraciones subcutaneas y orales de CA redujeron de manera
significativa la metastasis hepatica. Estos resultados confirman el potencial
terapéutico del CA y sugieren que los efectos anti-metastasicos y antitumorales
del CA son mediados a través de la supresion selectiva de la actividad de la
enzima MMP-9 y la sub-regulacion transcripcional mediante la inhibicién doble de
NF-xB asi como la actividad catalitica de MMP-9. [Tae-Wook Chung, et al., FASEB
Journal. 2004;18:1670-1681]

Se sabe que el derivado de acido caféico, fenilétil éster de acido caféico
(CAPE), tiene propiedades antimitogénicas, anticarcinogénicas, anti-inflamatorias
e inmunomoduladoras. [Natarajan et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 August
20; 93(17): 9090-9095] CAPE suprime también las respuestas inmunes e

inflamatorias agudas [Orban et a\., NeurolmmunoModulation 2000; 7:99-105].
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También se ha demostrado que la propiedad anti-inflamatoria y anti-
cancerigena protege las células de la piel cuando estan expuestas a radiacion
ultravioleta (UV), en particular la radiacion UVC [NERADIL, R. et al., Folia
Biologica (Praha). 2003; 49:197-202] y la radiacién UVB. [Staniforth et al.,
Carcinogenesis 2006 27(9):1803-1811].

Se sabe que el acido tartarico proporciona los siguientes beneficios a la
salud; Puede incrementar los ablandadores de materia fecal, reducir el tiempo de
transito intestinal (Spilter et al., British Journal of Nutrition (2003), 90, 803-807) y
puede participar en el estatus de base acida (Sabboh et al., (2007), 98, 72-77.

En consecuencia, seria deseable tener disponible un producto alimenticio
con acido caféico y/o acido tartarico a fin de producir los beneficios antes
descritos. Sin embargo, la simple complementacién de un alimento con acido
caféico yfo acido tartarico no seria lo ideal, ya que estos compuestos pueden
perder su actividad con el paso del tiempo.

Por tanto fue un objeto de la presente invencion preparar un alimento que
puede proporcionar a un sujeto acido caféico y/o acido tartarico que sea estable
en almacenamiento y facil de producir.

Los inventores de la presente pudieron lograr este objeto al proporcionar
una compaosicién alimenticia que permite producir acido caféico y/o acido tartarico
in situ a partir de un precursor, acido caftarico y/o derivados del mismo.

El acido caftarico es

2%



HO
O,H

HO OH
COH

y sus derivados incluyen compuestos que exhiben por lo menos una
alquilacion C1-C3 de un grupo OH y/o un grupo CO2H. Por ejemplo ambos grupos
5 OH fendlicos puede ser alquilados. De manera alternativa y/o adicional ambos
grupos carboxilo pueden ser transformados en los alquilésteres correspondientes.
En una modalidad todos los grupos OH y todos los grupos CO2H son alquilados.
Los derivados tipicos son compuestos en los cuales ambos grupos OH
fendlicos son metilados, y/o compuestos en los cuales ambos grupos carboxilo
10 son metilados.
Derivados comunes adicionales incluyen compuestos con la siguiente

férmula

R,0
! CO,H

R,0O OH
O COH
en donde Ry y/o R: son seleccionados a partir del grupo que consta de H;
15 CHs; arilo, tal como fenilo, bencilo, tolilo, o-xililalquilo; C1-Cs-acilo, amino &cidos,
monosacéaridos. R y/o R; pueden ser idénticos o pueden diferir uno del otro.

Un derivado de acido caftarico es el siguiente compuesto:
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HO
O,H

MeO OH
CO,H

El acido caftarico o sus derivados pueden ser hidrolizados después por
medio de un micro-organismo y/o una enzima capaz de hidrolizar el 4cido caftarico
y/o los derivados del mismo. Esta etapa de hidrolisis generara acido tartarico y/o

caféico.

HO
OH
HO &
O

Acido caféico

OOH

HO
CH

COOH
Acido tartarico
Los inventores han encontrado de manera sorpresiva que el tratar un
ingrediente que comprende acido caftarico y/o derivados del mismo con bacteria
de acido lactico capaz de hidrolizar el acido caftarico y/o derivados del mismo para
generar Aacido tartarico y/o caféico resulta por ejemplo en propiedades

antioxidantes y/o anti-inflamatorias mejoradas del ingrediente.
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Ademés, se ha encontrado que este tratamiento puede tener lugar in vivo
cuando un ser humano o un animal ingieren una composicién que comprende
acido caftarico y/o derivados del mismo en combinacién con una bacteria de acido
lactico capaz de hidrolizar &cidos clorogénicos para generar acidos fendlicos.

