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@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE c.C. NT [
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Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Ndmero 30.660.713 TP53.215
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Nombre: BOVETTO, Lionel; HAU, Joerg y MACE, Catherine.
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ANEXOS \
[X) Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
x Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

E Documento de Representacion Legal.

D Documento de cesidn del inventor al solicitante 0 a su causante.
[] Deciaraciones.

D Copla de la solicitud intemacional. (resumen, descripcidn, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccion de la soliclitud intemacional al castsllano. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Copla del reporte preliminar Intamacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar interacional sobre patentabllidad.
[[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

I:I De ser el caso, documento que acredite la licancia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.
[ Arte Final 12x12. ’

|:| De ser el caso, Informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por
mismo titular o su causante, relacionados parclal o totaimente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaclones cfectuadaa a la solicitud Intemacional.
g Otros reporte de blsqueda Intemacional con su traducclén y publicacién con su traduccion.
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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 estd presentando con esta. solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa 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.

Am&%.%%%mrg

T.P. No. 53.215



MNe.x ¢

TRADUCCION OFICIAL No.283/04 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
01 DE SEPTIEMBRE. DE 2004 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.

Autenticaciones que se hallan a continyéién de un documento de poder conferido
en inglés y espafiol por NESTEC S,A., una sociedad organizada y existe de
conformidad con las leyes de SUiIA,[d:miciliada en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza, y otorgado a los Doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA yio ENRIQUE ALVAREZ, todos
domiciliados en Bogota, Colombia, Calle 72 No. 5 — 83 (Piso 6°).

Dado el 5 de agosto de 2004. Firma ilegible de la Sefiora Paula Nelson, Vice-

I'- .
L

Presidente de Nestec S.A.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Legalizacion por parte del susaib Notario de la firma dg_Ja ! ﬁrgn :aula
| IR
NELSON quien desempefia el cargo de Vice-Preside e
. . m. . LA Vioya
: FRE PRk I AL g
NESTEC S.A., una sogiedad legaimente constituida y existo amm‘&ﬂ%j-fi 3
. . _,,. o — _‘_“‘.“}_ R
leyes de Suiza, domiciliada en Vevey (Suiza). Ademads, dichd cidie: -
_ .. ; T Onsasas
el signatario, segin las leyes de Suiza, tiene facultad p Sbnte . <

documentos respectivos el 24 de marzo de 1997, y de todo ello da fe.
Firma de Jean-Daniel RUMPF.
Sello: Jean-Daniel RUMPF — Notario. Estampilla de 4 Frs.



U

Legalizacién No. 7.135. El Notario Jean-Daniel RUMPF, en Vevey, Distrito de
Vevey, Canton de Vaud, Suiza, certifica ia firma puesta en la pagina anterior por [a
Seflora Paula Nelson, Directora adjunta de Nestec S.A., en Vevey, la cual
compromete an forma valida con su firma individual.
Dado en Vevey, el once de agosto de dos mil cuatro. Firma ilagib!g_del Notario.
Sello: Jean-Daniel RUMPF — Notario. Estampilla de 4 Frs.
APOSTILLA : 1
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1 961)
1.- Pais: Suiza -
El presente documento publico
2. - ha sido firmado por el Seflor Jean-Daniel RUMPF
3.- obrando en calidad de Notario en Vevey
4.- con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario
CERTIFICADO I
5.- Enlausana - 6.~ El 12 de agosto de 2004
7.- Por la Cancillerfa de Estado del Canton de Vaud

8. - Bajo el nimero 6705

hanin: T
& BAGY w“ mul..a
L e s LA

de 25 Fr. ALA mum‘

8. - Selio: Cancilleria del Consejo de Estado — Libertad y Patfjg:

10. - Por el Canciller de Estado, firma de P. Equey.

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en 1os aryijios 6 ald BARAIAG )t
oficina para confrontacién y a la cual me remito. o

Traduccién oficial No. 283/04. srnaeiin Olicel No. °2 53/ M

Traductor: Jean-Jacques Turpin. Traducsor o Jaslgprele

Bogoté, D.C., 1 de septiembre de 2004. (‘w







_40s dbejo fimados, NESTEC S.A, une sociedad

grganizada y existente de conformidad con las leyes
de Suiza

con domicilio en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevay, Sulza

nombramas por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiclliados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
583, piso Bo., nuesiros representantes legales y
verdaderos en Bogots, con facultades para rechir
nolificacionas y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paradgrafo 10. del articuio 543 del decreto 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especiaiments facuitados para
representamos ants las autoridades colomblanas,

dministrativas, judiciales o de policla, en todos los
ltes relativos a la propledad Industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos naecesarios al objeto
indicado; slevar solicltudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimlentos; formular
descripclones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcigimente a los registros, abonar todos los
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; reclbir todos los documentos
y valores, dando sl descargo respectivo: llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creysren conducenies al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudlendo transar, someter a
bitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
emés faculiades que resulten necesarlas, y por el
presente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de elios nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, pama
solicltar en la Oficina de Propiadad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de elios otorgue a nombre
nuestro.

Dado y fiimado

e IEEE fea vtk atal s L NTas ALY e I

The undersigned, NESTEC S.A.,
organized and existing under the laws of Switzerland.

corporsatiol

domniciled at Avenue Nestlé 55, CH-1800 [
Veveay, Switzeriand

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in aald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives In Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudiclal agents, 60 as to comply with
paregraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or, IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially smpowered to
represent us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombla, In all proceedings
pertalning to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the necessary steps for the sald end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up speclfications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partlally waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
tako all those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceedings be passsd over to
the courts, we authorize sald agents to act on our

behalf, as complainants as, wallas Ty ey
the competent |udges, WHISLZAPDiers aTuLo:
arrangements, to submit {t5, arblinetecmmtiha AR S0
collect, to appeal and, | 3Ll W B 95 3
powers as may be requiredis rzs -
from now on aspvallq Pahd [ 6l ,‘;'E
st 0 el
appointed may do fi Ry 3
WE-?RA 155 3
A U sl

nctors ALICIA LLOREDA
YO and/or IGNACIO

We also auifforix
and/or GUSTAVO

s document and of any power
of attormey by any one of them conferred In our name,
before the Office of industrial Property.

Given and signed this 5th August 2004

[4
Paul: NELSON — Vice President 1

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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CERTIFICADO NOTARIAL {SOCIEDAD)

Sulza
Vevey {ss

Hoy {4 de Aqos\w de 2004 , comparecit

PAOLA N ELSON |, aquien conozco y

de quien me consta que firmd el anterior documento,
¥ quien debidamente juramentado declard y dijo que
dles \Vicepresidente
de NESTEC S.A, Ia

compaiila nombrada en el documento que anteceds,
una sociedad desbldamente organizada y existante
conforme a ias leyea de Sulza, domiclliada en la
ciudad de Vevey, Sulza legaimente constituida
para un perfodo de duraclén que adn no ha
terminado, que ajerce su objeto soclal; conforme a
las leyes de Sulza, que sl declarante estd autorizado
por dicha Compafila para conferir este poder; que sl
sello estampado por él al ple de tal poder, en nombre
¥ on represantacion de la expresada Compabia, es el
w oficlal de elle; y que el objeto para e! cual se

iere este instrumento estd comprendido dentro
del de ia sociedad.
El suscritc Notesio ha visio los Estatutos de
incorporacién firmados en Vevey, Sulza, con fecha
20 Mol 10,19y, y cetifica que de
conformidad con ia legislacién de dicho Pals, la
anterior declaracion juramentada es prueba
suficlente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notarlo Publico).

Légalisation No 7'135.~

L taire JEAN-DANIEL RUMPF, A Vevey, District de Veve
Vaud, Suisse, certifie authentique la signature apposée H N\
part par Mmm ' Paula NELSON, directrice-adjointe de la sokbi
NESTEC S.A., 2 Vevey, qu'elle engage valablement par sa Bi

individuelle. -

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzeriand

Vevey {ss

On this 11thiay of August , 2004,
personally came

. Pauls NELSON
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he/she is the

Vice Presidesnt of NESTEC S.A., the
company named within, a Corporation organized and
oxisting under the laws of the Switxerland, domiciled
at the Clty of Vevey, Switzerland legally constituted
for a period of tenure not yet expired, which exerclaes
Its corporate purposes according to the laws of
Switzarland, that the deponent is authorized by sald
Company to confer this power of attomey; that the
seal affixed hereunto by the deponent in the name
and on behalf of said Corporation Is the corporate
seal thereof; and that the purpose for which this
instrument is granted is Included within the corporate
purposes of the Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation executed at

Vevey, Switzerland, under date of March 24 1997

and hereby ceriifies that under the laws of sakd
County the foregoing acknowladgment Is sufficlent
proof that the facts therein contained are true, which

7 he attests.

LO MENDEZ EAT - -:..



{Convention de
1. Pays: SUISSE

Le présent acte public

3. agissant en qualitd de

|8. sous No 6705

APOSTILLE
La Hays du 5 octobre 1681)

2. a 4t signé par Jean-Danlel Rumpt

notalre & Vavay

4. ast revbtu du sceau/timbre de J.-D. Rumpf notalre

Altestd

5. & Lausanne 6. le 12 aolt 2004

7. par |la Chancellerle d'Etat du Canton de Vaud

10. Signature _
pr le Chanceller d'Etat:

o

P .Equey

acteo foued {amp CveucAn .
Qe fouss Ao

AA TARETCKD-

AT
LR

’ -‘i’;ﬁ
PABL

i
MENDRE EAS
HOTARID (8]

L
"

PRTE R
W ._cq"‘




Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/010200

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 A23L1/305 AGlK38/00 A23]1/20

Semin la Clasifieacion de Patente Intemacional (iPC) o segin Is clasificacitn nacionsl y Is IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

[ Documentacién minima buscada (sisterns de clasificacion seguido de simbolos de clagificacién)
IPC7 A23L

[ Documentacion buscada fuera de documentacion minima hasta donde dichos docurnentios se incluyan en los campos buscadoa

Base de datos electninica consultads durente s bisqueda intemacionsl {nombre de In base de datos y, donde sca prictico, buscar términos usados)

EPO-Intermacional, WPI Dato, PAJ, BIOSIS, COMPENDEX

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorin® | Citacién do documento, con Indicacién, donde sca apropiado, de los texios relcvantes Relevanto « 1a reivindicacion No.

X WO 01/11990 A (HASCHKE FERDINAND; MAIRE JEAN 1-6, 18
CLAUDE (CH); JOST ROLF (CH); KRATKY)

22 de Febrero de 2001 (2001-02-22)
reivindicacién 1; ejemplo 4 7-17
X DE 44 13 839 C (FRITZ KOCH PHARMA GMBH DR MED) 1-6, 18

19 de Octubre de 1995 (1995-10-19)
resumen, reivindicacion 1

A WO 01/56555 A (NAYLOR ALAN; GLAXO GROUP LTD (GB); 1-18
MANGEL ALLEN WAYNE (US))
9 de Agosto de 2001 (2001-08-09)
reivindicaciones 1, 7

A US 6 469 063 B1 (CHEN SONGYUAN Y COL) 1-18
22 de Octubre de 2002 (2002-10-22)
resumen

/-

En ¢l recuadro C se enumeran mia documentos. E En el anexo se enumern miembros de 1a fumilia de patentes,

* Categorins especinles de docurnentos citados:
T" documnento pasterior publicado después de Ia fecha de presentacion

'A' documento que define el estado general de In técnica el cual no se nternacional o fecha de priaridad y que no esti en conflicto con la
considers de relevancia particular solicitud pero citndo para entender el principio o teoris que susteatn
la invencién
‘E' documento anterior pero publicado en o después de In fecha de
presenincidn intemacional 'X' documenio de relevancia particular; la invencidn reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
'L’ documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de un paso inventivo cuando el docurmnento se toma solo
prioridad o qua s¢ cita para establecer 1a fecha de publicacidn de otra
citacién u otra mzdn especial (sepin so especifica) "Y' documento de relovancia particular; Is invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cusndo el
Q' documento que se refiere a una revelacién oral, uso, exhibicidn u documento se combima con uno o mis documnentns, giendo dicha
otros medias combinacién obvia pars uns persona experia en la técnica

P documento publicado antes de la fecha de presentacidn intemacional | ‘&' documento miemibro de I misma familia de patentes

de Ia fechs de prioridad reivindicada _
Fecha de Ia terminacién real de 1a bisqueds intemacional Fecha de envio por cormeo del reporte de bisqueda intemacional
10 de Enero de 2005 04/02/2005
Nombre y direccion de correo de la [SA Funcionario sutorizado
Oficina de Patcnics Europes, P. B. 5818 Patentlasn 2
NL - 2280 HV Rijawijk Koch, J

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

“Forms PCT/ISA/210 (segunda haja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/010200

C. (Continuacién} DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categora *

Citacidn de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relcvante a la reivindicacion No.

