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e ANEXOS

X Comprobants de pego do la tasa de presentacion de i solicitud.
[ Documento que acredis la exlstencia y ropresentacisn togal cuando el soliciisnte s6a persona jurfdica.
E Documento de Representacion Legal.

O Documanto de cesidn del invenior &l soliciiants 0 & su causanis.
[} Osclaracianes.

[J Copia ¢e 1a salicitud intamacional. {resumen, descripcidn, relvindicaclons, dibujos)
Traduccion de la sallciud internacional af castellana. (resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia del reporte preliminar intemacional sobre patentabBidad,

Traduccién del reporis preltminar intarnacionsl sobre patentabilidad.
[T] De ser d caso, copla del contrato de acceso.

lss comunidades indigenas.
[ Are Finai 1212,

mismo fitular o su csusante, relacionados parcial o ioteiments con ta iwenclén de esta soliciiud.
D De ser ¢l caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional.

explicativo de modificaciones a las relvindicaciones.

] De sar ol caso. documenta que acradit ta licencia o sulortzacién de uso de conockmiantos tredicionales de

D De ser ol caso, informacion schre ovas solicitudes da patants o titulos oblenidos én el extranjero por 9‘

B{ otros reporte de bisquada Intamacional con su traducoién, publicacin con su traduccién, capltuo
relvindicatoric como fue originaimants presentada en fase intemscionsl con su taduccln ¥y anaxo
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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 PROFIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estf 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 é] contenida.

T.P. No. 53.215
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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.
2680/81 DEL 19 DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE
JUSTICIA DE COLOMBIA.

Aulenticaciones que se hallan a continuacién de un documento de poder corferido
en inglés y espafiol por NESTEC S.A., una sociedad organizada y existe de
conformidad con las leyes de Suiza, domiciliada en Avenue Nestié 55, CH-1800
Vevey, Suiza, y otorgada a los Doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA yio ENRIQUE ALVAREZ, todos
domiciliados en Bogotd, Colombia, Calle 72 No. 5 — 83 (Piso 6°).

Deado el 5 de agosto de 2004. Flrma ilegible de la Seffora Paula Nelson, Vice-
Presidente de Nestec S. A.

. ._;%._ -_"._.; .

CERTIFICADO NOTARIAL (SOGIEDAD)

Legalizacién por parte del sus&ito.'?;lotarlo de la fima de la Seflora Paula
NELSON qwer\‘ des_pmpeﬁa el cargo de Vice-Presidente .de la compaiiia

NESTEC S.A., una sociddead legaimente constituida y emstep & A,

leyes de Sulza domlallada en Vevey (Sulza). Ademds, d|d1q‘ Yob
el signatario, segin las leyes de Suiza, tiene facultad fira

documento. Los hechos anteriores le constan por,

Firma de Jean-Daniel RUMPF.
Sello: Jean-Daniel RUMPF = Notario. Estampilla de 4 Frs.



Legalizacion No. 7,135 E! Notario Jean-Daniel RUMPF, en Vavey, Distrito de
Vevey, Cantén da Vaud, Suiza, cerifica la firma puesta en |a pagina anterior por la
Seilora Paula Nelson Direclora adjunta de Nesgtec SA., en Vevey, la cual
compromets en forma valida con su fima individual.
Dado en Vevey, el once de agosto de dos mil cualro, Finma ilegible del Notario.
Sello: Jeen-Daniel RUMPF — Notario. Estampilla de 4 Frs, '

APOSTILLA Lot

(Convenci6n de La Haya del 5 de actubre de 1961).
1.- Pals: Suiza -

El presenta documento pUblico
2.- ha sido firmado por el Sefior Jean-Daniel RUMPF
3. - obranda en calidad de Notario en Vevey
4. - con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario
CERTIFICADO
§5.- EnlLsusana B6.- El 12 de agosio de 2004
7.- Par la Cancilleria de Estado del Cantén de Vaud
8.- Bajo el nimero 6705 .“

9.- Sello: Cancilleria del Consejo de Estado — Libertad y Patris
de 25 Fr.
10. - Por el Cenciller de Eslado, firma de P. Equaey.

Es traduccidn fiei y compieta de la cual se deja copia en 108 ¢
oficina para confrontacion y a la cual me remito.

Traduccidn oficial No. 283/04,
Traductar: Jean-Jacques Turpin.