En consecuencia una modalidad de la presente invencion es una
composicion que comprende un ingrediente que contiene acido caftarico y/o
derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido
caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

La composicion de lé presente invencion puede estar destinada para
administracion oral, de preferencia como un producto alimenticio, complemento
alimenticio o bebida, o para administracion parenteral.

En una modalidad preferida el ingrediente es enriquecido en acido caftarico
y/o derivados del mismo. Por ejemplo, el ingrediente y/o la composicion puede
comprender acido caftarico y/o derivados del mismo en una cantidad en el rango
de 0,001-99,99 en peso- % de peso seco, de preferencia 0,1-50 en peso-% de
peso seco, de mayor preferencia 0,1-10 en peso-% de peso seco. El ingrediente
y/lo la composicion puede comprender la bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o
caféico en una cantidad en e! rango de 0,001-99,99 en peso-% de peso seco, de
preferencia 0,1-50 en peso-% de peso seco, de mayor preferencia 0,1-10 en peso-
% de peso seco.

Por ejemplo la composicion de la presente invencién puede comprender un

ingrediente que contiene acido caftarico y/o derivados de! mismo y otro ingrediente
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que comprende una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido caftarico
y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

El ingrediente que contiene acido caftarico y/o derivados del mismo puede
ser cualquier ingrediente que contiene acido caftarico y/o derivados del mismo, ya
sea naturalmente o en forma agregada, aunque de preferencia es un alimento
natural tal como lechuga, achicoria, diente de ledn, uva, hollejo de la uva; ©
combinaciones o extractos de los mismos.

El ingrediente para ser mezclado con el ingrediente que contiene acido
caftarico y/o derivados del mismo comprende una bacteria de acido lactico capaz
de hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico
y/o caféico. Estos dos ingredientes pueden ser mezclados poco antes del
consumo o se pueden proporcionar como una composicién lista para consumir,

La bacteria de acido lactico preferida capaz de hidrolizar acido caftarico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico son bacterias
probidticas de acido lactico que tienen una actividad de esterasa, tal como
clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa, de preferencia Lactobacilos o
Bifidobacteria, por ejemplo L. johnsonii, B. longum, y B. lactis (CNCM 1-3446),
incluso de mayor preferencia Lactobaciflus johnsonii Lal (CNCM |- 1225), B.
fongum BB 536, y B. lactis BB12.

B. longum BB 536 est4 comerciaimente disponible con Mohnaga Nutritional
Foods, Inc.

B. lactis BB12 esta comercialmente disponible, por ejemplo, con Chr.

Hansen, DK-2970 Horshoim.

rd=
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En una modalidad de la presente invencion, la bacteria de acido lactico
puede ser utilizada en una forma sin-replicacion.

La habilidad de una bacteria de acido lactico o de una fraccion de la misma
para hidrolizar el acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido
tartarico y/o caféico se puede probar como se describié en detalle para L. johnsonii
(La1) en los Ejemplos 2, 3 y/o 4.

La bacteria de &acido lactico estara presente en una cantidad suficiente para
hidrolizar una cantidad sustancial de acido caftarico para generar acido tartarico
ylo caféico durante la digestion. La cantidad de bacteria de &cido lactico y/o
enzima necesaria, por ejemplo, puede ser determinada por aquellos con
experiencia en la técnica, dependiendo del sujeto al que se va a tratar o de la
velocidad a 1a cual se va a liberar el acido tartarico y/o caféico.

De preferencia, por lo menos 5%, tal como por lo menos 30%, por io menos
50%, o por lo menos 75% de acido caftarico presente en la composicion es
hidrolizado antes de y/o durante el consumo.

En otra modalidad, una enzima capaz de hidrolizar acido caftarico para
generar acido tartarico y/o caféico es agregada a la bacteria de écido lactico. De
preferencia, dicha enzima es seleccionada a partir del grupo que comprende
esterasas, tales como clorogenato esterasa, tanasa y/o feruloil esterasa. De
preferencia puede ser agregada en una cantidad de por lo menos 5%, tal como de
por lo menos 30%, por lo menos 50%, o por lo menos 75% de acido caftarico
presente en la composicién que es hidrolizado antes de y/o dlurante el consumo.

Las enzimas adecuadas que se pueden utilizar en la estructura de la
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presente invencién incluyen esterasas, por ejemplo una clorogenato esterasa
derivada a partir de Aspergillus japonicus (comercialmente disponible con
Kikkoman, Japén), Tanasa a partir de Aspergillus oryzae (EC 3.1.1.20)
(comercialmente disponible con Kikkoman, Japén), y Palatasa 20000L (EC
3.1.1.3) (comercialmente disponible con Novozymes A/S, Dinamarca). La enzima
puede estar presente como una enzima purificada o, por ejemplo, en la forma de
un lisado celular de un microorganismo. Las células adecuadas pueden ser por
ejemplo células de los microroganismos antes mencionados. Los metodos
adecuados para producir lisado celular son conocidos en la técnica.