A

WO 02/051437 A (NESTLE SA; GERMAN BRUCE (CH);
PECQUET SOPHIE (CH); TURINI MARCO (C)

4 de Julio de 2002 (2002-07-049

resumen; ejemplos 7,8

1-18

“Forma PCT/ ISA /210 (continuacion de Ia segunda hoje) (Enero 2004)




1

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
Documento de patente citado . o

en el reporte de bdsqueds Fecha de publicacién Miembro(s) de Ia familia de petentes pﬁ?ﬁ:;:u
wO 0111990 A 22-02-2001 EP 1048226 Al 02-11-2000
AU 765986 B2 09-10-2003
AU 4753500 A 13-03-2001
BR 0010125 A 15-01-2002
CA 2371696 Al 22-02-2001
CN 1358067 T 10-07-2002
WO 0111990 Al 22-02-2001
MX PAO1010778 A 20-08-2003
NO 20015178 A  23-10-2001
PL 351599 Al 05-05-2003
us 6777391 B1 17-08-2004
ZA 200108412 A 13-01-2003
AU 774751 B2 08-07-2004
AU 7654300 A 30-04-2001
BR 0014377 A 19-11-2002
CA 2385860 Al 05-04-2001
CN 1377238 T 30-10-2002
CZ 20021135 A3 14-08-2002
wO 0122837 Al 05-04-2001
EP 1220620 Al 10-07-2002
HU 0202886 A2 28-01-2003
JP 2003510059 T 18-03-2003
NO 20021333 A 14-05-2002
NZ 517994 A  29-08-2003
SK 5792002 A3 06-08-2002
TR 200200840 T2 23-09-2002
ZA 200202081 A 13-06-2003
DE 4413839 C 19-10-1995 DE 4413839 C1  19-10-1995
wO 0156555 A 09-08-2001 AU 2870301 A 14-08-2001
EP 1251839 A2 30-10-2002
WO 0156555 A2 09-08-2001
JP 2003521511 T 15-07-2003
uUs 2003013717 Al 16-01-2003

uUs 6469063 A 22-10-2002 NINGUNO
WO 02051437 A 04-07-2002 BR 0116415 A 30-12-2003
CA 2431835 Al 04-07-2002
wo 02051437 Al 04-07-2002
FP 1345624 Al 24-09-2003
JP 2004522725 T 29-07-2004
NO 20032732 A 25-07-2003
uUs 2003232057 Al 18-12-2003

Forma PCT/ ISA/ 210 (ancxo fumilia de patentes) (Enero 2004)

\'b
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INLIERNATIONAL SEARCH REPORT

Appitextion its
PCT/EP2004/010200

Tpm

T ALI/A08 Roik38/00  A23J1/20

Asoonding 1 Inflemaliorsl Patent Classifisation {IPC} or iv both eionsl cisselioslion and IFC

Wik documntasion
IPC 7 A23iL

sewwhad (oharalicalinn systern followed by classiioslion symbols)

Documenialion seprched cthar than minimum docameniation o e exisnt thal such docements wre included in the Seits asarched

Electonic aala bese Comuled kg the insmaional sasrch (ame of daix besa and, whers praciical. sseh lems used)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, COMPENDEX

£. DOCUAENTS CONBEERED TO BE RELEVANT
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT) &

(19) Organizacién Mundial de Propledad Intelectual
Oficina Intermacional

(43) Fechs de Publicacién Internaclonal
24 de Marzo de 2005 (24.03.2005)

{10) Némero de Publieacién Internacional

WO 2005/025335 Al

(51) Clasificacién Internacionnl de Patentes™
AGIK 38/00, A23J 1/20

AL 1/308,

(21) Némerw da Soliclind Interuaclonal: PCT/EP2004/010200

{12) Fecha de Reghttro Internaclonal:

13 de Septiembre de 2004 (13.09.2004)
(25) ldloms de registro: Inglés
(26) Idloma de Publicacién: Inglés

(30) Isformaciin de Prioridad:
03020739.3 12 de Scpticmbre de 2003 (12.09.2003) EP

(1) Solidtante (para iodos los Estados designados excepto
Estados Unides de Américay: NESTEC S.A. [CH/CHJ;
Ave Nestlé 55, CH-1800 Vevey (CH).

(72) loventores; e

(75) Inventores/Solicitantes (poru Estardos Unidos de Amérion
solaments): BOVETTO, Lionel [FR/FR]; 220 B Route
des Tattes, St. Thomas, F-74500 Laringea (FR).
HAU, Joerg [DE/CH); Sur le Jordil, CH-1148
Cuamens (CH). MACE, Catherine [FR/CH]; Avenue
des Mousquines 27, CH-1005 Lausanne (CH).

(74) Agente: CHAUTARD, Cédle; Avenue Nestlé 55,
CH-1800 Vevey (CH).

(81) Estados Desiguades (g menor que sec indicado de otra
manerg, para cada tipo de proisccién nocional disponible):
AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR,

CO,

Declaraciones segiin la Regla 4.17:
— ecomo derecha del solicitante para solicitar y que se Is oworgue

una patente (Regia 4.17() pure las tiguienies designaciones AE,
AG, AL,AM AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA
CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES
Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG
KP,KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK
MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO,
RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, UZ, VC, VN, YU, ZA. ZM, ZW, patente ARIPO (BW, GH,
GM, KELSMWMZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW),
patente Eurasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
paltente Europea (AT, BE, BG X CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES,
Fl, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, 5],
SK, TR), patente OAPI (BF, B, CF, CG, CI, CM, GA, ON, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG)

Sigulenter designacianes
AE AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ,

CA.CH,CN.CO,CR.CU.CZ.DE.DK.DM DZ, EC, EE, EG,
ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG,

MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, RU, 8C, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT,
TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW, patente ARIPO
(BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 5D, 5L, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), patente Burasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
Ti, TM), patente Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, F, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SE, SI, SK, TR), patente OAPI (BF, Bl, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

de la calided de inventor (Regla 4.17(iv)) para Estados Unidor de
Amdrica solamente

con reporte de bnisqueda internacional

anter de la expiracion del limite de tiempo pare modificar
las reivindicoriones y yer republicads de svevo en o caro ds
recibo de madificaciones

Para los cddigos de dox letras y oiras abrevigturas, refidrave a "Lay Notax
Gulas sobre Cidigos y Abreviaturas® que aparecen al comienzo de cada
emisidn regular de la Gaceta PCT.

C)

ARIPO (BW .G. M, KE, LS, MW, MZ, NA, SD,
SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Buroasiiitica (AM, AZ,
BY, KG, KZ, MD, RU, T), TM), Europea (AT, BE,
BG, CH, CY, CZ, DE, D!
HU, IE, IT, LU, MC, N
TR), OAPI (BF, Bl, CF

GW, ML, MR, NE,

, EE, ES, FI, FR, GB, GR,
L, PT, RO, SE, SI, SK,
CG, Cl, CM, GA, GN, GQ.

(54) Timle: FRACCIONES DE LECHE Y PREPARACIONES DE LECHE PARA EL TRATAMIENTO Y/O PREVENCION DE
LAS ENFERMEDADES MEDIADAS POR COX-2

(37) Remmen: La presente invencidn se relaciona con composiciones nuiricionales y farmacéuticas para el tratamiento y prevencién
de enfermedades mediadas por I ciclooxigenasa 2 y a un método para incrementar la actividad inhibidora de ciclooxigenasa 2 de un
producto. Ademds de ello, la presente invencién se refiere al uso de una o mis fracciones de proteina de leche y/o una 0 més
preparaciones de protelna de leche para inhibir la actividad de ciclooxigenasa 2 (COX-2), en particular para 1a preparacién de un
medicamento o un alimento funcional para ¢l tratmiento y la prevencién de enfermedades mediades por la ciclooxigenasa 2.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capftulo II del Tratado de Cooperacién de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del
solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416
NO 7456WO
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dia/mes/atio) (dia/mes/aiio)
PCT/EP2004/010200 13.09.2004 12.09.2003

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
A2311/305, A61K38/00, A23]1/20

Solicitante
NESTECS.A. y col.

1.

Este reporte es ¢l reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional bajo el Articulo 35 y trasmitido al solicitante de conformidad
con el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total d@mjn, incluyendo esta cardtula.
Este reporte también es acompafiado por ANEXOS, que comprenden:
a. [ (enviado al solicitente y a la Oficina Internacional) un total de 3 hojas, como sigue:

O hojas de la descripcion, reivindicaclones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la
base de este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver
Regla 70.16 y Seccitén 607 de las Instrucciones Administrativas).

O hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cunles esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va mis alld de la revelacién en la solicitud internacional como se
present, como se indicé en el ftemn 4 de la Casflla No. I y la Casilla Suplementaria.

b. [] (enviado dnicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y ndmero de medio{s)
electrénico(s)) » que contienen un listado de secuencias y/o tablas con ello, dnicamente en una
forma legible en computador, como se indicé en la Casilla Suplementaria Relacionada con el
Listado de Secuencias (ver Seccién 802 de las Instrucciones Administrativas).

Casilia No. I Bases del reporte
Casilla No. II Prioridad

b2y

O

[0 CasillaNo.IllT No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

] CasillaNo.IV  Falta de unidad de invencitn

B4 CasillaNo.V Afirmacién raronada de conformidad con el ArHiculo 35(2) con respecto a
novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que
sustentan dicha afirmacién

[0 CasillaNo.VI  Clertos documentos citados
[0 CasillaNo.VII Ciertos defectos en la solicitud internacional
[0 CasillaNo.VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
12.04.2005 01.08.2005
Nombre direccién de correo de la autoridad Funclonario autorizado

preliminer internacion
Oﬁclnldnl’llmlu Eul'upﬂ P.B Slll Patentisan 2

meouvnls% Koch, ]
Tx: 31 GSleponl

Tel. +31 70 340
Fax: 431 70 340 - 3016

Teléfono No. +31 70 340-

Farma PCT/IPEA/ 409 {portads) (Enaro 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2004/010200

Casilla No.1I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se basé en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue
presentada, a menos que se indique lo contrario seg(in este ftem.

D Este reporte se basd en una traduccién del idioma original al siguiente idioma .l cual es
el idioma de una traduccién suministrada para los propésitos de:

[[] bisqueda internacional (segiin Ias Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[[] publicacién de Ia solicitud internacional (segtin la Regla 12.4)
[[] examen preliminar internacional (segiin las Reglas 55.2 y/o 55.3)

2. Respecto a los elementos* de la solicitud internacional, este reporte se basé en (hojas reemplazadas las cuales han
sido suminisiradas a [a Oficina receptora en respuesta a una invitacién segtin Articuio 14, son referidas en este
reporte como "originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripclén, Piginas

131 como se presentaron originalmente
Retvindicaciones, Niimeros

1-18 como se presentaron originalmente
Dibujos, Hojas

1/4-4/4 como se presentaron originalmente

[ listado de secuencia y/ o alguna tabla{s) - ver Casilla Suplementaria en Relacién al Listado de Secuencia

3. [0 Las modificaciones resultaron en la cancelacitn de:

O

la descripcion, péginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/ figuras

el listado de secuencia (especificar):

cualquier tabla(s) relacionada al listado de secuencia (especificar):

OO0

4. [] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexos modificados a este reporte y
numerado antes no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién
original, como esta indicado en la Casflla Suplementaria (Regla 70.2(c)).

la descripcion, péginas

las relvindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/ figuras

¢l listado de secuencia (especificar):

slguna tabla(s) relacionada al listado de secuencia (especificar):

00000

* Si el {tem 4 aplica, algunas o todas de estas hojas pueden ser marcadas "reemplazadas”.

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004) ’)\
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE

PATENTABILIDAD

Solicitud Internacional No. ] g
PCT/EP2004, 010200

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién
Novedad (N) Si:
No:
Nivel Inventivo (IS) Si:
No:
Aplicabilidad Industrial (IA) Si:
No:

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7):

ver hoja separada

Forma PCT/I1PEA/4D9 (Enero 2004)

Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones

4,7-17
1-3,5,6,18

7-17
1-6,18

1-18



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No. ﬂ
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/010200

Re Item V
Declaracion razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que soportan dicha declaracién

1. Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 01 11990 A (HASCHKE FERDINAND; MAIRE JEAN CLAUDE (CH); JOST
ROLF (CH); KRATKY) Febrero 22 de 2001 (2001-02-22)

D2 DE 44 13 389 C (FRITZ KOCH PHARMA GMBH DR MED) Octubre 19 de 1995
(1995-10-19)

2, D1 revela (c.f. . 4; cl. 1) una férmula de infante que comprende suero dulce del cual el
glicomacropéptido de casefna ha sido removido. De acuerdo con la presente descripcién
(e.g. tabla 4 en la péagina 29), el suero dulce tiene un efecto inhibidor de COX-2
comparativamente alto.
Por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 1-3, 5, 6 y 18 no es novedosa
(Articulo 33(2) PCT).

3. D2 revela (cf. resumen; col. 1 § 2) una composicién antioxidante para tratar
enfermedades, que comprende suero dulce, vitaminas y minerales. Por lo tanto, la
materia objeto de las reivindicaciones 1-3, 5, 6 y 18 no es novedosa (Articulo 33(2) PCT).

4. La reivindicacién dependiente 4 no parece contener ninguna caracterfstica adicional que,

en combinaci6n con las caracterfsticas de cualquier reivindicacién a la que se refiere,
cumpla con los requerimientos de la PCT con respecto al nivel inventivo, las razones son
las siguientes:
En la reivindicacién 4 se sugiere un ligero cambio en el producto de la reivindicacién 1
que viene dentro del alcance de la practica comtn seguida por los expertos en la técnica,
especialmente en la medida en que las ventajas alcanzadas de esta forma pueden
contemplarse ficilmente por anticipado. En consecuencia, la materia objeto de la
reivindicacién 4 también parece carecer de nivel inventivo.

5. El documento WOU0156555 (D1), que ha sido identificada como la técnica previa més
cercana con respecto a las reivindicaciones 7, 13, 16 y 17, revela un método para el
tratamiento de constipacién, en donde los compuestos que inhiben COX-2, tales como
derivados de piridazina y piridina, son administrados, e.g., a humanos.

Forma PCT/ Hoja Separada/ 409 (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)



&

20

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.

PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/010200

51

52

5.3

54

La materia objeto de las reivindicaciones 7, 13, 16 y 17 de la presente solicitud difieren del
documento de la técnica previa més cercano en que el material de proteina de leche que
provee actividad inhibidora de ciclooxigenasa-2 (COX-2) es aislado y usado como un
ingrediente de producto, respectivamente.

La materia objeto de las reivindicaciones 7, 13 16 y 17 es, por lo tanto, novedosa (Articulo

33(2) PCT).

La solucién sugerida en la presente solicitud resuelve el problema de proveer sustancias
activas para el tratamiento de enfermedades mediadas por COX-2, que muestran un
riesgo reducido de efectos secundarios perjudiciales.

La solucién provefda en las reivindicaciones 7, 13, 16 y 17 de la presente solicitud se
considera como novedosa e inventiva debido a que el uso de material de protefna de la
lecha para tratar enfermedades mediadas por COX-2 no estd revelado en la técnica previa
y porque el experto no estd enterado de los efectos inhibidores de COX-2 de las
fracciones de protefna de la leche.