Bogota, D.C., 1 de sepliembre de 2004, %\
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* 408 "abajo firmados, NESTEC S.A., una sociedad
gt;u;\‘gdayoxlslefﬂede conformidad con las leyes

con domicilo en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vovay, Suiza

nombramog por ol presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
yio ENRIQUE ALVAREZ, domicilados en Bogold,
Colombla, con oficinus en dicha cludad, Calle 72 No.
583, piso 60.. nuestos represantantss legales y
verdadoros en Bogold, con fecultedes pers reciblr
nofificaclones y nombrar apodoradoa judiciales o
exirajudicialas, con ul fin de dar cumplimiento al
p;;aumfo 10, del anfculo 543 del dacrato 410 de
. 1974,

Los doclores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVD
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA yfo ENRIQUE
ALVARE?, ¢ los apodarados que cualquiera de ellos
designo. quedan ospeciaimentie facuflados para
represenlamosg anie los autoridades colombianas,
indstrativas, judiciales o de policia, an todos los
ites reiaiivos a la propledad indusidal, 8 cuyo
efecto lea facullamos para dar enie dichas
autoridades lodos los pasos necasarios & objelo
Indicado; elevar soficiudes, declaracionss, reciamoa,
recwses y  presentar doslatimionios; formular

descripclones, enmilandas. |imitar el alcance de las
solichudes, presentar opasisiones y apelacionas;
instourar cancolaclones, rsenunciar tolal o
parcialmente a los registros, sebonar lodos los
impuesios y cuolas y efectusr todo obtro pago
determinado por la ley: recibir todos tos documenios
y velores, dando ol descargo respoctiva; flensr
cualosquiera otros requisfios y tomar, en fin, todas
las medidas qua crayeren cunducenies al resguardo
de nuesiros Inlerssas; y on caso de prodicirso
oposiciin, pusando los antecedentes a los tribunaiss,
quodsn facukados purs tomar intesvenclon como
demandantes o demamniados ante los jusces que
soan compeientes, pudiendo transer, someler a
.lbliros. dasistir, perciblr y apelar, con todas los

demds [scultedes que resullen necesarias, y por el
presonte declaramos desde mhora vildo y bueno
cuanlo dichos represaniantes y/o los apodasados que
cualquisre de allos nombre hicleren en nuestro
kaneficio.

Asimismo, ieculiamos a los dociores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA wo ENRIQUE ALVAREZ, pam
solictar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocoiizacién de eate documento y de cusiquier
poder que cualquiers da slios otogue a nombre
nuesiro.

Dedo y firmado

Pl sy Shllam anl.das i Be -

The undemigned, NESTEC S.A, a compomton o

organized and existing under the laws of Switzariand.

domiciled at Avonue Nestlé 53, CH-1800
Vevey, Switzeriand

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
GUSTAVO TAMAYO andl/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colembis,
with offices In sald fown, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power fo recaive notificotions and to appoint
judicial or extrajudicial agents, 80 as io comply with
paragraph 1o. of article 543 of decreo 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA sndior GUSTAVO
TAMAYO and/or, IGNACKD) SANTAMARIA andlor
ENRKIUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are espocisy empowered lo
represent us before the administrative, judicial of
police authoriies of Colombla, in &ll proceedings
pertaining to Indusirial property, for which purposo we
authorize them to take before the sald authorkies all
the necessary steps for the said and: io file peiliions.
declarations, clalms, recourses and withdrewala, 1o
draw up spacifications; to o amendments, to imh
the scopa of applications, file oppositions: fie
cancellations iotal or partially walve regisirations, to
pay all instalimenis and effect gli other payments
preascribod by law; to recoive proper receipts, to
comply with all other requrements and. in shost, to
take ] those measures which they may deem it for
tha proieciion of our inferests; and in case of
opposifion, wherae the proceedings be passed over {0
the courts, we authorize said agents to act on our
behefl, 83 complainenis as well as deferdants, before
the compelent judgos, with full io maka
arrangemaents, o nbmluo arbitrators, 19 deslst, to
collect, to appesl and. -!Ildﬁ.m'-':

Ly

- o 5 "'q"' "y .
- J;{”:_. ) -h‘. . -
i

SANTAMARIA and > UE ALVAREZ. to apply
for praiocolization of 1N t and of any power
of attamey by any one thumunnfurodlnwnamo

before tha Office of Industrial Property.