La composicion y/o ingredientes de la invencion seran formulados de
manera que la cepa de bacteria de acido lactico no fermentara ni reaccionara con
la composicion durante el almacenamiento. Esto se puede lograr por gjemplo al
formular la composicion como un polvo deshidratado, y/o al encapsular la bacteria
de acido lactico de modo que Unicamente sera liberada cuando la composicion
sea mezclada con por lo menos otro ingrediente o durante la digestion.

La composicién de la presente invencién puede ser una férmula completa
nutricional, un producto lacteo, una bebida refrigerada o estable en
almacenamiento, un producto para madres lactantes, una bebida liquida, una
sopa, un complemento dietético, un reemplazo alimenticio, una barra nutricional,
una confitura, una leche o un producto de leche fermentada, un yogurt, un polvo
en base a leche, un producto de nutricion entera, una férmula infantil, un producto
nutricional infantil, un puré, un producto de cereal o un producto en base a cereal

fermentado, un helado, caramelo, dulces, biscochos, pasteles, un chocolate, un
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café capuchino, un café, un producto culinario tal como mayonesa, pure de tomate
o aderezos para ensalada, un alimento para mascota o una bebida para mascota.

Si el producto es un complemento nutricional para administracion oral
puede estar presente en capsulas, capsulas de gelatina, capsulas suaves,
tabletas, tabletas recubiertas de azucar, pildoras, pastas o pastillas, gomas, o
soluciones o emulsiones para beber, un jarabe o un gel. Dicho complemento
puede incluir también un edulcorante, un estabilizador, un antioxidante, un aditivo,
un agente saborizante y/o un colorante.

Los ingredientes individuales pueden comprender cualquier clase de
compuesto comestible. Los ingredientes comunes para composiciones
alimenticias, en particular bebidas, son bien conocidos en la técnica, por ejemplo
leche, crema, sustitutos de crema para café, y cremas para café no lacteas. De
modo alternativo, ofros ingredientes podrian ser también un aderezo para
ensalada o partes del mismo, por ejemplo. Dichos productos son utilizados por los
consumidores para modificar por ejemplo, el aroma, apariencia y textura de una
composicién. Los ingredientes pueden estar en forma liquida o deshidratada, por
ejemplo, como polvos, que son disueltos y/o suspendidos en una bebida.

La composicion de la invencion puede comprender ademas ingredientes
adicionales propicios para inclusibn en una composicién alimenticia. Los
ingredientes usuales pueden ser, por ejemplo, azucares, edulcorantes artificiales,

emulsificadores, estabilizadores, espesantes, agentes de flujo, colores, sabores,

aromas, y similares. Los edulcorantes artificiales adecuados incluyen sacarina,

ciclamatos, acetosulfame, edulcorantes en base a L-aspartil tales como

bat
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aspartame, y mezclas de éstos. Los emulsificadores adecuados incluyen
monoglicéridos, diglicéridos, lecitina, ésteres de acido diacetil tartarico de mono-
diglicéridos, almidones de emulsificacion, y mezclas de los mismos. Los
estabilizadores apropiados incluyen fosfato dipotasico y citrato de sodio. Un
agente de flujo adecuado es el aluminato de silice sédico. En una modalidad la
composicion comprende proteina de leche y/o proteina vegetal. En una modalidad
adicional la composicién comprende grasa de leche y/o grasa vegetal.

La composicién de la presente invencion puede comprender una fuente de
proteina, una fuente de carbohidrato y/o una fuente de lipido. Si la composicién
estd destinada para uso como una comida completa o como un reemplazo
alimenticio comprende de preferencia una fuente de proteina, una fuente de
carbohidrato y una fuente de lipido, de manera que se satisfagan los
requerimientos nutricionales del sujeto al que se va a tratar.

La fuente de proteina por ejemplo puede comprender proteina de leche y/o
proteina vegetal, la fuente de lipido puede comprender grasa de leche y/o grasa
vegetal, y/o la fuente de carbohidrato puede comprender carbohidratos de leche
y/o vegetal, para asegurar un valor nutricional optimo.

Ademés, la composicion puede contener un material de vehiculo organico o
inorganico adecuado para administracion oral o enteral asi como vitaminas,
elementos minerales de traza y otros micronutrientes, por ejemplo de acuerdo con
las recomendaciones de organismos gubernamentales tales como la USRDA.

En una modalidad la invencién se refiere a un polvo para bebida que

comprende: a) una composicion soluble en agua deshidratada que comprende

20
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acido caftarico y/o extracto de derivados; y b) una bacteria de acido lactico capaz
de hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico
yfo caféico.