Las reivindicaciones 812, 14 y 15 son dependientes de las reivindicaciones 7 y 13,
respectivamente, y como tales también cumplen los requerimientos de la PCT con
respecto a novedad y nivel inventivo.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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This report is based on translations from the original language into the following languaga ,
which is the language of a translation fumnished for the purposes of:

O intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))

O publication of the intemational application (under Rule 12.4)

O international preliminary examination {under Ruies 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elemants* of the international application, this report is based on (replacament shaste which
have baan fumished to the receiving Office in rasponae fo an Invitation under Article 14 are referred to In this

report as “oniginally fled” and are not annexed to this report).

Description, Pages

1-31 as originally filed
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Drawings, Sheets
14-4M as originally fed

4. 0

a sequence listing andbr any related tabla(s) - see Supplemental Box Relating fo Sequence Listing
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O the sequence listing (specify).

O any table(s) related to sequence listing (specify).

This report has been astablished as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below

had not baen made, aince thay have been considerad to go beyond the disclosure aa filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2{(c)).

O the description, pages

I the claims, Nos.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT N PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010200
Be Item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:

D1: WO 01 11990 A (HASCHKE FERDINAND :MAIRE JEAN CLAUDE (CH);
JOST ROLF (CH); KRATKY) 22 February 2001 (2001-02-22)

D2: DE 44 13 839 C (FRITZ KOCH PHARMA GMBH DR MED) 18 October 1995
(1995-10-18)

2. D1 discloses (cf. ex. 4; cl. 1) an infant formula comprising sweet whey from which
cassin glycomacropeptide has besn removed. According to the prasent
description (e.g. table 4 on page 28), sweet whey has a comparatively high COX-2
inhibiting effect.

The subject-matter of claims 1-3, 5, 6 and 18 is therefore not novel (Article 33(2)
PCT).

3. D2 disclosas (cf. abstract; col. 1 § 2) an antioxidant composition for treating
diseases, which comprises sweet whey, vitamins and minerals. The subject-matter
of claims 1-3, 5, 6 and 18 is therefore not novel (Article 33(2) PCT).

4. Dependent claim 4 does not appear to contain any additional features which, in
combination with the features of any claim to which it refers, meet the
requirements of the PCT with respect to inventive step, the reasons being as
follows:

In claim 4, a slight change in the product of claim 1 is suggested which comes
within the scope of the customary practice followed by persons skilled in the art,
especially as the advantages thus achieved can be readily contemplated in
advance. Consequently, the subject-matter of claim 4 also appears to lack an
inventive step.

5. The document WO0156555 (D1), which has been identifled as the closest prior art
with respect to claims 7, 13, 16 and 17, discloses a method for ireating
constipation, wherein COX-2 inhibiting compounds such as pyridazine and
pyridine derivatives are administerad e.g. to humans,

Form PCT/Separate Shesi/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATI NAL PRELIMINARY Intemational application No,
REPORT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010200

5.1. The subject-matter of claims 7, 13, 16 and 17 of the present application differs
from the closest prior art document in that a milk protein material providing a
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibiting activity Is isolated and used as a product
ingredient, respectively.

The subject-matter of claims 7, 13, 16 and 17 is therafore new (Article 33(2) PCT).

5.2. The solution suggested in the present application solves the problem of providing
active substances for treating COX-2 mediated diseases, which exhibit a reduced
risk ot deleterious side effects,

5.3. The solution provided in claims 7, 13, 16 and 17 of the present application is
considered as novel and inventive, because the use of milk protein material for
treating COX-2 mediated diseases is not disclosed in the prior art and because
the skllled person must be considered as unaware of the COX-2 inhibiting effects
of milk protein fractions.

5.4. Claims 8-12, 14 and 15 are dependent on claims 7 and 13, respectively, and as
such aiso meet the requirements of the PCT with respect to novelty and inventive
step.

Form PCT/Separate Sheat/400 (Shast 2) (EPO~January 2004)
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FRACCIONES DE LECHE Y PREPARACIONES DE LECHE PARA EL
TRATAMIENTO Y/O PREVENCISON DE LAS ENFERMEDADES MEDIADAS P R

COox-2

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con composiciones
nutricicnales y farmacéuticas para el tratamiento y prevencién
de enfermedades mediadas por la ciclooxigenasa 2 y a un método
para incrementar la actividad inhibidora de ciclooxigenasa 2 de
un producto. Ademis de ello, la presente invencién se refiere
al uso de una o mids fracciones de proteina de leche y/o una o
mids preparaciones de protefna de leche para inhibir 1la
actividad de ciclooxigenasa 2 (COX-2), en particular para la
preparacién de un medicamento o un alimento funcional para el
tratamiento y la prevencién de enfermedades mediadas por la

ciclooxigenasa 2.

C. 65.296
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FRACCIONES DE LECHE Y PREPARACIONES DE LECHE PARA EL
TRATAMIENTO Y/O PREVENCION DE LAS ENFERMEDADES MEDIADAS POR

COX-2

La presente invencién Bse refiere a composiciones
nutricionales y farmacéuticas fitiles para tratar y/o prevenir
enfermedades mediadas por la ciclooxigenasa-2 y a un proceso
para incrementar la actividad inhibitoria de un producto sobre
la ciclooxigenasa-2. én particular, la presente invencién
también se refiere al uso de una o méie fracciones de proteina
de leche y/o una o mis preparaciones de proteina de leche, para
inhibir la actividad de la ciclooxigenasa-2, especificamente
para la preparacién de un producto alimenticio o un medicamento
para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades mediadas por
ciclooxigenasa-2.

Las enzimas ciclooxigenasa (COX) son enzimas claves
requeridas para la conversién del &cido araquidonico a
prostaglandinas (PG). Hasta el momento se han identificado dos
isoformas de COX, COX-1 y COX-2, las cuales difieren en muchos
aspectos: la isoforma COX-1 se expresa constitutivamente en
muchos tejidos y se cree que es responsable de la produccifn de
prostaglandinas que controlan las funciones fisiolSgicas
normales, tales como la mantencién de la mucosa gédstrica y la
regulacién del flujo sanguineo renal. La segunda isoforma, COX-

2, parece no ser expresada constitutivamente en muchos de los

C. 65.296 1l



tejidos normales, sin embargo es altamente inducible y puede
ser encontrada solamente en ubicaciones particulares, por
ejemplo, en sitios de inflamacién y en células de céncer.

A pesar que las enzimas COX se encuentran unidas a la
membrana, ellas no poseen una regién trans-membrana
convencional. En lugar de esto, ellas contienen cuatro hélices
anfipticas que estén yuxtapuestas, para formar una regién de
hidrofobicidad. Esta regién hidrofébica es la gque ancla la
porcién “inferior” de la enzima en la membrana. El sitio activo
de 1la ciclooxigenasa esta wubicado en el &rea de 1la
hidrofobicidad, cercana a las hélices anfipdticas. Se considera
que los substratos e inhibidores de la enzima logran llegar al
gitio activo por medio de un canal que se forma en la bicapa
lipidica (W. Krause, R. N. Dubois, ProsFaglandins & other Lipid
Mediators 61 (2000), 145-161).

Los inhibidores COX, y en particular los inhibidores
de la COX-2, 8e utilizan para tratar una diversidad de
diferentes enfermedades, tales como enfermedades inflamatorias,
y también son utilizados como analgésicos. Ademis, por 1lo
general se ha encontrado que la COX-2 esta sobre expresada en
tejidos premalignos y malignos y un tratamiento con inhibidores
COX-2 ha demostrado reducir 1la formacién de tumores
intestinales, esoffgicos, de 1lengua, mamarios, de piel, de
pulmbn y de vejiga en animales (K. Subbaramaiah, A. J.
Dannenberg, TRENDS in Pharmacological Scilences 24 (2003), 96-

102).

C. 65.296 2
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Varias drogas bien conocidas del tipo no esteroidal
anti-inflamatorio (también conocidas como AINES), tal como por
ejemplo la aspirina y el ibqprofeno, inhiben a las COX-1 y COX-
2. Recientemente, una nueva clase de inhibidores (COXIB) se ha
degcrito el cual inhibe especificamente a la enzima COX-2
solamente (M. E. Turini, R. N. Dubois, Physiology And Diseases.
Annu. Rev. Med. 53 (2002), 35-57). Sin embargo, se sabe que los
AINES provocan diversos efectos colaterales, por ejemplo
problemas renales y ulceracién duodenal y estomacal.

Consecuentemente, el problema de la presente
invencién es proveer medios adicionales para inhibir a las
ciclooxigenasas, en particular a la COX-2, los cuales deben
egtar asociadoe en un bajo riesgo de efectos colaterales
nocivos.

Este problema se ha repuelto proveyendo fracciones
egpecificas y/o preparacicnes de leche las cuales exhiben una
actividad inhibitoria sobre COX-2, para el tratamiento y/o

prevencién de enfermedades mediadas por COX-2.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 corresponde a un diagrama que muestra la
preparacién de fracciones de leche de bovino tal como pse
explica en el Ejemplo 1.1;

La Figura 2 es un diagrama que muestra la preparacién
de fracciones de leche humana tal como se presenta en el

Ejemplo 1.2.;

C. 65.296 3
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La Figura 3 es un diagrama que muestra la preparacién
de fracciones de leche de biifalo tal como se presenta en el
Ejemplo 1.3.; ¥y

La Figura 4 presenta una comparacién de las
actividades inhibitorias de COX-2 de diversas fraccionesa de
proteina de leche y las preparaciones de proteina de leche
derivadas de leche humana (HM), leche de vaca {(CM) y leche de
bifalo (BM).

De acuerdo a un aspecto, la presente invencién provee
una composicién nutricional y/o farmacéutica, Gtil para tratar
y/o prevenir las enfermedades mediadas por ciclooxigenasa-2, en
donde dicha composicién comprende una cantidad terapéuticamente
efectiva de una o més fracciones de proteina de leche y/o una o
mis preparaciones de proteina de leche, las cuales proveen una
actividad inhibitoria de ciclooxigenasa-2.

El término “"tratar y/o prevenir 1las enfermedades
mediadas por la ciclooxigenasa-2*" tal como se utiliza en la
presente solicitud comprende a ambos, tratar una enfermedad
asociada con la expresidén, en particular con una expreesifn
aumentada de ciclooxigenasa-2, asi como prevenir una enfermedad
la cual puede verse influenciada a través de la reduccién del
nivel de ciclooxigenasa-2 en un sitio especifico en el
organismo de un individuo, o por medio de la prevencién de un
nivel elevado de la ciclooxigenasa-2 en un sitio especifico del
organismo | del individuo. Un nivel incrementado de 1la

ciclooxigenasa-2 representa una cantidad, que en promedio es

C. 65.296 4
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superior al nivel de 1la ciclooxigenasa-2 estadisticamente
presente en un individuo saludable en un sitio especifico.

Un primer grupo de enfermedades mediadas por
ciclooxigenasa-2, las cuales pueden ser tratadas y/o el inicio
de las mismas puede ser prevenido de acuerdo a la presente
invencién es el cincer, comprendiendo cualquiera de sus estados
pre-cancerosos. De acuerdo a los datos cientificos disponibles
que existen, actualmente se presume que en los tejidos pre-
malignos y malignos se encuentra sobre expresada la COX-2, y
que dicha expresifén incrementada de COX-2 esta asociada al
menos en parte a la induccién de la formacién del tumor. De
hecho, una sobre expresién de COX-2 ha sido observada en
diversas condiciones pre-malignas y malignas, por ejemplo, en
6rganos tales como colon, estomago, eséfago, higado, vejiga
biliar, péncreas, cabeza y cuello, pulmén, tejido mamario,
vejiga, 6rganos genitales femeninos y piel. En el estado de 1
arte, también, se ha logrado un tratamiento exitoso a base de
los inhibidores de COX-2. Por lo cual, la administracién de una
composicién de acuerdo a la presente invencién ser& Gtil para
tratar y/o prevenir los estados de céncer y/o pre-cancerigenos.

Incluso, los inhibidores de COX-2 han demostrado
bloquear la formacién de prostaglandinas, la presencia de las
cuales esta asociada con el desarrollo y el progreso del dolor,
fiebre e inflamaciétn. De acuerdo a la presente invencién,
grupos de enfermedades objetivo adicionales, mediadas por

ciclooxigenasa-2, para las cuales se espera un tratamiento y/o
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prevencién, son 1la artritis, fiebre reumidtica, siIntomas
asociados con la influenza u otras infecciones virales, la
dismenorrea, el dolor de cabeza, dolor dental, las enfermedades
degenerativas de las articulaciones, etc. Incluso, de acuerdo a
la presente invencién, la enfermedad de Alzheimer se considera
que es una enfermedad objetivo, debido a que los inhibidores de
COX-2 han demostrado poseer un efecto protector en el
desarrollo de esta enfermedad.

De acuerdo a la presente invencién, las composiciones
nutricionales y/o farmacéuticas se diseflan para ser
administrados a cualquier individuo que las necesite,
preferentemente mamiferos, en particular humanos y animales,
por ejemplo los domésticos.

Una *“actividad inhibitoria de ciclooxigenasa-2" como
se menciona aqui puede ser determinada de acuerdo a un mé&todo
de monitoreo de COX-2 sobre la base de células HUV-EC-C como se
indica mis adelante en los Ejemplos, pero también en base a
otros ensayos conocidos en el arte.

La cantidad terapéuticamente efectiva de una o wmis
fracciones de proteina de leche y/o una o mis preparaciones de
proteina de leche especificamente requeridas para un individuo
determinado pueden ser fAcilmente determinadas por el experto
en el arte de acuerdoc a su conocimientoc general de la técnica
considerando una diversidad de factores, tal como peso
corporal, edad, s8salud general, sexo, dieta, tiempo de

administracién, ruta de administracién, velocidad de expresién,
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combinacién de droga, etc. Bésicamente, el régimen de dosis
especial para un individuo particular dependeri de que se
pretenda lograr una prevencifén general o un tratamiento agudo
de una enfermedad. Por ejemplo, la doeis diaria de dicha una o
mis fraccionee de proteina de leche y/o una o mis preparacionee
de proteina de leche pueden ser seleccionadas de un rango
comprendido entre 7 mg hasta 70 g en caso de una persona de 70
kilogramos, correspondiente a una dosis diaria de alrededor de
0,1 mg hasta alrededor de 1 g por kilo de peso corporal,
preferentemente desde alrededor de 0,5 mg hasta alrededor de
100 mg, mis preferentemente desde alrededor de 5 mg hasta
alrededor de 70 mg e incluso mide preferentemente desde
alrededor de 10 mg hasta alrededor de 50 mg.