Given and signad this Sth August 2004

Paula NELSON - Vice Preakiant

(NOS I

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Suiza
Vevey {ss

Hoy {1de Aalash de 2004 , comparecih
PACLA N ELEON
de quien me consta que firmd el anterlor documento,
¥ quien debidamenie juramentado dectard y dijo quo
dos Vicepiesidente
de NESTEC S8A., e
compafiia nombrada an e! docuymento que antecade,
una socledad debldemente organizeds y exisienia
conforme a las leyns do Sulza, domiciieda en la
cludad de Vevey, Suiza legalmenis constituido
pam un periodo de duracidn que ain no ha
terminado, que ejerca su cbjeto soclal; conforme &
las layes de Suiza, quea el declaranie astad sulorizado
por dicha Compailla para confodr osto poder; que el
sal'o estampado por 4l of plo de tal poder, en nombre
en representacion de lo expresads Compafile, s o
ello oficial de ella; y que el objefo para el cual se
0310 Instrumeto esth comprendido dentro
del de ka socledad.
E! suscritc Nolario ha vislo los Estatulos de
Incorporacidn firmados en Vevey, Sulza, con fecha
A e, 19y, y ceofiffica que de
conformidad con la iegislacién de dicho Pals, la
anlerior declaracién Jurameniada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que el versa aon
clarios o vardaderas, da lo cusl da fe.

Notary Public (Nolario Piblico),

, 8 qulan connzco v

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzeriand
Vavoy {as

On this 11 thiay of Augqust
personally came
. Paulo NELSON
lo ma known, and known to me 1o be the paraon who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly swom did daposo and say that he/she is the
Vice President of NESTEC S.A, the
company named within, a Corporalion organized and
existing undar the laws of the Switzorfand, domiciled
at the City of Vevey, Switzeriand lagally constRuied
for @ period of tenure not yet expired, which exarcises
lis corporeie purposes according to the laws of
Switzariand, that the deponent is authorized by sald
Company fo confer this power of atiomey; that the
seal affixed hereunto by the deponent in the name
and on beha! of said Corporation is the corporate
seal thereof: and tha! tho purpose for which this
inatrument Is grantad is Included within the corporate
puiposas of the Company.
The undersigned Notary Pulfic has seen the arlicles
of Incorporation of sald Corporation executed at

+ 2004,

Vovey, Switzeriand, undor dato of March 24 1997

and heroby cortifies that uandor tho laws of eaid
County the foregoing acknowledgmeant is sufficient
proof that the facts theroln contained are true, which
he atiests.

gaslisstion No 7:135.- &
notaire JEAN-DANIEL RUMPF, A Vevey, District de Viv

CRptoRiags L

Vaud, Suisse, certifie authentique la signatire ap "éﬁﬁ&%dym_-'n Y
part par Mma:.: Paula NELSON, directrice-adjointe da BoCYEtE - wauls . .

NESTEC S.A., & Vevey, qu'elle engage valablement pa
indi"iduel 10 g oS- - e o - — - - - - -

VEVEY, LE ONZE AOOT DEUX MILLE QUATRE, -—resccccca—-




APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 ot2obee 1961)

1. Poyx: SUISSE
Lo présent acia public
2. a 6ib signs par Jean-Oonlel Rumpl
3. agisseni on qualité de notalro 4 Vovoy

4. oal revitu fu sceauitimbro do J.-D. Rump! notale

Attestd

5. 4 Lausanne 6. lo 12 a0t 2004

7. par la Chancellaria d'Etat du Canton de Vaud

J&mﬂoﬁ?ﬂs

10. Signawre .
pr ta Chancaller CElat:
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CAPITULO REIVINDICATORIO COMO FUE
ORIGINALMENTE PRESENTADO EN FASE

INTERNACIONAL JUNTO CON SU TRADUCCION

|



PEIVINDICACIONES

1. Una romposicitn mutriciosnal, coemércima &
Farmacéutica para la adminlatracifsn oral CARACTERIZADA Lorque
comtiena come ingr=diente active, por lc menoe un compuesto
Elavonenas o ausa derdivado=s, ¢ una mwzela de léa miends, 2n uma
cantidad efectiva para prevenly, aliviar o Cctratax 1los

depdrdenes da la plel, de} pele yfo del palaje.

2. Una composiclén de mcusrdo & la relwvindicazion 1,
CRRACTERIZADR el loz compuedtos Llavonosta 8Aan
igosacuranstina, naringin, hesperidina, ericdioticl), poncirina

¥ necer:iocitrina.

3, Una composicién de acuerdo 2 la reivindicacidn 1,
CARACTERIZADA porgue loe derlvados pon lan Loxmas 4¢ agliconag,
chalesnaa, las forwns glicomiladms o metciladas de flavonona o
formae esulfatadas o glucuronidas, las cuales son proiucto del

metabolieme en la sangre.

a6



4. Una composicién de acuerdo a la reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porgue el derivado ea obtenide por tratamiento

enzimético o elaborado ainté&ticamente.

S. Una composicién de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, CARACTERIZADA porgue el compuesto
flavonona se extrae de la pulpa o céscara de las frutas

citricas, tal como naranja, limSn, naranja amarga © pomel .