Un polvo para bebida de acuerdo con la invencién es un polvo que sera
usado para la preparacion de una bebida mediante la disolucién o suspension del
polvo en un liquido, por ejemplo, agua o leche.

Los productos de la invencion pueden ser utilizados para mejorar Ia
capacidad antioxidante in vivo en un ser humano o animal que consume, por
ejemplo, una bebida preparada a partir de los productos de la invencion, por
ejemplo al incrementar la ruta de expresion de gen Nrf2-mediada por ejemplo que

induce enzimas enzimas destoxificantes tales como glutation-S-transferasa (GST).

Se ha reportado que una incrementada actividad de genes asociados Nrf2 mejora

la destoxificacion y estimula la defensa endégena contra el estrés oxidativo.

La composicidn de la invencidn puede ser utilizada por ejemplo para reducir
la inflamacién, por ejemplo mediante ia reduccion del nivel de prostaglandina E2.

Muchos problemas de salud y padecimientos, en particular padecimientos
relacionados con la edad, estan relacionados con el estrés oxidativo y la
inflamacion. Los productos de la invencion pueden ser utilizados para tratar o
prevenir dichos problemas o padecimientos en un ser humano o animal que
consume una bebida preparada a partir de los productos de la invencion. Los
problemas y padecimientos relevantes son alteraciones cerebrales; inflamacion,
obesidad; y cancer.

La composicion de la presente invencidén puede emplearse ademas como

2
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agentes anti-diabéticos, por ejemplo mediante la reduccién de los niveles de
glucosa en sangre, y/o el incremento de los niveles en sangre de leptina, insulina
y/o c-péptido; como agentes de remodelado ¢seo, por ejemplo al incrementar la
densidad mineral dsea, por ejemplo al incrementar los niveles en suero de
estroégeno y/o progesterona y/o la actividad de fosfatasa alcalina; como agentes
anti-metastasicos, por ejemplo con efecto anti-angiogénico.

En consecuencia, una modalidad de la presente invencion es el uso de una
composicion como se describe en la presente para la preparacion de una
composicidon para tratar o prevenir padecimientos inflamatorios, en particular
vinculados con infeccion bacterial y/o viral; para mejorar la capacidad antioxidante
en un ser humano o animal; para tratar o prevenir padecimientos relacionados con
estrés oxidativo; para tratar o prevenir padecimientos metabdlicos, tales como la
diabetes; para tratar o prevenir padecimientos relacionados con la densidad
mineral 6sea; o para tratar o prevenir el cancer.

En una modalidad la invencion se refiere a un equipo para preparar un
producto alimenticio, por ejemplo una bebida, que comprende por lo menos dos
partes: a) una primera parte que comprende un ingrediente alimenticio que
contiene acido caftarico y/o derivados del mismo; y b) una segunda parte que
comprende una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar el acido caftarico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico. Las dos partes se
pueden vender juntas para la preparaciéon de un producto alimenticio, por ejemplo
una bebida, aunque pueden estar fisicamente separadas en el empaque del

producto. E! producto alimenticio final para ser consumido se puede preparar a

ZL
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través del mezclado de las dos partes poco antes del consumo. Si una o ambas
partes estdn en una forma liguida pueden mezclarse directamente, de modo
opcional, se puede agregar liquido adicional, por ejemplo agua o leche. Las dos
partes pueden ser mezcladas también mediante su disolucion o suspension en un
liquido, por ejemplo agua o leche. Cuando se utiliza quuidd este puede estar
caliente o frio. Si se emplea liquido caliente, de preferencia puede tener una
temperatura que no es demasiado elevada para inactivar la bacteria de acido
lactico y la enzima si la hubiere, antes de la ingestion del alimento, complemento
alimenticio o bebida.

LLa primera parte del equipo puede comprender un producto alimenticio o un
extracto que contiene acido caftarico y/o derivados del mismo. En una modalidad
preferida, la primera parte esta en una forma deshidratada, por ejemplo, en la
forma de un polvo. La primera parte también puede estar en una forma liquida. La
primera parte puede comprender de modo adicional cualquier otro ingrediente
adecuado, por ejemplo, aditivos de aroma, estabilizadores, sales, y/o
edulcorantes. Es posible empacar la primera parte de cualquier manera apropiada,
por ejemplo, en una bolsita, botella o envase de lata.

La segunda parte comprende una bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o
cafeico. De preferencia esta parte puede estar en la forma de una composicién
para ser mezclada con la primera parte. Puede estar en una forma deshfdratada,
por ejemplo como un polvo, o en forma liquida, y puede ser empacada de

cualquier manera apropiada, por ejemplo en una bolsita, botella 0 envase de lata.
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Sera formulada de modo que la bacteria de acido lactico no sera fermentada ni
reaccionara con otros ingredientes durante el almacenamiento. Esto se puede
lograr al formular la composicién como un polvo deshidratado, y/o mediante el
encapsulado de la bacteria de acido lactico.