Una composicién nutricional de acuerdo a la presente
invencién es cualquier composicién adecuada para el consumo
humanoc o© animal, que comprende al menoe un material
seleccionado del drupo que consiste de agua, protefnas y/o
péptidos, carbohidratos, grasas.

Una composicién farmacéutica de acuerdo a la presente
invenci6én es cualquier composicién que comprende al menos un
compuesto terapéuticamente activo tal como se detalld en la
presente descripcién.

Mis aun, la presente invencién provee una composicién
nutricional y/o farmacéutica que comprende una cantidad
incrementada de dicha una o m&s fracciones de proteina de leche

y/0 una o mis preparaciones de proteina de leche que proveen

C. 65.296 7
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una actividad inhibitoria de ciclooxigenasa-2, y la cual provee
una actividad inhibitoria de ciclooxigenasa-2, que es superior
a la actividad inhibitoria de 1la ciclooxigenasa-2 de una
composicién nutricional y/o farmacéutica en donde la cantidad
de dichas una o més fracciones de proteina de leche y/o una o
mids preparaciones de proteina de leche no han sido
incrementadas.

Como tal, una cantidad incrementada de dicha una o
mis fracciones de proteina de leche y/o una o mids preparaciones
de proteina de leche, la cual provee una actividad inhibitoria
de ciclooxigenasa-2 puede ser obtenida ya sea agregando la
cantidad adicional de dichas una o mids fracciones de proteina
de leche y/o una o miAs preparaciones de protefna de leche y/o
sustituyendo una fraccién de leche con una fraccién de leche en
donde el compuesto{(s) Dbio-activo ha sido enriquecido. Un
enriquecimiento puede B8er 1logrado de acuerdo a técnicas
figicas, quimicas y biol6gicas bien conocidas en el arte y que
pueden ser realizadas por ejemplo, basado en 1los ensayos
descritos en los Ejemplos.

La actividad inhibitoria de un producto sobre la
ciclooxigenasa-2, que resulta de un enriquecimiento o adicién
como se indica anteriormente podria ser por ejemplo al menos
1%, mis preferentemente de al menos un 5%, méis preferentemente
al menos un 10% superior, y en particular al menos 25% superior
que la actividad inhibitoria de ciclooxigenasa-2 de la

composicién nutricional/farmacéutica de 1la referencia, es
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decir, de la composicién nutricional/farmacéutica gque posee
ademis de la una o mis fracciones de protefna de leche
adicional y/o enriquecida y/o una © mAs preparaciones de
proteina de leche, la misma composicién como la composicién
nutricional/farmacéutica que posee una actividad inhibitoria de
ciclooxigenasa-2 incrementada.

Durante extensos estudios, los autores de la presente
invencién demostraron que las fracciones de proteina de leche
especificas, proveen una actividad inhibitoria de
ciclooxigenasa-2, la cual esencialmente puede encontrarse que
no excede a aquella de la leche como tal. Sin desear estar
unido a ningfin tipo de teorfa, puede suponerse que la baja
actividad inicial observada en la leche humana parece estar
asociada con las proteinas del suero. Las caseinas en si mipmas
pu.eden tener un efecto sorprendente, © contener una
*bioactividad latente” la cual eg activada {(y luego encontrada
en la fraccién del suero) por medio de acidificacién o el
tratamiento con cuajo.

Pueden ser mencionadas las fracciones de suero de
leche humana, de leche de bovino, de leche de bfifalo, o de otra
leche de mamifero, fracciones de leche descremada de leche
humana, de leche de bovino, leche de btifalo, leche de bovino, o
de otra leche de mamifero, la fraccién &cida de caseina de
leche de bovino, la fraccién de caseina dulce de la leche de
bovino® etc. o combinacioneas de la misma que son conocidas, tal

como se encontrd que dichas fracciones de leche exhiben una
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actividad inhibitoria de COX-2. Pueden ser utilizadas como
fracciones de suero, por ejemplo las fracciones de suero &Acido,
las fracciones de suero dulce, las fracciones de suero soluble
Y las combinaciones de las mismas.

El sub-fraccionamiento adicional de la proteina de
suero soluble y su monitoreo revela que son preferidas algunas
sub-fracciones de proteina soluble en suerc proveniente de la
leche de bovino.

En principio, la separacién y el aislamiento de las
sub-fracciones de protefina soluble de suero, puede ser lograda
por medio de la cromatografia interaccién hidrofébica (HIC), o
por cromatograffa liquida de alta resolucién de interaccién
hidrofébica (HI-HPLC), por cromatografia 1liquida de alta
resolucién de fase reversa (RP-HPLC), y eimilares, todas de las
cuales se basan en los mismos principios de separacién. Los
principios de HIC son conocidos para el experto en el arte.
Generalmente, las muestras se cargan en una columna equilibrada
{(fase estacionaria}) que comprende un material hidréfobo, el
cual retiene las muestras. El material hidr6fobo puede ser, por
ejemplo, un poliestireno entrecruzado macroporoso, el que es
comercializado como Amberlite Xad 16 XAD 16 proveniente de Rohm
and Hass, por ejemplo, también pueden ser utilizado 15 RPC TN
17-0727-02 {poliestireno-divinilbenceno) de Amersham o
equivalentes a estos.

Antes de que la proteina sea cargada en la columna,

esta (ltima debe ser equilibrada con una solucifén tamponada.
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Después que la fraccifn es cargada, una solucibén tampén © una
mezcla de soluciones tampén (fase wmdvil) puede(n) ser
corrida{s) a lo largo de la columna, mediante lo cual la mezcla
de las soluciones tamp6n varia y puede, por ende, tener
propiedades variables para eluir desde la columna las sub-
fracciones de proteina de acuerdo a s8u hidrofobicidad. La
separacién de las proteinas de suero de acuerdo a este método
esta descrita en: "Simultaneous separation and quantitation of
the major bovine whey proteins including proteose peptone and
caseinomacropeptide by reversed-phase high-performance liquid
chromatography on polystyrene-divinylbenzene”, D. F. Elgar et
al., Journal of Chromatography A 878 (2000) 183-196.

Las sub-fracciones de proteina eluidas desde la
columna pueden ser descritas precisamente por medio de 1la
compoaicién de la mezcla del tampén o© del contenido de
acetonitrilo que efectia su elucién desde la fase estacicnaria.
Por ejemplo, la proteina de suero soluble puede ser cargada en
una columna rellena con cuentas o esferas de poliestireno-
divinilbenceno (15 RPC TN 17-0727-02 de Amersham) un tampén A
puede ser definido como &cido trifluorocacético (TFA) 0,1% vol.
en agua y una 8olucién tampén B puede ser definida como
acetonitrilo 80% vol. y 0,85% volumen TFA (vol-%). Luego, la
mezcla y el transporte de los tampones A y B pueden ser
controlados por medio de un sistema especifico, por ejemplo un

FPLC (cromatografia ligquida de proteina rdpida) en una estacifn
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UNICORN (Pharmacia/Amersham), y hacerlos correr a lo largo de
la columna.

La Bub-fraccifn de la proteina eluida puede aer
definida por un rango de elucién de proporciones mixtas de los
tampones antes mencionado A y B. Utilizando la composicién
tampén especifica (debido a que el orden de elucién es
dependiente del pH), el momento o intervalo de elucién de una
sub-fraccién de proteina puede ser descrito simplemente por
medio de la cantidad relativa de acetonitrilo presente en el
momento de la elucién de una fraccién de proteina de acuerdo a
la invencién.

Si se desea, las sub-fracciones asi obtenidas pueden
ser concentradas por medio de técnicam bien conocidas en el
arte, tal como la evaporacifn, ultrafiltracién o didlisis, para
eliminar el solvente orgénico antes de ser secadas, por ejemplo
por medio de vacio, congelamiento, aspersién, lecho fluidizado,
horno, © cualquier otro proceso de secado adecuado.

Se ha demostrado que las sub-fracciones enumeradas en
los Ejemplos de la Tabla 7 son particularmente efectivas para
promover la inhibicién de COX II. Incluso, de acuerdo a una
modalidad wmis preferida de la presente invencién, se hace
referencia a las sub-fracciones 1, 9, 10 y 14, tal como se
muestran en la Tabla 5, las cuales son altamente efectivas.

Generalmente, la leche de cualquier origen mamifero
(humanos, vacas, biifalos, ovejas, cabras, camellos, caballos,

etc.) puede ser utilizada para preparar las fracciones de
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proteina de leche o las preparaciones de proteina de acuerdo a
la presente invencién.

La leche descremada, el suero &cido y el suero dulce
pueden ser preparados de acuerdo a un proceso tal como Bse
describié en los Ejemplos. Los términos “proteina de suero
soluble* o “proteina soluble” como se utiliza en el contexto de
la presente invencién representan la proteina que es recuperada
en solucién acuosa después de una ultra-centrifugacién (por
ejemplo, durante 1 hora, a 100.000 g) o de acuerdo a otro
proceso conocido para un experto en el arte. Los términocs
*proteina no soluble” o “caseina micelar” representan al
material lavado recuperado del sedimento después dicha
ultracentrifugacién (por ejemplo de acuerdo a las etapas que se
indican en el Ejemplo 1 o de acuerdo a cualguier otro
procedimiento o método conocido por el experto en el arte).

Particularmente, la elevada actividad inhibitoria de
ciclooxigenasa-2 es provista por el suero dulce que proviene de
leche humana y por diversas fracciones de leche de vaca, es
decir natural, descremada, suero dulce, suero soluble, caseina
de suero. Para el total de las tres especies de leche
investigadas en los Ejemplos (humano, bovino, bififalo), las
mayores tasas de inhibicién de COX-2 se obtienen con el suero
dulce, el cual consecuentemente representa una modalidad
preferida de la presente invencién.

Las preparaciones de proteina de suero proveen buenos

resultados, sin embargo no fueron tan efectivas como diversas

C. 65.296 13



AO

fracciones de proteina de leche. Entonces se puede suponer que
las fracciones de proteina de leche de acuerdo a la presente
invencién proveen efectos 8sinérgicos positivos, los cuales
mejoran la actividad inhibidora de COX-2. Si se desea, también
pueden ser combinadas las fracciones de proteina de leche y las
preparaciones de proteina de suero.

Estudios dirigidos a 1la identificacién de 1los
compuestos inhibidores de ciclooxigenasa-2, que esté&n presentes
en las fracciones de proteina de leche de acuerdo a la presente
invencién, demostraron que los compuestos deben ser
proteinaceos. Se ha demostrado que la lactoferrina, un
compuesto conocido no posee actividad inhibidora alguna sobre
la ciclooxigenasa-2.

La biodisponibilidad y la estabilidad con respecto a
la biodegradacién de dicha una o mis fracciones de proteina de
leche y/o una o més preparaciones de proteina de leche puede
ser ademds incrementada protegiendo a uno o mis grupos
funcionales, tales como por ejemplo -OH, -NHa;, =-SH, -COOH, de
los compuestos que est&n presente en dicha una o mis fracciones
de proteina de leche y/o una o mis preparaciones de proteina de
leche. Tal proteccidtn puede ser realizada por ejemplo a través
de una reaccién con una o mis azucares o carbohidratos, talea
como por ejemplo lactosa. Por ejemplo, el calentamiento de las
proteinas de leche en presencia de lactosa entrega proteinas
lactosiladas. Después de proteger, los compuestoe serin capaces

de proveer resistencia incrementada frente a la degradacién, en
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particular frente a la degradacién proteclitica que ocurre en
el organismo, lo cual, por lo general a su vez resulta en un
aumento de la biodisponibilidad. También puede ser utilizada
una derivatizacién para obtener una solubilidad deseada y por
medio de 1la cual lograr una biodisponibilidad deseada vy
controlada.

De acuerdo a otro aspecto, la presente invencién se
relaciona con el uso de una o mds fracciones de proteina de
leche y/o una o mis preparaciones de proteina de leche para la
preparacifn de una composicién nutricional o farmacéutica Gtil
para el tratamiento de enfermedades mediadas por COX-2,
inhibiendo la actividad de la ciclooxigenasa-2.

Por ejemplo, la una o mis fracciones de proteina de
leche y/o una o mis preparaciones de proteina de leche que
proveen la actividad inhibidora de COX-2 pueden Bser
administradas en una forma de dosis oral, tépica, parenteral o
rectal que contiene vehiculos, excipientes, adyuvantes vy
portadores no téxicos farmacéuticamente aceptables. El término
parenteral como Be utiliza aqui incluye inyecciones
subcuténeas, intravenosas, intramusculares, inyeccidn
intraesternal o técnicas de infusién.

La compoBicién nutricional o farmacéutica de acuerdo
a la presente invencién puede ser utilizada para tratar o
prevenir las enfermedades mediadas por ciclooxigenasa-2, tales
como clncer o estados pre-cancerosos, en particular que afectan

al colon, estomago, esbfago, higado, vejiga biliar, péncreas,
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cabeza y cuello, pulmSn, mamas, vejiga, Organcs genitales
femeninos y piel y/o enfermedades inflamatorias, tales como
artritis, fiebre reumédtica, sintomas asociados con la influenza
u otras infecciones virales, dismenorrea, dolor de cabeza,
dolor dental, enfermedades degenerativa de las articulaciones,
etc. y/o enfermedad de Alzheimer.