§. Una composicién de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, CARACTERIZADA porque ademds contiene
otros compuestos activos tal como vitamina C, vitamina E,
carotenoidss, ubiquinones, catequinas, extractos de café gque
contienen polifenocles y/o diterpencs, extractos de achicoria,
extractos de ginkgo biloba, uva o extractos de gemilla de uva
ricos en proantocianidin, extractos de especies, excractos de
gsoya, orras fuentes de flavonoides con actividad antioxidante,
&cidos grasos, fibras prebifSticas, microcorganismos probiél::i.coa,
taurina, resveratrol, aminodcidos, selenio o precursores de

glutation.

7. Una compesicién de acuerdo a cualguiera de las

reivindicaciones 1 a 5, CARACTERIZADA porque e8 leche, yoguret,
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cuatjada, guessn, leches foymantadas, producccs farmantades en
taze a leche, heladoe, polves en base a lsche, férm:las peara
infantes, prcductom de cepérlen, produckon &n bage a cCezgaliss
fermentadcos, agua minezal, chocolate o alimentos parz mascokaa,
camplamentos alimenticios, tablerae o pr-c;duclzns cosméticos para

au aplizazisn téoplca.

8. Usc de por lo memnos un compu=sto flavonona o sus
derivedea, © una mezcla d= loa wmiamos, CARACTERIZADD porgus
sirve cowa lngrediente activoe parm la preparacidn de yma
compasiciénr dirigida para prevenir, aliviar, ¢ tracar lcs
dasdrdanes de la piel, del capella y/o los desdrdenss o defios

dz=1l pelaje.

9. Uso d= por lo menos un compuesto flaveonona o sus
derivados, ¢ ura mezcla fde log migmos, CRRACTEIRIZALO pardue
girve como ingrediente accive para la preparacidn de una
compoeicidn dirlgida para nmejorar las condiclones de la piel,
#]l casalla y/o las condiciones del pelaje ctwando e adminletra

a loe humanons o 8 laa maaootas,

1d. Bl usd de acuerdo a las relvindicaclonsse 8 5 9,

CARACTER TZAND porque los oonpusstcs Elavoacaia Ban
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isosacuranetina, naringin, hesperidina, eriodictiol, poncirina,
neoeriocitrina o derivados seleccionados a partir de sua formas
agliconas, chalconas, glicoailadas © metiladas o sulfatadas vy
formas glucuronidas, las <cuales sgon producto de sus

metabolismos en la sangre.

}l. El wuso de acuerdo a cualquiera de laa
reivindicacionea 8 a 10, CARACTERIZADO porqua el compuesto
flavonona se extrae de la pulpa o plel de las frutas eitricas,

tal como naranja, limSn, naranja amarga o pomelo.

12. El wuso de acuerdo a cualguiera de las
reivindicaciones 8 a 11, CARACTERIZADO porqgue la composicidn es

una componicién casmética, nutricional o farmacéutica.

13. El uso de acuerdc a cualguiera de las
reivindicaciones 8 a 12, CARACTERIZADO porque los compuestos
flavononas, sus derivados o las mezclas de las mismss se
encuentran presentes en una cantidad desde 0,01 mg a 1 g,
preferencemente de 0,1 mg a 800 mg de equivalente de aglicono

del compuesto flavonona.



l4. El wuso de acuerdo a cualquiera de las
reivindicacionss 8 a 13, CARACTERIZADO porque loa deasSxrdenes de
la piel o dafios aon producidos por el envejecimiento o una
gituvacién de escrés, tal como estrés quimico, biolégico o
fiaico, exposicién a oxidantea ¢ agentes cancerigenos, a
bacterias, virums, hongos, 1lipidoca derivados de células

ambientales y/o microbios, o por 'expos:l.c:l.én a rayos UV,

15. Bl wuso de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 14, CARACTERIZADO pcrque la compoaicién
esti dirigida a mejorar la fotoproteccién de la piel,
hidratacién, sequedad, fixmeza, elaasticidad, oleosidad,
espegor, pigmentacién regular, funcién de barrera, elasticidad
de iam piel, para prevenir el estatus oxidativo, riesgos de
céncer, la inflamacisn o la produccién o composicién de sebo
modulado, y/o reducir los indicios o sefiales del

envejecimiento.

16. El wuso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 14, CARACTERIZADO porgue la compnosicidn
estd dirigida para mejorar el brilloc del cabello y del pelaje,
la densidad del cabello, el color, la olecsidad, para aumentar
el difmetro de fibra del cabello, la produccién de sebo y para

prevenir la pé&rdida del cabello y del pelaje.
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Claims

. A mumitlonal, cosmetic o pharmaceutical composition for ol administration, which

contains as sstive ingredient , at loust one flavanane ceupuund or its derlvitives, o a
mixiure thereof, in au officient amount to prevent, ollievate or treat skin, hair and/or
caat disordery.