Dichas por lo menos dos partes pueden ser empacadas juntas de cualquier
manera adecuada. Por ejemplo, pueden ser empacadas en un recipiente
combinado en donde las partes se mantienen fisicamente separadas durante el
almacenamiento y mezcladas cuando se abra el recipiente, o pueden ser
empacadas en recipientes separados los cuales se venden juntos para la
preparacion de un alimento, complemento alimenticio o bebida.

Aquellos con experiencia en la técnica comprenderan que pueden combinar
libremente todas las caracteristicas de la presente invencion descritas en la
presente, sin apartarse del alcance de la invencion como se describio. En
particular, las caracteristicas descritas para los usos de la presente invencion se
pueden aplicar a la composicion y/o el equipc de la presente invencion y vice
versa.

Las ventajas y caracteristicas adicionales de la presente invencion seran

evidentes a partir de los siguientes Ejemplos y Figuras.

La Figura 1 muestra |a hidrélisis del acido caftarico (¢#) en acido caféico (&)

con clorogenato esterasa.

La Figura 2 muestra la hidrélisis del acido caftarico (#) con una preparacion

deshidratada por aspersion de L. johnsonii en acido caféico (“).

La Figura 3 muestra la hidrélisis de acido caftarico en un medio TIM con (m)

L
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y sin (o) La1.

Ejemplos:

Hidrélisis de acido caftarico con clorogenato esterasa

Una solucidn de clorogenato esterasa (0.8 mg, 24 U/g, de Kikkoman Japén)
en 100 yl solucién amortiguadora de fosfato (50 mM, pH 7.0) fue agregada a una
solucién de acido caftarico (0.37 mg) en 100 ul de solucién amortiguadora de
fosfato (50 mM, pH 7.0). La mezcla fue incubada después a 37°C durante 4 horas
después del tiempo de reaccion, se detuvo la actividad enzimatica mediante
tratamiento térmico (5 minutos, 90°C) y la mezcla fue centrifugada (microcon
YM10, 30 minutos, 14000g). El sobrenadante fue analizado después mediante
HPLC. Se realizé una reaccion de control en paralelo bajo las mismas condiciones

de reaccion aunque sin enzima.

Hidrolisis de acido caftarico con células frescas de L. johnsonii (La1)

Se cultivaron células de L. johnsonii (CNCM 1-1225) (7.0 E08 cfu/ml) y
sometidas a centrifugado (5000 g, 10 min), los microgranulos fueron suspendidos
de nuevo en solucion amortiguadora de fosfato (50 mM, pH 7.0) a una
concentracion de 0.61 g/ml. A 100 ul de esta solucién de células, se agregaron
100 pl de una solucién de acido caftarico (12 mM) y la mezcla fue incubada a

37°C. las muestras fueron retiradas en diferentes tiempos de reaccion,
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centrifugadas (3000 g, 5 minutos) y filtradas a través de filtros de jeringa con
tamafos de poro de 0.45 ym (Millipore SLHA 025 BS) y analizadas mediante
HPLC.

Se efectud una reaccidén de control en paralelo bajo las mismas condiciones

de reaccion aungue sin bacteria.

Hidrélisis de acido caftarico con extracto La1 (células lisadas)

Se cultivaron células de L. johnsoni (CNCM 1-1225) (7.0 E08 cfu/ml) y
fueron sometidas a centrifugado (5000 g, 10 min), los microgranulos fueron
suspendidos de nuevo en solucién amortiguadora de fosfato (50 mM, pH 7.0) a
una concentracion de 0.61 g/ml. Las células fueron lisadas después utilizando el
método de perfas de vidrio. 600 pl de la preparacion de células fueron colocadas
en un Mini-Beadbeater durante 1 minuto de agitacion intensa, enfriadas en hielo, y
colocadas durante 1 minuto mas en el Mini-Beadbeater. El extracto celular crudo
{100 ul) fue agregado entonces a 100 pl de una solucién de acido caftarico (12
mM, solucién amortiguadora de fosfato 50 mM, pH 7.0) y la mezcla fue incubada a
37°C. Las muestras fueron retiradas en diferentes tiempos de reaccion,
centrifugadas (3000g, 5 minutos), filtradas a través de filtros de jeringa con tamarfio

de poro de 0.45 (Millipore SLHA 025 BS) y analizadas mediante HPLC.