Ademds, la composicién nutricional o farmacéutica de
acuerdo a la presente invencidén puede Ber aplicada como un co-
tratamiento durante un tratamiento de céAncer convencional y/o
un tratamiento de un estado pre-cancercoso, una quimioterapia,
una terapia de radiacién, una bioterapia y/o durante el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria y/o durante el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Las una o mig fracciones de proteina de leche y/o una
o mis preparacioneas de proteina de leche que proveen una
actividad inhibidora de ciclooxigenasa-2 también pueden ser
(itiles como un sustituto parcial o completo para los
medicamentos convencionales, tales como por ejemplo los AINES.
Por lo cual, la invencién comprende composiciones farmacéuticas
tiles para tratar enfermedades mediadas por ciclooxigenasa-2,
como Be ha definido anteriormente, las cuales comprenden una
cantidad terapéuticamente efectiva de dicha wuna o més
fracciones de proteina de leche y/o una o més preparaciones de
proteina de leche y uno o mis ingredientes terapéuticamente
efectivos, tales como aliviadores del dolor; un potenciador; un

antagonista H2, un descongestionante; un antitusigeno; un
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diurético; un antihistaminico sedante o no sedante; un agente
para tratar o prevenir el céncer o los estados pre-cancerosos,
etc.

Las composiciones farmacéuticas que contienen a los
ingredientes activos pueden encontrarse en cualquier forma
adecuada para el uso oral, tales como por ejemplo tabletas,
obleaa, pastillas, suspensiones acuosas u o©oleosas, polvoe o
granulos dispersables, emulsiones, cépsulas blandas o duras, ©
jarabes o elixires.

Las composiciones que se pretende destinar para el
uso oral pueden ser preparadas de acuerdo a cualquier método
conocido en el arte para la fabricacién de composiciones
farmacéuticas y dichas composiciones pueden contener unoc o mis
agentes Beleccionados del grupo gue congiste de agentes
edulcorantes, agentes del sabor, agentes colorantes y agentes
preservantes para poder proveer preparaciones farmacéuticamente
elegantes y sabrcsas.

Las tabletas contienen al ingrediente(s) activo(a) en
mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos,
tales como diluyentes inertes, agentes de granulacién, agentes
desintegrantes y lubricantes, los cuales son adecuados para la
fabricacién de dichas tabletae. lLas tabletas pueden no estar
cubiertas © estas pueden ser recubiertas por técnicas conocidas
para asi retardar la desintegracifén y la absorcifn en el tracto
gastrointestinal y mediante lo cual se provee una accidn

sostenida sobre un periodo mis largo.
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Las formulaciones para el uso oral también pueden ser
presentadas como cépsulas de gelatina dura, en donde el
ingrediente activo es mezclado con un diluyente s6lido inerte,
o como cépsulas de gelatina blanda en donde loe ingredientes
activos se mezclan con agua o con un medio oleoso.

Las suspensiones acuosas contienen al material activo
en mezcla con excipientes adecuados para la fabricacifn de
suspensiones acuosas, tales como por ejemplo agentes de
suspensidén, agentes dispersantes o humectantes, preservantes,
agentes del color, agentes saborizantes, Y agentes
edulcorantes.

Los polvos dispersables y los gréanulos dispersables
adecuados para la preparacién de una suspensién acuosa por
medio de la adicién de agua proveen a los ingredientes activos
en mezcla junto a un agente dispersante o humectante, un agente
de suspensién y uno o mis agentes preservantes. También pueden
encontrarge presentes excipientes adicionales, como por ejemplo
edulcorantes, saborizantes y agentes del color.

Las fracciones de proteina de 1leche y/o las
preparaciones de proteina de leche, tal como se ilustran
anteriormente, pueden ser utilizadas en cualquier composicién
nutricional, farmacéutica o alimento funcional, en donde estas
composiciones pueden comprender, por ejemplo, al menocs un
componente seleccionado del grupo que consiste de agua,
proteinas y/o péptidos, grasas Yy carbohidratos. Dicha

composicién ademds puede comprender minerales y vitaminas, por
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ejemplo, en una cantidad que va desde 30% a 150% de la dosis
diaria de acuerdo a la recomendacién U.S. RDA. Ademis de esto,
dichas composiciones pueden comprender material de fibra,
agentes del sabor, emulsionantes, atrapadores de radicales,
preservantes, dcidos, 1lipidos, frutas y jugos de fruta,
infusiones, etc.

En particular, las composiciones de acuerdo a 1la
presente invencién pueden comprender por ejemplo una
composicién de alimento seleccionada de leche, yogur, requesén,
queso, leches fermentadas, productos basados en leche
fermentada, helados, productos a base de cereales, polvos en
base de leche, formulas infantiles o alimentos para mascotas.

Las formulaciones, de las cuales se espera sean
altamente aceptadas por los consumidores, son por ejemplo
bebidas, tales como aquellas en base a productos lécteos,
bebidas convencicnales, tales como agua, jugos de fruta o
infusiones, que comprenden las fracciones de proteina de leche
y/o las preparaciones de acuerdo a la presente invencién.

Loa ejemplos adicionales para las formulaciones
ventajosas son por ejemplo las composiciones en forma de
preparaciones de postre, geles o espumas (tales como por
ejemplo “moussés” (“espumas”), manjar blanco, gelatinas,
flanes, preparaciones en base a yogur) o en forma de bocadillos
comprendiendo un producto de confiteria que tiene un relleno o
centro que comprende a las fracciones de proteina de leche y/o

las preparaciones de acuerdo a la presente invencién. Por
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ejemplo, las fracciones de proteina de leche y/o las
preparaciones de acuerdo a la presente invencién también pueden
ser aplicadas en forma de una capa de cubierta o de un
recubrimiento sobre cualquier producto alimenticioc convencional
o pueden ser incluidas como un material de relleno en cualquier
producto alimenticio convencional.

De acuerdo a otro aspecto, 1la presénte invencidn
provee un proceso para incrementar la actividad inhibidora de
un producto sobre la ciclooxigenasa-2, en donde dicho método
comprende la etapa de incrementar la cantidad de una o mis
fracciones de proteina de leche y/o una o méis preparaciones de
proteina de leche que proveen en dicho producto una actividad
inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2.

El producto en donde se ve aumentada la actividad
inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2, por ejemplo, puede ser
una composeicién nutricional y/o farmacéutica y/o un alimento
funcional, en particular un producto alimenticio l&cteo.

Los autores de la presente invencién también han
encontrado métodos o procedimientos para aislar las fracciones
de proteina de 1leche, los cuales proveen a ambos buenos
rendimientos y esencialmente conservan en los componentes
activos contenidos en dichas fracciones de proteina de leche,
la actividad inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2.

El proceso para aislar a la protelna de suero dulce o
a la proteina de suero &cido que proveen una actividad

inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2 comprenden las siguientes
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etapas: centrifugar la leche a 13.600 g durante 30 minutos para
obtener una capa de crema y una capa de leche descremada;
gseparar dicha capa de crema; aislar dicha leche descremada;
agregar una solucién acuosa de CaCl; en una cantidad tal a la

leche descremada, que sBe obtenga una mezcla que tiene una
concentracién de 2 mmol/l de Ca*?; calentar dicha mezcla a 35°C
Yy agregar un cuajo que tiene una actividad de 50 mg de
quimosina activa por litro (por ejemplc en una cantidad de 0,4

a 0,6, preferentemente 0,5 pl de cuajo por cada ml de leche

descremada) a dicha mezcla o© calentar dicha mezcla a 25°C y
acidificar la mezcla con una solucién acuosa de HCl (32%),
hasta un valor de pH de 4,6; centrifugar la mezcla a 13.600 g
durante 30 minutos para poder obtener una separacién de fase; y
aislar respectivamente la proteina dulce del suero o la
proteina Acida del suero.

El método para aislar la proteina soluble del suero
que provee una actividad inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2
comprende las siguientes etapas: centrifugar la leche a 13.600
g durante 30 minutos para obtener una capa de crema y una capa
de leche descremada; separar dicha capa de crema; aislar dicha
leche descremada; agregar una solucién acuosa de CaCl, en una
cantidad tal a la leche descremada, que se obtenga una mezcla
que posee una concentracién de 2 mmol/l de Ca*?; centrifugar
durante 1 hora a 100.000 g para separar la fase de proteina
soluble del suero de la fase de caseina micelar no soluble; y

aislar la fase de proteina soluble del suero.
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De acuerdo a otro aspecto adicional, 1la presente
invencidén se relaciona con una fraccién de leche que provee una
actividad inhibidora sobre la ciclooxigenasa-2, en donde dicha
fraccién de leche es posible de obtener de acuerdo a uno de losa
procedimientos que se han indicado anteriormente.

Debido a su actividad inhibidora sobre la
ciclooxigenasa-2, la fraccién de proteina de leche de acuerdo a
la presente invencién proveerd alternativas para los AINES
conwencionales, en particular en 1los casos en donde sgse
encuentran contra-indicados dichos AINES, tales como aquellos
casos de individuos que sufren de {lceras, desordenes de 1la
coagulacién, enfermedad renal, etc. Adem&s, puede esperarse gque
un producto como tal, Be encuentre esencialmente libre de
efectos colaterales nocivos y consecuentemente pueda ser
consumido durante un periodo de tiempo prolongado. En
particular, esto serid de gran interés cuando se desee la
prevencién de una enfermedad mediada por ciclooxigenasa-2, por
ejemplo, en el caso de las personas gque se supone tienen un
riesgo incrementado de desarrollar céincer debido a su pre-
disposicién genética o debido a uﬁa exposicién a factores de
riesgo bien conocidos (nutricién de alto riesgo, tales como por
ejemplo, una tipica “dieta del Oeste” elevada en grasas Yy baja
en fibras, o la exposicién a quimicos, etc.).

Como los productos l&cteos han sido consumidos desde

hace generaciones por el humano, puede esperarse que un
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medicamento o alimento funcional de acuerdo a la presente
invencidn sea altamente aceptado por los consumidores.
Los saiguientes Ejemplos ilustran la invencién sin

limitar esta a las modalidades especificas mencionadas.

EJEMPLOS

Todoe los solventes fueron de grado analitico o de
grado HPLC y fueron adquiridos de Merck (Dietikon, Buiza). El
agua fue purificada, ya sea en las instalaciones utilizando un
gistema de purificacién de agua Millipore Milli-Q (Millipore,
Volketswil, Suiza) o fue adquirida, de grado HPLC (Merck,
Darmstadt, Alemania). También se adquirieron desde Merck el
CaCl; x 2 Hz0, HCl (32%), hidrfxido de sodio, perhidrol al 30%
HzO; p. A.

El cuajo (“presién simple”) fue producido por TEXEL
(38470 Vinay, Francia) y fue obtenidoc de Rh8ne Poulenc Rohrer
(Cooperation Pharmaceutique Francaise, 77000 Melum, Francia;
Batch No. 101089007) con una actividad de 50 mg de quimosina

activa por litro.

Ejemplo 1

Preparacién de la Muestra de Leche

A menos que explicitamente se indique de otra forma,
las etapas est&ndar para la preparacién de fraccionees de leche

se realizaron como se deacribe en: C. Alais, Science du Lait,
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Principe des Techniques Laitieres. SEPAIC, Paris, 4®ed., 1984,
p. 29-35 and 159-178.

Las etapas de fraccionamiento a escala de laboratorio
fueron realizadas comenzando a partir de procesos lacteos
industriales, convencionales. De manera sorprendente, la
eficiencia de selectividad y de separacién pudieron verse
significativamente incrementadas, realizando las etapas de los
procesos indicados més adelante, en particular realizando una
centrifugacién a altas tasas de aceleracién y etapas de lavado

adaptadas especificamente.

1.1 Leche de bovino

La leche de bovino se obtuvo del mercado local (“Toni
lait”, Suiza).

En una primera etapa, la crema fue extraida de la
leche completa por medio de una centrifugacién que tenia una
tasa de aceleracién de haasta 13.600 g utilizando un rotor de
dngulo fijo Sorval GS3 (9.000 rpm, durante 30 minutos).
Comenzando de un volumen de 2.200 ml de leche entera, se
recuperaron 90 g de crema en la capa superior. Después de la
separacién de la capa superior, se obtuvo 2.090 ml de leche
descremada.

La separacién del suero dulce de la caseina se logra

por medio del tratamiento enzimitico de la leche descremada,
induciendo la coagulacién de la caseina. Se agregé 520 ul de

una solucién acuosa de CaCl; 200 mM (200 mmol/l) sobre 520 ml
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de leche descremada para poder alcanzar una mezcla que tuviese

una concentracién final de 2 mM (mmol/l) de Ca*®. La mezcla de
leche descremada fue calentada a 35°C y luego se agregl.

inmediatamente 250 upl de cuajo bajo agitaciém magnética
moderada. Después de 1 minuto la mezcla se incubS durante un
periodo de 50 minutos a 35°C en un bafio de agua, se vertid
sobre botellas para centrifugacién y posteriormente sgse
centrifugé durante 30 minutos a 13.600 g (rotor de &ngulo fijo'
Sorval GS3; 9.000 rpm, 30 minutos) para poder separar el suero
dulce de la caseina cuajada no soluble. -

Los 476 ml de saobrenadante (es decir el “suero
dulce”) fue fraccionado en alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf)
y en tubos plasticos de 40 ml, los cuales fueron rotulados
(Suero dulce), congelados por inmersién en nitrégenc liquido y
almacenados en bolsas plasticas a menos 20°C.

La caseina cuajada (45 g) fue suspendida en 286 ml de
una solucién acuosa de CaCl; 2 mM (mmol/l), en donde dicha
solucién CaCl; fue complementada con NaCl al 0,9% en peso y
luego fue centrifugada; el sobrenadante (246 ml) fue separado
en alicuotas en envases, los cuales fueron rotulados (lavado de
caseina cuajada) y congelados en nitr&Sgenc liquido.

Los 31 g recuperados, de caseina cuajada lavada
fueron suspendidos en una solucidén acucea de CaCl, 2 mM
(mmol/l), en donde dicha solucién CaCl; esta complementada con

NaCl al 0,9% en peso, de tal modo que se obtuvo un volumen de
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250 ml. La mezcla luego fue separada en alicuotas en envases,
los cuales fueron rotulados (Casefina cuajada) y congelados.