. A composition according o clalm 1, wherein the flavenone compounds is

isoaacurenctin, nuringin, hestperidin, eriodictyol, poncirin, ueoeriocitrin.

. A composition according to clahn 1, whercin the derivatives aro the aglycone,

cholcone, glycosylated or methylated forms of the flavenone or sulfuted and
glucuronidated formms which are product of their metabolism in blood.

. A camposltion sccording o claim 1, wherein the derivative is obtainod by enzymatic

reatment, or synthelically produced.

. A compoztition according to any of claims 1 to 4, in which the flavanono compound is

extrected from pulp or peel of Citrus fruits such as orange, lacon, bitter orangs or
gropefmit.

. A compasition according to any of claims 1 to 5, which further contains other active

cowpounds such wy vitwnin C, vitamin B, curatenalds, ublyuinunes, cutoohing, aoflee
tomracts containing polyphenols and/or diterpenes, extracts of chicory, ginkgo biloba
extracts, grape or grape sccd cxtracts rich in proanthocyaniding, splos extrocts, soy
extructs, other sources of flavonoids with antioxidant activity, faty acids, prebiotic
fibers, problotic microorgsnisms, tmurine, resverstrol, aminoacids, selenium or
precursors of giuthathione.

7. A copusitlun accurding 1o any of clulmas 1 o 5, which ie milk, yogurt, ouxrl, choenro,
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formented milks, milk based farmented prociucts, Joo-creams, milkk based powders,
infant formulae, cereal producis, formented cerenl based products, mioamm) wisker,
chacolate or pet food, distary supplement, tablets or cosmetic product:.

8. Uso of al lcast onc Hlavenone compound or its derivatives, or & mixture thereof, as
active ingredient for e preparation of a composition inimded to prevent, allicvatc or
treal skin, hair and/or coat disorders or damages.

9. Usc of at lcast uie tlavanous compouud or jis derivatives, or 8 mixture therouf, us
active ingredient for the preparution of n compoaition intended Lo imprave skin , hair
und Jor coat conditions when administered to human or pet animal.

10.'the usa accarding to clim 8 or 9, wherein the flavimone compounds is -

isoxacuranetin, naringin, lissperidin, eriodictyol, panclrin, acoerlocitrin or derivatives
selected from their ezlycone, chaleone, glycosylated or methylated forms or sulfeated
and glucuronidulsyd tonns which ere product of thelr wetsbollam in blomd

111w wse aceonding o uny of claims ¥ to 10, iu which the Nuvanuue compouudd is
extracted from pulp or pesl of Citrug frults such ug orange, lemon, bitler orange or
grapefruit. '

12.The use eccording Lo any of clalms 8 to 11, whercin the cumposition is a cosmctic,
arritivoul or pharmaccutivn] coluposition.

13. 7w e ucconding o any of ¢lnims Y 0 12, wherein the flovanone compounds, it
durivatives or mixiures thercof is present in an amount of from 0.01 mg to 1g,
prefernbly 0.1 mg to 800 mg of aglycone cquivalent of ths flavanons compound.

14. The: use according to any of claims 8 to 13, wherein skin disorders or dumauges are

producel by ageig ur v strnsa siindion miels as chionical, hinlogical or n physienl

Nas |
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stress, axposurc to axidants or carcinogens, to basteria, viruses, firng, fipids derived
from sorrounding cells and/or microbes, ur exposure Lo UV-trmadiation.

15. The usc acconding w auy of claims & w 14, in which the composition i» intended 1o

5 unprove skin photoprutection, hydration, dryuess, firmness, elastivity, oilness, thickness,
seguiar pigicentation, darrfer functon, skiu clasticity, 1o provent oxidmive status, risks

ol cancer, inflamunation or modutats sebum prudnction or compasition, ancl/er reduce

signs of ageing,

0 16. The usc uccording to any of claimns 8 to 14, in which the composition is intended ©
imnprove ludr end coul gloss, lair denslty, colur, dilsss, tu unclionsto bair fbry dismoler,
scbwn produclion und to prevont hair and cnat loss.
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1. Respecto al idioma, esle reporte se basé en la solicitud imternacional en el idloma en el cual fue
prescninda, o menns que s indigue In contrariv seglin eata ftem,

D Este reporte se basd en una traduccidn del idioma original al sigulente idioma
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[} bésqueda internacivnal (segan tas Reglas 123 y 231 (b))
[ publicacién de la solicitud internacional (segiin 1a Regla 12.4)
[} examen proliminar internacional (segiin las Reglas 55.2 y/ o 553)
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Descripelon, Piginas

115 £OMO 82 présentarvn originalmente
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B In piginas
las relvindlcaciones, Nos.