Hidrolisis de acido caftarico con una preparacion deshidratada por

aspersion de La1

26
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10 mg de una preparacion deshidratada por aspersion de L. johnsonii (3.3
EOQS cfu/g) fueron disueltos en 100 pi de solucion amortiguadora de fosfato (50
mM, pH 7.0). A esta solucién, se agregaron 100 pl de una solucién de acido
caftarico (12 mM, solucion amortiguadora de fosfato 50 mM, pH 7.0). La mezcla
fue incubada después a 37°C y las muestras fueron retiradas en diferentes
tierhpos de reaccion. Después del centrifugado (3000 g, 5 min) y la filtracion (filtros
de jeringa con tamario de poro de 0.45 um, Millipore SLHA 025 BS) las muestras

fueron analizadas mediante HPLC.

Analisis HPLC

Se realizé el analisis HPLC-DAD de los productos de acido caftarico e
hidrolisis en un sistema Agilent 1100 equipado con una columna de fase inversa
Atlantis C18 (4.6 x 100 mm, tamafo de particula 3 pm) y un detector de
disposicién de diodo. La columna fue equilibrada con agua que contiene 0.1 % de
acido férmico. Después de |a inyeccion, un gradiente lineal para una composicidn
de solvente final de 55% de agua y 45% de acetonitrilo (que contiene 0.1% de
acido férmico) fue operado en 12 minutos a una velocidad de flujo de 1 mli/minuto.
El acido caftarico y el acido caféico fueron monitoreados mediante UV a 320 nm y

fueron cuantificados utilizando curvas de calibraciéon de calibracion estandar.

Modelo gastrico de intestino delgado (TIM)

El modelo de intestino delgado gastrico TNO, TIM-1, comprende cuatro
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compartimientos conectados que representan el estbmago, el duodeno, yeyunc e
ileén, respectivamente. Cada compartimiento consta de una pared externa de
vidrio con una pared interna flexible. La pared flexible esta circundada por agua a
37°C para comprimir las paredes, lo cual asegura el mezclado del alimento con las
enzimas secretadas por los movimientos peristalticos en el tracto gastro-intestinal.

Los experimentos en el modelo se efectuaron bajo las condiciones
fisiologicas promedio del tracto gastro-intestinal. Durante los experimentos, la
temperatura se mantuvo en 37°C y se simularon las secreciones salival, gastrica,
biliar y pancreatica. El proceso de digestion en el modelo fue monitoreado durante
6 horas. Durante las primeras 3.5 horas, el contenido gastrico fue suministrado de
modo gradual dentro de la “valvula pilérica” del intestino delgado. Al final del
experimento, aproximadamente 80% del contenido del intestino delgado fue
suministrado de manera gradual dentro del “intestino grueso” a través de la valvula
ileocecal. El pH gastrico se redujo de manera gradual desde 6.5 hasta 2.0 en
aproximadamente 5 horas mediante la secrecion de 1 M HCI; el pH del contenido
del intestino delgado se mantuvo en 6.5 en el duodeno, 6.8 en el yeyuno y 7.2 en
el iledn. Los- productos de digestién y el agua fueron absorbidos desde los
compartimientos de yeyuno e iledbn mediante dialisis de bombeo del liquido a
través de membranas de fibra hueca con corte de peso molecular de

aproximadamente 5000 Dalton.

Simulacién de digestion de acido caftarico

28
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3 g de una preparacion deshidratada por aspersion de La1 (3.3 E9 ¢fu/g) se
disolvieron en 295 ml de solucion amortiguadora de acetato (20 mM, pH 6.5).
Después de la adicion de 5 ml del residuo inicial (soluciéon de pepsina y enzima
lipasa) la solucién fue inyectada dentro del compartimiento gastrico de TIM. 10 ml
de solucién amortiguadora de acetato que contiene 343 mg de acido caftarico
fueron inyectados después por medio de una jeringa dentro del compartimiento
gastrico 15 minutos después del inicio de la simulacion de digestion. Durante la
digestion, se recolectd el dializado total para 0-2, 2-4 y 4-6 horas posteriores al
paso a través de las membranas de fibra hueca semipermeables conectadas a los
compartimientos de yeyuno y de ileén. El suministro de ileén total ileal fuer
recolectado para 0-2; 2-4 y 4-6 horas. Se tomaron alicuotas (1 ml) desde el
compartimiento gastrico directamente después de la adicion de acido caftarico y
en el punto de tiempo de 1 hora.

Después de 6 horas, se recolectaron los residuos de los compartimientos
del estémago, duodeno, yeyuno € ileén a fin de permitir el calculo del balance de
masa de acido caftarico. Todas las muestras fueron pasadas a traves de filtros de
jeringa con un tamano de poro de 0.45 pym (Millipore SLHA 025 BS) y analizadas
mediante HPLC. Como un control se efectué el mismo experimento sin ninguna

adicion de bacteria La1.