La separacién del suero &cido desde la caseina age
obtiene por medio de 1la acidificacién quimica de la 1leche
deascremada, induciendo asi la coagulacién de la caseina. Se
agregé 520 pl de una solucién acuosa de CaCl; 200 mM (mmol/l)
sobre 520 ml de leche descremada para poder cobtener una mezcla
que tenga una concentraciém final de Ca*? de 2 mM (mmol/l). Esta
mezcla fue acidificada a 25°C, agregando una solucién acuosa de
HC1 (32%) bajando desde un pH 6,6 hasta un pH 4,6 en
condiciones de agitacién magnética moderada. Después de 1
minuto de agitacién, la mezcla se incubdé durante un periodo de
60 minutos a 25°C, se vertid en botellas para centrifugacidén y
posteriormente se centrifugd durante 30 minutoa a 13.600 g
(rotor de &ngulo fijo Sorval GS3; 9.000 rpm, durante 30 min}
para separar el suero dcido de la caseina dcida no soluble.

Los 503 ml de sobrenadante (es decir el suerc &cido)
fueron fraccionado en alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y en
tubos plésticoe de 40 ml, los cuales fueron rotulados (Suero
dcido), congelados por inmersién en nitr6geno liquido y luego
almacenados en bolsas plédsticas a menos 20°C.

La casefina &cida (41 g) fue suspendida en 233 ml de
una s8olucién acuosa de acetato de sodio 20 mM {(mmol/l) que
tiene un valor de pH de 4,6. La mezcla asi obtenida fue
centrifugada, y el sgobrenadante (250 ml) fue separado, Yy

posteriormente separado en alicuotas en envases, los cuales
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fueron rotulados (Casefina d&cida lavada) Yy congelados en
nitrégeno liquido.

Los 28,6 g recuperados, de caseina &cida 1lavada
fueron suspendidos en agua. El pH de esta mezcla fue ajustado
desde 4,67 a 6,6 por medio de adicién de NaOH. Posteriormente,
el volumen fue ajustado a 250 ml, y la asi mezcla obtenida fue
separada en alicuotas en envases, los cuales fueron rotulados
(Caseina 4cida) y congelados.

Para poder separar las proteinas solubles (suero) y
las proteinas no solubles lavadas (caseina micelar), se
realizaron las siguientes etapas:

Se agregé 250 pl de una solucidén acuosa de CaCl; de
200 mM (mmol/l) sobre 250 ml de leche descremada para obtener
una mezcla que tuviese una concentracién final de Ca*? de 2 mM
(mmol/l). Esta leche fue ultracentrifugada (6 tubos gque
contenian 42,1 g de leche descremada en un rotor de &ngulo fijo
45 TI que fueron centrifugados durante 1 hora en una
ultracentrifuga Beckman L8-60M a una velocidad de 32.000 rpm
que corresponden a 100.000 g en la mitad del tubo) para poder
separar la proteina soluble del suero de la caseina micelar no
soluble.

Los 228 ml del sobrenadante (es decir la proteina de
suero soluble)} fueron fraccionados en alicuotas de 10 X 1,3 ml
(Eppendorf) y en tubos plésticos de 40 ml, los cuales fueron

rotuladoa (Proteina soluble del suero} y congelados por
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plédsticas a menos 20°C.

lLa caseina micelar (24 g) fue suspendida en 220 ml de
una solucién acuosa de CaCl; 2 mM (mmol/l), estando
complementada dicha solucién de CaCl; con NaCl al 0,9% en peso.
La mezcla fue ultracentrifugada (en una ultracentrifuga Beckman
L8-60M durante 1 hora a wuna wvelocidad de 32.000 rpm
correspondiendo a 100.000 g en la mitad del tubo). E1l
sobrenadante (229 ml) fue separado, y luego separado en
alicuotas y envasadas, loa cuales fueron rotulados (caseina
micelar lavada) y congelados en nitrégeno liquido.

Los 22 gramos recuperados de caseina micelar lavada
fueron suspendidos en una Bsolucién acuosa de CaCl; 2 mM
(mmol/1), estanéo dicha solucién CaCl; complementada con NaCl
al 0,9% en peso, de modo que se obtuvo un volumen final de 250
ml. Esta mezcla fue separada en alicuotas en envases, los

cuales fueron rotulados {caseina micelar) y congelados.

1.2 Leche mamaria de Humano

Leche de procedencia humana se obtuvo de madres
saludables, las cuales estuvieron de acuerdo en donar sus
muestras de leche mamaria en cantidades que no ponian en
peligro el suministro nutricional del bebe (10-60 ml). Las
muestras se obtuvieron por hasta 70 dias después del parto por
medio de sacado con bomba mamaria u ocaeionalmente por sacado

manual, y fueron procesadas dentro de 2 horas luego de 1la
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recoleccién. Cuando no se indico explicitamente de otra forma,
todas las etapas de los procedimientos fueron realizadas como
ge describieron en el 1.1, anteriores fueron aplicadas.

Se agreg6é 7,2 ml de una solucién acuosa de CaCl; 200
mM (mmol/l) sobre 715 ml de leche entera para poder obtener una
mezcla de una concentracién final de Ca*? de 2 mM (mmol/l).
Después de someter a una centrifugacién, para la separacién de
la crema (como sme describe en 1.1, antes), se recuperd 26,6 g
de crema como la capa superior y fueron separados 713 g de
leche descremada.

Se obtiene la separacién de suero dulce/caseina por
medio del tratamiento enzimidtico de 1la leche descremada

induciendo la coagulacién de la caseina. Se calentd la leche
descremada (200 g) a 35°C, y luego se agregd inmediatamente 100
Hl de cuajo bajo agitacién magnética moderada. Luego de 1

minuto la mezcla fue incubada durante 50 minutos a 35°C en un
bafio de agua, luego fue vertida en botellas para centrifugacién
Y posteriormente se centrifugo a 13.600 g durante 30 minutos
(como se describe en 1.1) para poder separar el suero dulce de
la caseina cuajada no soluble.

Los 199 ml de sobrenadante (es decir el suero dulce)
fueron fraccionados en alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y
en tubos plésticos de 40 ml, los cuales fueron etiquetados
(Suero dulce} y congelados mediante inmersién en nitrégeno

liquido y luego estos almacenados en bolsas pldsticas a menos

20°C.
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La caseina cuajada (2 g) fue dispersa en 98 ml de una
solucién acuosa de CaCl; 2 mM (mmol/l), estando dicha solucién
de CaCl; complementada con NaCl al 0,9% en peso. La mezcla
resultante se centrifugs; el sobrenadante (99 ml) se separd y
luego se separd6 en alicuotas en envases, los cuales fueron
rotuladoe (casefna cuajada lavada) y congelado en nitrégeno
liquido.

Los 1,15 g recuperados de la caseina cuajada fueron
suspendidos en una solucién acuosa de CaCl; 2 mM (mmol/l), en
donde dicha solucién de CaCl; esta complementada con NaCl al
0,9% en peso volumen, para poder obtener un volumen de 100 ml,
La mezcla resultante luego fue separada en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (casefina cuajada) y luego
congelados.

La separacién del suero &cido desde la casefina se
obtiene por medio de la acidificacién quimica de la leche
descremada, induciendo asi la coagulacién de la caseina. Se
acidifico 200 ml de leche descremada a 25°C agregando una
solucién acuosa de HCl (32%) ajustando desde un pH 6,6 hasta un
PH 4,6 bajo agitacién magnética moderada. Despuése de 1 minuto
de agitacién, la mezcla se incub6é durante un periodo de 60
minutos a 25°C, se vertié en botellas para centrifugacién y
posteriormente se sometié a centrifugacién a 13.600 g durante
30 minutos (comc se describe en el Ejemplo 1.1) para poder

separar el suero &cido desde la casefna 4cida no soluble.
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Los 195 ml de sobrenadante ({es decir suero &cido)
fueron fraccionados en alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y
en tubos plésticos de 40 ml, los cuales fueron etiquetados
(Suero 4cido) y congelados por inmersifn en nitrégeno liquido y
luego almacenados en bolsas plédsticas a menos 20°C.

La caseina &cida (4,9 g) fue suspendida en 55 ml de
solucidén acuosa de acetato de sodio 20 mM (mmol/l) que tiene un
pH de 4,6, y la mezcla fue centrifugada. El1 sobrenadante (96
ml) fue fraccionado en alicuotas en envases, los cuales fueron
rotulados (Caseina 4&cida lavada) y congelados en nitrégeno
liquido.

lLos 2,9 gramos recuperados, de caseina &cida lavada
fueron suspendidos en 95 ml de agua. El1 pH de esta mezcla se
ajusté a 6,2 agregando NaOH. Posteriormente, el volumen Bse
llevé a 100 ml. La mezcla luego fue separada en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (Casefina 4dcida) y
congelados.

Para poder separar las proteinas solubles (suero) y
las proteinas no solubles lavadas (caseina micelar), se realizé
las siguientes etapas:

Se pometid a ultracentrifugacién la leche descremada
como se describié en 1.1.

Los 198 ml de sobrenadante se fraccionaron en
alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y wn tubos plisticos de 40

ml, los cuales fueron rotulados (Proteina de suero soluble) y
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congelados por inmersién en nitrS6geno 1liquido y 1luego
almacenados en bolsas plasticas a menos 20°C.

La caseina micelar (0,5 g) fue suspendida en 32 ml de
una solucién acuosa de CaCl; de 2 mM (mmol/l), en donde dicha
solucién de CaCl, esta complementada con NaCl al 0,9% en peso y
ultra-centrifugada (como se describe bajo el Ejemplo 1.1). El
gobrenadante asi obtenido (32,8 ml) sBe separd en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (caseina micelar lavada) y
congelados en nitrégeno liquido.

Los 0,4 g recuperados, de caseina micelar lavada
fueron suspendidos en una s8olucién acuosa de CaCl; 2 mM
(mmol/1l), estando complementada dicha solucién de CaCl; con
NaCl al 0,9% en peso, para poder obtener un volumen de 33 ml.
La mezcla resultante fue separada en alicuotae en envases, los

cuales fueron rotulados (casefna micelar) y congelados.

1.3 Leche de Btfifalo

Se obtuvo leche de biGfalo fresca pura en la regién
Lahore de Pakistdn y 8e suministr6 refrigerada hasta las

cercaniase del 1laboratorio en donde fue liofilizada. La
temperatura de congelamiento fue de alrededor de menos 20°C
hasta alrededor de menos 25°C y la temperatura del secado fue

de 40°C. La presién de vacio se mantuvo por debajo de 2 Torr,

con una presién final de 0,2 Torr. El polvo seco se selld en
bolsas plasticas recubiertas con aluminio, se embarco y luego

se almaceno a temperatura ambiente. Cuando no se indico
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explicitamente de otra foxma, todas las etapas del
procedimiento se realizaron como se describiéd en el Ejemplo
1.1.

La leche de biifale liofilizada fue reconstituida
hasta un 13% de s6lidos total (ST) disolviendo 70 g del polvo
en 468 ml de H;0, Yy agregando 5,4 ml de una solucién acuosa de
CaCl, 200 mM (200 mmol/l). Se obtuvo 543 ml de leche de bifalo
reconstituida con una concentracién final de Ca'? de 2 mM. Luego
de la centrifugacién para la separacién de la crema como se
indica bajo el Ejemplo 1.1, se recuper6 46 g de crema como una
capa superior y fueron separados 485 ml de leche descremada.

La separacién del suero dulce desde la caseina se
obtuvo por medio del tratamiento enzimitico de 1la leche
descremada induciendo la coagulacién de la caseina. Se calentd
145 ml de leche descremada a 35°C, luego se agregé 73 ul de
cuajo inmediatamente bajo agitacién magnética moderada. Luego
de 1 minuto la mezcla se incubé durante un periodo de 50
minutos a 35°C en un bafio de agua, se wverti6é en botellas para
centrifugacién y posteriormente 8e centrifugd durante 30
minutos a 13.600 g (como se describe en el Ejemplo 1.1) para
poder separar el suero dulce de la caseina cuajada no soluble.

Los 130 ml de sobrenadante (es decir "“suero dulce”)
fueron fraccionados en alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y
en tubos plésticos de 40 ml, los cuales fueron rotulados (Suero
dulce) y congelados por inmersién en nitrdégeno liquido y luego

almacenadoe en bolsas plisticas a menos 20°C.
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La caeeina cuajada (14 g) se suspendo en 140 ml de
una solucién acuosa de CaCl; 2 mwM (mmol/l), estando
complementada dicha solucién CaCl; con NaCl al 0,9% en peso y
centrifugada (tal como se indica en el Ejemplo 1.1). E1l
sobrenadante asi obtenido (130 ml) fue separado en alicucotas en
envases, los cuales fueron rotulados (caseina cuajada lavada) y
congelados en nitrSgeno liquido.

Los 13 g recuperados, de caseina cuajada lavada
fueron esuspendidos en una solucién acuosa de CaCl; 2 mM
(mmol/l), estando complementada dicha soclucién de CaCl; con
NaCl al 0,9% en peso, para poder obtener un volumen de 145 ml.
La mezcla resultante luego fue separada en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (caseina cuajada) vy
congelados.

La separacién suero 4&cido/caseina 8se obtuvo por
acidificacién quimica de leche descremada induciende la
coagulacién de 1la caseina. Se acidifico 145 ml de leche
descremada a 25°C agregando 0,6 ml de una solucidén acuosa de
HCl1 (32%) ajustando desde un valor de pH de 6,74 hasta pH 4,6
bajo agitacién magnética moderada. Luego de 1 minuto de
agitacién, la mezcla se incub® durante 60 minutos a 25°C, se
verti6é en botellas para centrifugacién y posteriormente se
centrifugé durante 30 minutos a 13.600 g (como se describe en
el Ejemplo 1.1) para poder separar el suerc &dcido de la caseina

&cida no soluble.
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Los 129 ml del sobrenadante fueron fraccionados en
alicuotas de 10 x 1,3 ml (Eppendorf) y en tubos plésticos de 40
ml, los cuales fueron rotulados {(Suero dcido) y congelados por
inmersién en nitrégeno liquido y luego almacenados en bolsas
plasticas a menos 20°C.