5 los dibujas. hojas/figuras
ol lisiado de secuencls fespecifionr);
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* Siel iten 4 aplice, ulgtuas o toidas de extas hojas pueden ser marcadas “resmiplazadas™.
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabllidad
industrial; citacions y explicaciones que sustentan dicha afirmacidn

1. Afirmaciin
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 3,4
Nu: Relvindicaciones 1, 2.5-16
Nivel Inventivo (I5) Si:  Raivindicaciones
Ne: Reivindicaciones 1-16
Aplirahilidad Industrial (IA}) St Reivindicaciones 1-16

No: Ruivindicaciones

2 Citaclones y explicaciones (Regh 70.7):

ver hoja separada

Casilla No. VIII Clertas observaciones sobre la solicitud internacional

Son hechas las slguicntes abservaciones sobre In cluridnd de las reivindicaciones, descripeidn, ¥ dibujos o sobre I
pregunta si s¢ nocesita qua las refvindicaciones estén tomlmente soporiadas por la descripcién:

ver hoja scparada

Forgw PCT/IMEA /409 (Enero 2004)



REPORTE M'RELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Soliciiud Inturnacionsi No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/BP2004/ 014416

Re ftem V.

Los documentus (D) siguicntes se mencionan en esta comunicacion; la enumeracion se adherira
en ¢l resto del procedimiento:

D1: DE-A-101 11 045

D2: EP-A-0 461 827

D3: US-B-63651991

D4: US-A1-2003/166583

D5: EP-A) 774 249

D6: BASE DE DATOS WPI, AN 2000-024196 & CN-A-1 229638
D7: BASE DE DATOS WPI, AN 2002-248238 & JP-A-2002 029975
D8: BASE DE DATOS WPI, AN 1997-530127 & JP-A-09 252746
D9. BASE DE DATOS WP, AN 1988-122604 & JP-A-63 066110

1. Novedad
La presente solicitud no cumple el criterio del Articulo 33(1) PCT, porque el asunto-materia de
las reivindicaciones 1, 2 y 5-16 no son nuevas en el sentido dod Artfculo 33(2) PCT.

1.1 D1 revelan el uso de flavanonas en cosméticos t6picos o composiciones dermatoldgicas para
la profilaxis o tratamiento de la picl y des6rdenes del cabello y por mcjorar las condiciones de la
piel y el cabello (véase D1, reivindicaciones 1-4, parrafo [0058]).

El asunto-materia de las reivindicaciones independicntes 8 y 9 por consiguiente no es novedad.

Las caracteristicas técnicas adicionales de las reivindicaciones 10 y 12-16 también serdn

encontradas en la revelacion de D1, como sigue:

- reivindicacion 10; hesperidina, naringina {vea D1, reivindicacion 11),

- reivindicacitn 10: eriodictiol-7-glucésido (vea D1, reivindicacidn 11),

- reivindicacién 12: composicién cosmética 0 farmacéutica para aplicacion tépica (vea D1,

parrafos [0107), [D111]),
- reivindicacién 13: compuestos de flavanona en una cantidad desde 0.001 hasta 10% en peso
por el peso de la composicidn total (vea D1, parrafo {0099]),

- reivindicaciones 14-16; se utilizan flavanonas como agentes activos contra el envejecimiento
de la pidl, para proteger la piel de la radiacién UV y de los factores
perjudicialcs medicambientales, para el tratamiento de la piel seca y
des6rdenes de la pigmentacion y contra la pérdida del cabello (vea D1,
parrafo [0038]).

Furma PCT/ Hujs Separada /409 (Haia 1) {EPO-Enero 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACI NAL SOBKE Solkcitud Internacinnal No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/014416

A

El asunto-materia de las reivindicaciones 10 y 12-16 no es por lo lanto novedad.

2.2 D2 revela el uso de flavanonas modificadas y su uso en la profilaxis o tratamiento de
desdrdenes del cabello y para mejorar las condiciones del mismo (vea D2, reivindicaciones 1, 3
y 13; pagina 14, renglones 13-19).

El asunto-materia de las relvindicaciones independientes 8 y 9 no es por consiguiente ninguna
novedad.

Los rasgos técnicos adicionales de las reivindicaciones 10, 12, 13, 15 y 16 también serdn

encontrados en la revelacion de D2, de la manera siguiente:

- reivindicacion 10z alfa-glicosil hesperidina y alfa-glicosil naringina, sintéticamente producidos

(vea D2, reivindicacion 3; pagina 10, renglén 51 - pagina 12, renglén 12),

- reivindicacion 12: producto cosmético tépico (vea D2, reivindicacién 10),

- reivindicacion 13: 0.001-10% por peso de flavanona (vea D2, reivindicacion 7; ejemplo 4),

- reivindicaciones 15 y 16: se usan las flavanonas contra la pérdida del cabello, para impartir
brillo al cabello, y contra la inflamacién (vea D2, cjemplo 4;
reivindicacién 13; pagina 14, renglones 13-19).