Pruebas In Vitro

Prueba de luciferasa de elemento de respuesta antioxidante (ARE)
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El pGL-8xARE que contiene ocho copias de! ARE presente en glutation-S-
transferasa de rata A2 (GSTAZ2) junto con el plasmido pcDNA3.1 que contiene el
marcador seleccionable de neomicina fueron transfectados de manera estable en
células MCF7 humanas (Wang et al., Cancer Res. 66, 10983-10994, 2006). El
ARE (elemento de respuesta antioxidante) es el sitio de enlace del factor de
transcripcion Nrf2 que regula los genes involucrados en la destoxificacion y la
defensa enddgena contra el estrés oxidativo. El plasmido pGL-8xARE contiene un
gen luciferasa corriente abajo de los ocho sitios de enlace Nrf2 que permiten el
monitoreo de [a actividad de Nrf2. Para el tratamiento con éacido caftarico y
compuestos relacionados, las células AREc 32 fueron cultivadas en placas de
microtitulacién de 96-pozos en medic de crecimiento DMEM. Después del
tratamiento de 24 horas con las diferentes preparaciones, se determiné la

actividad de photinus-luciferina-4-monooxigenasa.

Bacterias probadas

Bacteria Medio de Cultivo
Lactobacilius rhamnosus GG (NCC 4007) MRS
Lactobacillus johnsonii Lal (CNCM 1-1225) MRS

Lactobacillus paracasei ST11 {NCC 2461) MRS + Cisteina

Bifidobacterium Iongum BB 536 (ATCC BAA-999) MRS + Cisteina

Bifidobacterium lactis BB12 (CNCM 1-3448) MRS

Streptococcus ihermophilus TH4 (NCC 2496) HJL

40
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Resultados: L. johnsonii (La1), B. longum BB 536, y B. lactis BB12 fueron

particularmente aptos para hidrolizar el acido caftarico. Los mejores resultados en

términos de velocidad de reaccion y rendimiento de reaccién se obtuvieron con L.

johnsonii La1.

Enzimas probadas

Enzima Proveedor
Clorogenato esterasa Kikkoman,
Japén
Feruloil esterasa Novozymes
Esterasa de higado porcino Sigma E-
3019

Esterasa de higado de cerdo | Fliuka 46064

inmovilizada en Eupergit C

Esterasa a partir de Saccharomyces | Fluka 46071

cerevisiae

Resultados:

clorogenato y feruloil

esterasas fueron particularmente

adecuadas para hidrolizar acido caftarico en acido caféico y acido tartaricos

Resuitados
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Hidrolisis of acido caftarico con clorogenato esterasa

Cuadro 1: Hidrolisis de acido caftarico en &cido caféico mediante

clorogenato esterasa

Tiempo (min) 0 15 30 60 120 240
Acido
99% 82% 64% 43% 19% 2%
Caftarico
Acido Caféico 0% 18% 26% 57% 81% 98%
5 Los resultados se resumen en la Figura 1.

Hidrélisis de acido caftarico con celulas frescas de La1

Después de 4 horas de tiempo de reaccidén todo el acido caftarico fue

10 transformado en acido caféico segun se analizé mediante HPLC.

Hidrolisis de acido caftarico con extracto de La1 (células lisadas)

En comparaciéon con las células completas, la hidrélisis de acido caftarico
15 con celulas lisadas resultd en un incremento de la velocidad de reaccion. De

hecho, después de tan sélo 2 horas todo el acido caftarico fue transformado en

acido caféico.

Hidrolisis de &cido caftarico con una preparacion deshidratada por
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aspersion de La1

Cuadro 2: Hidroélisis de acido caftarico en acido caféico mediante una

preparacion deshidratada por aspersién de La1

O min | 15 min | 30 min | 60 min | 120 min | 240 min
Acido Caftarico| 99 68 47 24 8 2
Acido Caféico 0 32 53 76 92 98
5 Los resultados se resumen en la Figura 2.

Los resultados de la hidrélisis de acido caftarico en un Modelo TIM se

resumen en el Cuadro 3 y la figura 3.

Cuadro 3:
Acido | Acido | .. .. .

Caftarico | Caféico | Hidrolisis
A15 . w7
A13 4364 558 | 11.34%
A60 3784 641 14.49%
E2 174 54| 23.68%
E4 92 130| 58.56%
E6 15 27|  64.29%
CD2 636 128 16.75%
CD4 343 181| 34.54%
CD6 46 33| 41.77%
DD2 115 251 17.86%
DD4 122 72| 37.11%
DD6 15 18| 54.55%

10
Disposicion de luciferasa de Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE)

Se utilizaron células de cancer de mama humano (AREc32) transfectadas
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de manera estable con varias copias de la construccién indicadora GSTA2-ARE
de rata para demostrar la activacion de la ruta Nrf2-ARE mediante acido caftarico
y compuestos relacionados. El acido caftarico no hidrolizado y el acido caftarico
hidrolizado con La1 (50% y 100%) produjeron una respuesta dependiente de dosis
positiva en la actividad de indicador de Nrf2-luciferasa (véanse los cuadros 4, 5)

exhibiendo una respuesta de inactivacion por saturacion en dosis mayores.