La caseina &cida (13 g) fue suspendida en 130 ml de
solucién acuosa de acetato de sodio 20 mM (mmol/l) con un pH de
4,6, y la mezcla fue centrifugada (v€ase el Ejemplo 1.1). El
sobrenadante (129 ml) fue fraccionado en alicuotas en envases,
los cuales fueron rotulados (Casefna 4cida lavada) y congelados
en nitrégeno liquido.

Los 12 gramos recuperados, de caseina &dcida lavada
fueron suspendidos en agua y el pH fue ajustado a 6,7 agregando
NaOH. Posteriormente, el volumen se ajustd a 145 ml. La mezcla
luego fue separada en alicuotas en envages, los cuales fueron
rotulados (Casefna dcida) y congelados.

Para poder separar las proteinas solubles y las
proteinas no solubles lavadas (casefna micelar), se realizd las
siguientes etapas:

Se sometidé a ultracentrifugacién 145 ml de leche de
bifalo descremada (como Be describe en el Ejemplo 1.1} para
separar el suero de la caseina micelar no soluble. Los 132 ml
del sobrenadante se fraccionaron en alicuotas de 10 X 1,3 ml
(Eppendorf) y en tubos plésticos de 40 ml, los cuales fueron

rotulados (Protefina de suero soluble) y congelados por
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inmersién en nitrégeno liquido y luego almacenados en bolsas
plasticas a menos 20°C.

La caseina micelar gelatinosa (11,4 g) fue suspendida
en 133 ml de una solucién acuosa de CaCl; 2 mM (mmol/l),
estando dicha solucién CaCl; complementada con NaCl al 0,9% en
peso. La mezcla fue ultracentrifugada (véase 1.1, mis atrés).
El sobrenadante asi obtenido (125 ml) se separ6 en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (caseina micelar lavada) y
congelados en nitrégeno liquido.

Los 11 gramos recuperados, de caseina micelar lavada
fueron suspendidos en una solucién acuosa de CaCl; 2 mM
(mmol/l), estando complementada dicha solucién de CaCl; con
NaCl al 0,9% en peso, para poder obtener un volumen de 145 ml.
La mezcla resultante fue Jluego separada en alicuotas en
envases, los cuales fueron rotulados (caseina micelar) y luego

congelados.

Ejemplo 2

Sub-fraccionamiento de la Proteina de Suero Soluble a

Partir de Leche de Bovino

15 ml de proteina de suero soluble comoc se describe
en el Ejemplo 1 se descongelo durante 20 minutos en un bafic de
agua a 37°C, se mezclS por medio de agitacién en Vortex y se

centrifugé durante 1 minuto a 13.000 rpm en una centrifuga de

Eppendorf 5415. Luego de filtrar sobre un filtro Millipore 0,45

um (306/GSWP04700.GS), se inyectd 10 ml de esta preparacién en
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una columna HR16x50 rellena con 100 ml de Source 15 RPC TN 17-
0727-02 (poliestireno-divinilbenceno), la cual fue conectada a
un sistema FPLC controlada por una estacién UNICORN (Amersham

Pharmacia Biotech).

Las condiciones cromatograficas fueron:

TampSn A: TFA 0,1% en agua (2.000 ml de agua miliQ filtrada
Bobre un sistema Millipore de 0,45 um, m&g 2 ml de
TFA (Sigma 91699, 100 ml));

Tampén B: acetonitrilo al 80%, TFA al 0,85% (400 ml de agua
filtrada miliQ en un sistema de Millipore de 0,45
pm, mis 1.600 ml de acetonitrilo, desgasificado en
un bafio de wultrasonido durante 15 minutos, vy
finalmente complementado con 1,7 ml de TFA).

La columna se equilibré con tampéSn B al 20%. Luego
después de pasar un volumen de columna (CV), se inyectd la
muestra, el tampén B se incrementd al 75% en 15 CV y al 100% en
2,5 CV. Hacia el final, la gradiente disminuyé al 20% de tampdn
B en 0,4 CV. La velocidad de flujo se £ijé a 3 ml/minuto.

Se recolecté 96 fracciones de 18 ml en tubos
plésticos. Se mantuvo las fracciones a menos 20°C. Después del
andlisis HIC-HPLC, los 96 tubos recolectados fueron combinados
en 14 fracciones por similitud del perfil HPLC y se concentr6
por evaporacidén después de la liofilizaci6n para el posterior

monitoreo.
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La Tabla 1 muestra 14 sub-fracciones de proteina de

suero por un rango volumen porcentaje de tampSn B, o un rango

en acetonitrilo,

eluidas.

TABLA 1

dentro de loa cuales las sub-fracciones son

Sub-fracciones de proteina de suero soluble definidas

por cromatografia de interaccién hidrofébica

Fraccidtn ¥ de Tampdén | ¥ de Tampdn % de % de
B al inicio| B al final acetonitrilo al | acetonitrilo al
inicio final
1 20 26 16 20,8
2 26 a5 20,8 28
3 35 43 28 34,4
4 43 44,5 34,4 35,6
5 44,5 47 35,6 7,6
6 47 48,5 37,6 38,8
7 48,5 50 38,8 40
8 50 51,5 40 41,2
9 51,5 52,5 41,2 42
10 52,5 54 42 43,2
11 54 58 43,2 46,4
12 58 60 46,4 48
13 60 70 48 56
14 70 100 56 80
Tampén A: Agua TFA 0,1% Tamp6n B: Acetonitrilo/Agua/TFA

(80%/19,15%/0,85%; v/v)

Columna: Source 15 RPC Amersham {(matriz: Poliestireno/divinil-
benceno), volumen de columna (CV= 100 ml)
Gradiente: comenzando del Tampén B al 20%, 8e inyectd 1la

muestra después de 1 volumen de columna (CV), luego
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se incrementd la gradiente hasta un 75% de B en 15 CV

luego 2 CV para alcanzar el 100% de Tampén B

Ejemplo 3

Monitoreo COX-2

2.1 Material y Método

Se sembré células HUV-EC-C (una 1linea celular
endotelial permanente derivada de la vena de cordén umbilical
humano normal; ATCC CRL1730; M. Miralpeix, M. Camacho et al.,
Brit. J. Pharmacol. 121 (1997), 171-180), en placas de 96
pocillos (RPMI 1640 + Suero Bovino Fetal al 10%) y las células
fueron tratadas con 100 nM (nmol/l) de 12-miristato 13-acetato

de forbol por un perfodo de 6 horas a 37°C para inducir a 1la

isoenzima COX-2. Luego se agregé 50 pM (umol/l) de &cido
araquidonico y las células se incubaron en presencia de los
compuestos de ensayo o de las mezclas de ellos por un periodo
de 20 minutos a 37°C. Se midi6 la produccién de prostaglandina-
E2 por medio de radioinmuno ensayo (RIA) y se determind la
radiocactividad con un contador de centelleo (Topcount, Packard)
utilizando un céctel de liquido de centelleo (Packard).

Los resultados obtenidos ge expresaron como
porcentaje de los valores contreol y como un porcentaje de la
inhibicién de los wvalores control obtenido en presencia de los
compuestos de ensayo. Los valores control corresponden a la
actividad COX-2 de 1las células HUV-EC-C después de 1la

estimilacién con miristato acetato de forbol (PMA) durante un
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periodo de 6 horas a 37°C (incluso puede ser realizado con
Factor de Necrosis Tumoral tipo alfa: TNF )} en ausencia del
compuesto de ensayo.

La concentracién que provoca la inhibicién
correspondiente a la mitad-mixima de loe valores control (valor
ICsp) Y los coeficientes de Hill (nH) fueron determinados para
los compuestos de la referencia (cicloheximida) por medio de
andlisis de regresi6n no linear de sus curvas de inhibicién.
Estos parémetros fueron obtenidoe a través del ajuste de
ecuacién de curva de Hill. Los valores de ICsy obtenidos para

loe compuestos de referencia se encontraron dentro de limites
aceptables de los promedios hist6ricos obtenidos * 0,5 unidades
log.

Todos los experimentos de monitoreo de COX-2 fueron
realizados una vez. En lo que sigue, los valores de inhibicién
que estdn por debajo del 10% no fueron considerados y han sido

indicados como *“07.

2.2 Monitoreo COX-2 de Fraccién de Leche Humana

La leche humana descremada exhibe una importante
inhibicién de la COX-2 (25%; Tabla 2). Cuando se retira 1la
caseina por acidificacién o cuajo (entregando suero Aacido y
Buerc dulce, respectivamente), fueron obtenidos los valores del
51% y 58% de la inhibicién de COX-2. Por lo cual, retirando 1la

caseina se mejora de manera importante la inhibici6én de COX-2.
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Ademds, las caseinas solae (4cida, dulce, micelar) no presentan

ningin efecto inhibidor scbre COX-2,

Suero soluble de leche humana realizado justo como

producto de partida (es decir, leche humana descremada).

TABLA 2

Resultados de Monitorea COX-2 con Fracciones de Leche

Humana. TS, S86lidos Totales

Leche Humana Cédigo T8 dilucién | proteina | inhibicién

Descremada (mg/ml) | para 50 egtimada | de COX-2
ug/ml (mg/ml) en (4)

Leche humana H2 100 5,00E-04 10 25

descremada

suero &cido de leche| H3 80 6,25E-04 6 51

humana

suero dulce de 1leche| H4 80 6,25E-04 6 58

humana '

suero soluble de leche| HS 80 6,25E-04 6 26

humana

caseina 4cida de leche| H6 10 5,00E-03 10 0

humana

caseina dulce de leche| H7 10 5,00E-03 10 0

humana

caseina micelar de H8 5 1,00E-02 5 o

leche humana

2.3 Monitoreo COX-2 de Leche de Biifalo

La leche de blfalo descremada presenta un efecto

inhibidor mediano

humana,

C. 65.296
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En contraste con la leche

la remocién del &cido de las caseinas conduce a una
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pérdida de dos tercio de su actividad (cayendo hasta un 12%),
probablemente debido a una pérdida de la actividad inducida por
dcido, después de la acidificacién. Si el pH se mantiene
constante (es decir en caso del tratamiento con cuajo y de la
ultra-centrifugacién), que incrementa la actividad hasta un 44%
en ambos casos.

Como con la leche humana, las caseinas de leche de
bGfalo micelar no mostraron ninguna actividad. Las caselnas
4cidas y dulces no se probaron debido a su falta de

solubilidad.

TABLA 3
Resultados del monitoreo de COX-2 con Leche de

BGfalo. TS, S861lidos Totales.

Leche de Bifalo| Cédigo TS dilucidén proteina | inhibicién
(BM) (mg/m1) para 50 estimada en | g0 (cOx-2
la mueatra
4g/ml (mg/m1) e
Leche de bifalo B2 100 5,00E-04 30 a6

descremada (BM)

suero &acido BM B3 70 7.14E-04 6 12
suero dulce BM B4 70 7,14E-04 6 44
suero soluble BM BS 70 7,14E-04 6 44

casefna 8cida BM |no soluble

caseina dulce BM |nec soluble

caseina micelar BM B8 25 2,00E-03 25 0
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2.4 Monitoreo de COX-2 por efecto de Leche de Vaca

Las altas actividades de la leche de wvaca natural y
deacremada (52-53%; Tabla 4) demuestran que la eliminacién de
la crema no tiene ningin efecto sobre la inhibicién de COX-2.
La actividad se mantiene constante en el suerc soluble (53%),
disminuye levemente en el suero &cido (45%) y aumenta en el
suerc dulce (68%). Sin desear esta unido a ninguna teorifa, la
disminucién de la actividad en el suero &cido puede, tal como
en la leche de biifalo, estar relacionada con la influencia del
dcido, mientras que el incremento de la actividad frente al
tratamiento con cuajo puede ser explicado por la teoria que
habla de la desestabilizacifn de la casefina lo cual libera
algquna biocactividad ®“latente”, tal como se describe algunas
veces durante “el fallo de fraccionamiento”, conduciendo a un

rendimiento superior que el 100%.

TABLA 4
Repultados del monitoreoc de COX-2 con Leche de

Bovino. TS, S6lidos Totales.

Leche de Vaca (CM) | cédigo TS dilucién proteina inhibieién

{mg/mi) para 50 (mg/ml) de COX-2 (#)

Hg/ml estimada en la
muestra

leche de vaca Cl 100 S,00E-04 31 53
c™
Descremada CM c2 100 5,00E-04 3s 52
sueroc acido CM C3 70 7,14E-04 6 45
suero dulce CM C4 70 7,14E-04 6 68
suero soluble C5 70 7,14E-04 6 53
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caseina &cida Ccé 50 1,00E-03 50 42

cM

caseina dulce C7 50 1,00E-03 50 65

CcM

caseina micelar cs8 25 2,00E-03 25 0

cM

2.5 Monitoreo COX-2 de las Preparaciones de la

Protefina de Suero

Dos preparaciones de proteina de suero disponibles

también fueron sometidas al monitoreo COX-2:

Lacprodan 80 (MD foods Ingredients, Viby, Denmark) la cual
contiene altas cantidades de las formas lactosil g-
lactoglobulina;

WPI 95, un aislado de proteina de suero natural la cual esta
virtualmente depletada en lactosil B-lactoglobulina
(verificada por espectrometria de masa). WPI se encuentra

disponible de: Davisco Foods International. Inc. 620 North

Main, Le Sueur, MN 56058 USA, BIPRO batch JE 251-0-420.

TABLA 5

Resultados del Monitoreo COX-2 con Preparaciones de

Protefna de Suero. TS, S&8lidos Totales.

Preparacién del Cédigo de TS dilucién protaina inhibicidn
suerc Protefna | {(mg/ml) para 50 (mg/ml) de COX-2
ug/ml estimada en (%)

la muestra

Lacprodan 80 LN 100 5,00E-04 80 23
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Suero Natural WPI NW 100 5,00E-04 95 33
cisteina cY 10 5,00E-03 10 0
hidrolizado DH 100 5,00E-04 80 0
triptico de Suero

DM 10

Como se puede deducir de la Tabla 4, también estos
compuestos presentan una considerable actividad de inhibicién
de COX-2 de 23% y 33%, respectivamente. En contraste de esto,
una proteolisis por efecto de tripsina destruye la actividad
inhibidora de COX-2 de una protefna de suero. También el
*aminodcido antioxidante* natural cisteina no tuvo efecto sobre

la inhibicién COX-2.