El asunto-materia de las reivindicaciones 10,12, 13, 15 y 16 no es por lo tanto una novedad.

2.3 D3 revela un extracto de ciscara de limén que contiene flavanonas, usadas en una férmula
para ¢l crecimicnto dol cabello (vea D3, reivindicacion 1),

E asunto-materia de las cliusulas independientes 8 ¥ 9 no es por consiguiente ninguna
novedad.

Los rasgos técnicos adicionales de las reivindicaciones 10-13 y 16 también serdn encontraclos en

la revelacion de D3 (vea D3, reivindicacion 1; columna 2, renglones 20-35; columna 1, renglones
11 y 34). Por consiguicnte ¢l asunto-materia de las reivindicaciones 10-13 y 16 no es novedad.

Forma PCT/Hopa Sepansda/ 49 {Hojs 2) (EPO-Enern 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Sulicitud Internacinml No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/014416

2.4 D4 revela cl uso de hesperidina, naringina o poncirina como los agentes activos en las
composiciones tdpicas contra el cdncer de la piel (vea D4, reivindicaciones 1, 10 y 13). Se
revelan las cantidades usadas de estos compuestos en D4, Tablas 1y 2.

El asunto-materia de las reivindicaciones 8-10, 12 y 15 no es por lo tanto nuevo.

2.5 D5 revela el uso de hesperiding, naringina o eridictiol, como los agentes activos en las
composiciones cosmélicas contra la piel seca, envejecimiento y arrugas (vea D5,
rcivindicaciones 1, 6 y 7; cjemplos 6, 8,10 y 11).

El asunto-materia de las reivindicaciones 8-10 y 12-15 no es por lo tanto nuevo.

2.6 D6 rovela una composicién de champ antimicrobial para el tratamiento de inflamacién y
comezo6n, obtenida de extracto de pomelo y conteniendo naringina y carotina (veca D6,
TesuImwn).

Bl asunto-materia de las reivindicaciones 8-12 y 14-16 no es por lo tanto novedad.

2.7 D7 revcla composiciones de comida y bebida, cosméticas y farmacéuticas, que comprenden
erlodictiol-7-rutinosida o flavonwvides del limén y de la vitamina C, como coumético
secuestrante de radical libre o agentes farmacéuticos activos.

El asunto-materia de las reivindicaciones 1, 2, 5, 6-12 ¥ 14 no es por lo tanto novedoso.

28 D8 revela un suplemento alimenticio nutricional para el tratamiento de la calvicie que

contiene hesperidina (1%) y vitamina E o catechina.
El asunto-materia de las reivindicaciones 1, 2, 6-10, 12, 13 y 16 por lo tanto no ¢s nuevo,

29 D9 revela un producto cosmético que contiene metilhesperidina, dtil para prevenir
quemaduras dol sol y decoloracién del cabello,
El asunto-materia de las reivindicaciones 8-10, 12 y 14-16 no es novedoso.

Bl asunto-materia de las reivindicaciones dependientes 3 y 4 es considerado como nuevo.

Forma PCT/Hoja Separnda/ 09 (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)




REFORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No.
PATENTABILIDAD (HOJA SEPARADA) PCT{E"'ZM# 014416
3. Actividad Inventiva

Empezando desde D7 como la técnica anterior mas préxima y teniendo en cuenta la revelacion
de D9, parcce que las reivindicaciones dependientcs 3, 4 no contienen ninguna caracterfstica
que, en combinacién con las caracterfsticas de cualquier otra reivindicacion a la cual ellos se
refieren, rcina los requisitos del PCT con respecto de novedad y/o de nivel inventivo (Articulo

33(2) y (3) PCT).

Re ftem VIIL

Los compucstos referidos en las reivindicaciones 1, 8, 9 y 13 como "derivados de flavanona® no
estén definidos. Un derivado de una flavanona puede incluso haber perdido la estructura
flavanona, como resultado de la reaccidn de derivacion. La expresién "derivado de flavanona®
no es aceptable segn los requisitos de claridad (Art. 6 PCT).