Cuadro 4: Linea celular indicadora AREc tratada con acido caftarico

pg/mi FIC stdv
125 2796 212
250 5821 1900
500 5182 680
750 25792 5224
1000 4777 349

1200 29043 8238

Cuadro 5: linea celular indicadora AREc tratada con acido caftarico

hidrolizado mediante La1: (A) 50% hidrdlisis, (B) 100% hidrdlisis

pHa/ml F/IC A F/ICB Stdv-A Stdv-B
50 3809 3878 2326 1969
75 6896 4241 3553 779
100 9427 11332 3757 4410
125 10564 12040 622 3453
150 11588 16845 8650 1093
200 1479 347 2105 120
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un ingrediente que contiene acido
caftarico y/o derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o
cafeico.

2. La composicion de conformidad con la reivindicacién 1, que comprende
ademas una fuente de proteina, una fuente de carbohidrato y/o una fuente de
lipido.

3. La composicién de conformidad con la reivindicaciéon 2, caracterizada
porque la fuente de proteina comprende proteina de leche y/o proteina vegetal, la
fuente de lipido comprende grasa de leche y/o grasa vegetal, y/o la fuente de
carbohidrato comprende carbohidratos de leche y/o vegetales.

4. La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-
3, caracterizada porque la composicion es un producto alimenticio, un
complemento alimenticio o¢ una bebida, © una composicién para aplicacion
parenteral.

5. La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-
4, caracterizada porgque la composicion esta en la forma de un polvo.

6. La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-
5, caracterizada porque la bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido
caftarico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico son

bacterias probiodticas de acido lactico que tienen una actividad de esterasa, tal
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como actividad de clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa.

7. La composicién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-
8, caracterizada porque la bacteria de acido lactico es seleccionada a partir del
grupo que consta de L. johnsonii, B. longum, y B. lactis, en particﬁlar Lactobacillus
Jjohnsonii (CNCM 1-1225), B. fongum BB 536, B. factis (CNCM 1-3446) y B. actis
BB12.

8. La composicion de conformidad con cualguiera de las reivindicaciones 1-
7, caracterizada porque el ingrediente que contiene acido caftarico es un alimento
natural como lechuga, achicoria, diente de leén, uva, hollejo de uva; o
combinaciones o extractos de los mismos.

9. Uso de una composicion de conformidad con una de las reivindicaciones
1-8, para la preparacién de una composicion para tratar o prevenir padecimientos
inflamatorios, en particular vinculados Eon infecciéon bacterial y/o viral, para
mejorar la capacidad antioxidante en un ser humanc o animal; para tratar o
prevenir el estrés oxidativo relacionado con los padecimientos; para tratar o
prevenir los padecimientos metabdlicos, tales como diabetes; para tratar o
prevenir padecimientos relacionados con la densidad mineral ésea; y/o para tratar
o prevenir el cancer.

10. Uso de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado porque la
composicion esta destinada para administracion oral, de preferencia como

producto alimenticio, complemento alimenticio o bebida, o para aplicacién

parenteral.

Ax
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11. Uso de una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido caftarico
y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico en una
composicion que contiene acido caftarico y/o derivados det mismo.

12. Uso de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado porque la

bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido caftarico y/o derivados del

mismo para generar acido tartarico y/o caféico son bacterias probidticas de acido
lactico que tienen una actividad de ésterasa, tal como actividad de clorogenato
esterasa y/o feruloil esterasa.

13. Uso de conformidad con una de las reivindicaciones 10-12,
caracterizado porque la composicion es una composicion alimenticia de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 -7.

14. Un equipo para preparar un producto alimenticio o complemento
alimenticio o bebida, que comprende por lo menos dos partes: a) una primera
parte que comprende un ingrediente alimenticio que contiene acido caftarico y/o
derivados del mismo; y b) una segunda parte que comprende una bacteria de
acido lactico capaz de hidrolizar acido caftarico y/o derivados del mismo para
generar acido tartarico y/o caféico.

15. El equipo de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizado porque
la bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido caftarico y/o derivados del
mismo para generar acido tartarico y/o caféico son bacterias probidticas de acido
lactico que tienen una actividad de esterasa, tal como actividad de clorogenato

esterasa y/o feruloil esterasa.
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Figura 3:
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