2.5 Monitoreo de COX-2 de Leche de Bovino Oxidada.

Las muestras de leche de bovino fresca (50 ml) han
sido complementadas con perhidrol (30% de H;0;) para poder
obtener una concentracién final de 0,1 mM, 1 mM, 10 mM, 100 mM

(mmol/l) de H;0; en la mezcla resultante. Todas las muestras se

incubaron durante 4 horas a 30°C.

TABLA 6
Resultados del Monitorec COX-2 con Leche de Bovino

Oxidada. TS, S56lidos Totales.

Oxidacidn de Proteina | Cédigo TS dilucién proteina inhibicidn
{mg/m1) para 50 (mg/ml) de COX-2
pg/ml egtimada en (%)
la muestra
Leche Bovina fresca Ll 100 | 5,00E-04 3,1 41
Leche Bovina fresca L2 100 5,00E-04 3,1 41
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Leche Bovina fresca L3 100 5,00E-04 3,1 35
H,0, 1

Leche Bovina fresca L4 100 5,00E-04 3,1 27
H;0; 10

Leche Bovina fresca L5 100 5,00E-04 3,1 0
HzOz 100
mM

La leche de bovino no tratada y la leche tratada con
0,1 mM de H;0; presentan el mismo efecto *mediano* sobre 1la
inhibicién de COX-2 {(41%). A la concentracién de H,0Q; de imM, la
inhibicién disminuye levemente (al 35%), ademis el incremento
hasta una concentracién de 10mM reduce la inhibicién de COX-2
al 27%, y finalmente a una concentracién de 100 mM de H;0; la
cual, no obetante, estd lejos de las condiciones fisiolégicas,

no permite observar ninguna actividad inhibitoria.

Los resultados indican que el componente activo, es
decir el componente supresor de COX-2 en la leche de bovino
registe al H;0; a un nivel de 0,1-10 mM. La disminucién del
efecto inhibidor corresponde a la disminucién de la oxidacién
de proteina, la cual indica que la actividad inhibidora de COX-
2 esti basada en proteinas y que esta fuertemente relacionada

con el estado natural de la proteina.

2.6§ Monitoreo COX-2 de las Sub-fracciones de las

Proteinas de Suero Soluble.
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Los resultados de la inhibicién de COX-2 por efecto
de las sub-fracciones de proteina de suero soluble estéan
indicados en la Tabla 7. Los valores positivos indican un mejor

comportamiento cuando es comparado contra el control.

TABLA 7

Repultados de la Inhibicidn de COX II

Fraccién HIC Porcentaje de Inhibicién
de los Valores Control

1 21
2 -3
3 -7
4 7

5 -17
6 =21
7 -55
8 10
9 36
10 4]
11 12
12 12
13 10
14 52
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién nutricional y/o farmacéutica para
el tratamiento y/o prevencién de enfermedades mediadas por la
ciclooxigenasa 2, CARACTERIZADA porque comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de una o mis fracciones de proteina
de leche y/o una o mis preparaciones de proteina de leche, en
donde dichas una o mis fracciones de proteina de leche y/o una
o mis preparaciones de proteina de leche proveen una actividad

inhibidora de ciclooxigenasa 2.

2. La composicién nutricional y/o farmacéutica de
acuerdo a la reivindicacién 1, CARACTERIZADA porque la una o
mis fracciones de proteina de leche y/o una o mis preparaciones
de proteina de leche son seleccionadas del grupo que consiste
de fracciones de suero, fraccién de leche descremada,
preparacién de proteina de suero lactosilada, preparacidn de

proteina nativa aislada de suero de leche humana, leche de
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bovino, leche de bhGfalo, fraccién de caseina &cida y/o fraccién
de caseina dulce de leche de bovino, y/o combinacionea de 1lo

mismo, o las subfracciones 1 y 8-17 de la tabla 7.

3. La composicién nutricional y/o farmacéutica de
acuerdo a 1la reivindicacién 2, CARACTERIZADA porque las
fracciones de suero son seleccionadas del grupo que consiste de

Buero &cido, suero dulce y suero soluble.

4, La composicién nutricional y/o farmacéutica de
acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
CARACTERIZADA porque la biodisponibilidad y/o la estabilidad a
la biodegradacién de dicha una o mis fracciones de proteina de
leche y/o una o més preparaciones de proteina de leche esté
aumentada por medio de la proteccién de uno o mis grupos

funcionales en uno o mis componentes contenidos en ella.

5. La composicién nutricional de acuerdo a cualquiera
de las reivindicacionees anteriores, CARACTERIZADA porque
comprende un material alimenticio seleccionado de leche,
yogurt, requesodn, queso, leches fermentadas, productos
fermentados en base a leche, helados de crema, productos en
base a cereal, polvos en base a leche, formulas infantiles o

alimento para mascota.
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6. La composicién nutricional y/o farmac&utica de
acuerdo a cualquiera de 1las reivindicaciones anteriores,
CARACTERIZADA porque estd en una forma de dosis oral, tépica,

parenteral, o rectal.

7. Uso de una o mis fracciones de proteina de leche
y/o una o mAs preparaciones de proteina de leche que exhiben
una actividad inhibidora de ciclooxigenasa 2, CARACTERIZADO
porque sirve para la preparacién de una composicién nutricional
y/o farmacéutica Gtil para tratar y/o prevenir enfermedades

mediadas por la ciclooxigenasa 2.

8. El wuso de acuerdo a la reivindicacién 7,
CARACTERIZADO porque las fracciones de proteina de leche y/o
las preparaciones de proteina de 1leche que exhiben una
actividad inhibidora de ciclooxigenasa 2 son eseleccionadas del
grupo que consiste de fracciones de suero, fraccién de leche
deascremada, preparacién de proteina de suero lactosilada,
preparacién de proteina nativa aislada de suero de leche
humana, leche de bovino, leche de bGfalo, fraccién de caseina
&cida y/o fraccién de caseina dulce de leche de bovino, y/o

conmbinaciones de lo mismo.
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9. El uso de acuerdo a la reivindicaciébn 7,
CARACTERIZADO porque la composicién nutricional y/o
farmacéutica es provista en una forma de dosis oral, toépica,

parenteral, o rectal.

10. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 7 a 9,
CARACTERIZADO porque las enfermedades mediadas por 1la
ciclooxigenasa 2 son seleccionadas del grupo gque consiste de
céncer y/o estados pre-cancerosos, en particular céancer y/o
estados pre-cancerosos de colon, estdmago, esbdfago, higado,
vesicula biliar, pélncreas, cabeza y cuello, pulmén, mamas,
vejiga, ©Organos genitales femeninos y piel, y/o enfermedades
inflamatorias, en particular artritis, fiebre reumética,
sintomas asociados con influenza u otras infecciones virales,
dismenorrea, dolor de cabeza, dolor dental, enfermedades
degenerativas de 1las articulaciones, Yy/o enfermedad de

Alzheimer.

11. E1 uso de acuerdo a cualgquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, CARACTERIZADO porque la composicién
farmacéutica y/o nutricional provee un co-tratamiento durante

un tratamiento de céncer y/o un tratamiento de un estado pre-
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canceroso, en particular durante una quimioterapia, una terapia
de radiacién, una bioterapia, y/o durante un tratamiento de
dolor, y/o durante wun tratamiento de una enfermedad
inflamatoria y/o durante el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.

12. El uso de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, CARACTERIZADO porque la composiciodn
nutricional comprende un material alimenticio seleccionado de
leche, yogurt, requesén, queso, leches fermentadas, productos
fermentados a base de leche, helados de crema, productos en

base a cereal, polvos en base a leche, formulas infantiles.

13. Un procesc para incrementar la actividad
inhibidora de ciclooxigenasa 2 de un producte, CARACTERIZADO
porque dicho método comprende incrementar la cantidad de una o
mis fracciones de proteina de leche y/o una o mis preparaciones
de proteina de leche que proveen una actividad inhibidora de

ciclooxigenasa 2 en dicho producto.

14. El proceso de acuerdo a la reivindicacién 13,
CARACTERIZADO porque la una o mAe fracciones de proteina de

leche y/o una o mis preparaciones de proteina de leche son
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gseleccionadas del grupo que consiste de fracciones de suero,
fraccién de leche descremada, preparacién de proteina de suero
lactosilada, preparacién de proteina nativa aislada de suero de
leche humana, leche de bovino, leche de bfifalo, fraccién de
cageina Acida y/o fraccifn de caseina dulce de leche de bovino,

y/o combinaciones de lo mismo.

15. El proceso de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 13 o 14, CARACTERIZADO porque dicho producto
es una compoeicién de alimento nutricional y/o farmacéutico y/o

funcional.

16. Un procedimiento para aislar fracciones de
proteina de leche que proveen una actividad inhibidora de
ciclooxigenasa 2, CARACTERIZADO porque dicho procedimiento
comprende las etapas de:

- centrifugar la leche a 13.600 g durante 30 minutos para
obtener una capa de crema y una capa de leche descremada;

- Beparar dicha capa de crema y aislar dicha leche descremada;

- agregar una solucién acuosa de CaCl; a la leche descremada en
una cantidad tal que se obtenga una concentracién final de

Ca2+ igual a 2 mmol/1;
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calentar dicha mezcla a 35°C y agregar, a dicha mezcla, cuajo
que tenga una actividad de 50 mg de quimosina activa por
litro;

centrifugar la mezcla a 13.600 g durante 30 minutos para
lograr una separacién de fase; y

aislar la fase de proteina de suero dulce;

calentar dicha mezcla a 25°C y acidificar dicha mezcla hasta

un pH de 4,6 con una solucién acuosa de HC1l (32%); para

obtener la fase de proteina de suero &cido.

17. Un procedimiento para aislar fracciones Ade

proteina de leche que proveen una actividad inhibidora de

ciclooxigenasa 2, CARACTERIZADO porque dicho procedimiento

comprende las etapas de:

C.

centrifugar la leche a 13.600 g durante 30 minutos para
obtener una capa de crema y una capa de leche descremada;
separar dicha capa de crema;

aislar dicha leche descremada;

agregar una solucién acuosa de CaCl; a la leche descremada en
una cantidad tal que se obtenga una concentracién final de
Ca2+ igual a 2 mmol/l;

centrifugar durante 1 hora a 100.000 g para separar la fase
de proteina de suero soluble de la fase de caseina micelar no

soluble; y
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- aislar la fase de proteina de suero soluble.

18. Fraccién de leche gque provee una actividad
inhibidora de ciclooxigenasa 2, CARACTERIZADA porque dicha
fraccién de leche es obtenible segin un procedimiento de

acuerdo a la reivindicacién 16 o 17.

C. 65.296 55



Leche de bovino
(2-200 mi)

EX °::'.'.";:%:s::!::"

- Leche descremada
.~ (2000-mi) '
f * CaCly parii Begirs gmmol. -

b

AN

Cuajo Ca:trifu atj.:;‘lﬂcacldn Ultracentrifugacion
138009’93:"':‘"1 (100.000 g /1h)
v v !
Suero dulce Suero 4cldo

R I HE T N

Figura 1



Leche de humiano

Centrifugaclén
Crema 13.800 ¥ 30 min
C Idificaclé
uajo er— == Ultracentrifugacién
Centrifugacion (100.000 g / 1h)
13.600 g/ 30 min ’
Suero duice Suero écldo Proteina soluble

Figura 2



Leche de Biifalo
(543 ml)

‘

Crema | Centrifugacién

13.600 g/ 30 min

«—1 ¢

Leche descremada
48sml) ..

‘CaClyhists sicanid' -
Zmmaol )

/

Cuajo

o acldiflcacién

v

i i Ultracentrifugacion
Centrifugacion
13.300?30"*! {100.000 g/ 1h)
Proteina soluble

Figura 3

9



% inhiblcién

80
70
60
50
40
30
20
10

o

efv’?qfoqufvﬁf

Inhibicién de COX-2 por fracciones de leche

g

o8>

PPy && @g@'\f
o{‘éjﬁ ‘:}& ffedﬁdd‘i‘%{}
fv‘ \f}v f, a ,p”

v

Fagura 4

Sy



9

SPERIMMUSTIOLA ¥ tIMERLYY g é
Nadicacian 3 WELSY7S  (ARRARAN folios: &8

Fecha (D)3 Dewb-8-23 17:11:83

imamite @ Ll PCFPRIENT 179 FRSE T 411 PRENENAIAC

Pevendincia: 26M DIVISLIN Dt MEWRS CRTLHNS

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ] / 4
4 Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [»>] 4
& Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [>] 4
€ Descripcion de la invencién [»=] 29
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [x] 85
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas ‘Ix] 2
COMPLETA [»] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
@ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotogrifica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas : [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
€ Representacion gréfica del esquema trazado [
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [

e bl bl el

COMPLETA [ | & INCOMPLETA [

Rl

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10
Conmutador: 38200840
Fax: 350 52 20
E-mail: [nfo@sic.gov.co
www.glc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




REPUBLICA DE COLOMBIA ﬂ
SUPERINTENDEMNCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogot4,
2020
Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado (a) y/o Representante de
NESTEC B8.A.

REFERENCIA Radicacién No. 6 18273
Bolicitud internmacional EP2004 /010200
Fecha inicio fase nacional 12/04/2006

TrAmite 11

Evento a7re
Actuaclén 430

Oficio No. - 4 31 6

Como resultado del axamen da forma, realirzado con fundamento en el articulo 318 des
la Decisiém 486 de la Comisiém de la Comunidad Andina, articulo 37 del Tratado de
Cocperaciénm ean Materia de Patemtes (PCT), rsgla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en gue consta la cesifén del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {(Art. 26-k)
Dacisitn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quint 1 titulo primero de la Circular Unica No.10 da 2001.

ALIX CARMENEA LEBPEDES DE VERGEL
Jefe de la

\
El anterior requerimiento fue notificado por fijaciémn lista de

P 21 AR 200