Forma MCT/ Haja Separada /409 (Hiok 4) (ETO-Grweru 2004)

$4



PATENT COOPERATION TREATY M

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

{Chagter ! of tha Putent Cooparation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)
! “ApDlicants fn o shneven T T
:g?m;?;cr hnence FOR FURTHER ACTION Bes Foan PCTIPEARTS
- intemational apgToation Mo MemATona! tng dxs ok pRORNSeSr) Priortiy cale (aymonsiyenr)
' PCTEP2004014418 17.12.2004 18,12,2003

' intesnaitonal Patent CIasETortion (IRC) or nalonal deasalfication snz IPC
. AGIKTLO0, A23L1.00,

AB1K31852

1 Agglicant
NESTEC S.A.ﬂ ﬂl.

4 summme — - .-
——— S—  ——

|4 Trl:rapnnoomhlrﬂuhmoh&nbmmm

Box No. 1
O BoxNo. 11
O soxNo. W
D Box No. v
® BoxNo.V

| Omanow
. O BoaNe. VI
' £ Box No, Vi

" Dais ot submiselon of  demund Dazs of coraplatien of tils rapont

25.06.2005

b, D rmbhmmemnquluMhhwpmm-rd*wﬂunbm» , Gontaining a
saquance txting indicated in &qnphmmd
Box Relating to Sequance Listing (sse Saction 802 of Lhe Adminjatrative |nstructions).

—-— — . - ——
" — - - eme——

R
1. Thlsnnonlllhomnammri exammnatian report, established by thls internationsd Prolimingry Examining
Ammmummﬂwummwumn v .

2  This REPORT consims of & 0ial of 7 sheets, including this cover sheal
A, Thia repost i alno acoompanied by ANNEXES. compeising: ]
a. [J sent 10 the appiicant and 1 the intermational Buroau} a kel of ahests, as fallows:

D shests of the deseription, caims andbr drswings which have boon amonticd and ase the Basis of this repor
mmmmunmwwmmmmmsmmmam

0 mmmmmmmumwmm-n amendmen! that goss
mmmm;.mmmmmumum.umwmunuieummdm

andbr tables relutad thersto, In computsr readablo form only, as

. SE—— — —t——— § ey —
A —————————

Baals of the opinion

Priocity

Non-astabiishment of apinion with regard to novelty, inverdive siop nd induairial applicability
Lack of unity of invantion

Ranesned siatament urcier Articlo 35(2) with regard to novelly, imontivo slop or Industrial
appilicabliity; ciialions and explanstions supporting such sialament

Cenan documenis clied

Cortain dafacts m the intemational appication

Cortain nhsarvations on the international applostion

- e ———————————]
—— — — —— = ——r r

07.03.2008

ucthos Of 16 Ismanional Aurcacrad Oldcer
pnlhnuy Authakly:
— Cunppein Pajend Oticn - Qhuchinar So. 100

2 FEEE i @

Tuigphone No. +48 30 25801

Form PGTIPEAaDS (Cover Shesl) Laayary 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2004014418
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Box Na. ¥ Aeasoned stitymen dnder Articke 38(2) with regard to novelty, invontive slep or ndustrial
applicability; cltatians and explsnallons supporting such slatemant
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Movally (M} Yeu: Claims 34
No: Claims 1,2 518
Invontive stap (18] Yeos: Cleims
No: Clhking 1-16
Inclusirkn apphsabliy (LA} Yes: Chims 1-18

Na. Chims
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Box M. VIl Cartain oheervatlons on the international application
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intamaional appliaation Ne,
REPOHAT QN PATENTABILITY
{SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/014418

Ra ltam V.

The following docwments (D) are redemed to in this communication; the numbering will ba
adhered 1o In the rest of the procedura:

D1: DE-A-101 11 045

02: EP-A-D 481 827

D3: &-B-6 365 1991

D4: US-A1-20031166583

Db: EP-A-D 774 249

D&: DATABASE WP, AN 2000-024196 & CN-A-1 220 836
D7: DATABASE WP, AN 2002-248238 & JP-A-2002 029975
Do: DATABASE WPI, AN 1897-530127 & WP-A-00 252748
D9: DATABASE W1, AN 1088-122604 & JP-A-83 066110

1. Noveity
Tha present application does not maet the oriteria of Arlicls 33{1)} PCT, becauss the
subject-matter of claims 1, 2 and 5-16 i not new in the sense of Article 33(2) PCT.

1.1 D1 discloses the uss of flavanones in lopical cosrnetic or dematalogical oompositions
lor the prophylaxis or treatment of skin and halr disorders and for improving skin and hair
conciions (see D1, claime 1-4, paragraph [0G58]).

The subject-matter of independent clalma B and 9 is Therafors not noval.

Tha edditional technical feabaes ¢f clalms 10 and 12-16 are also 0 be found  the
disciosure of D1 ag follows:
- olaim 10: hegpesidin, aaringin (see D1, ciaim 11},
= ciaim #): edodctye-7-gkiopside {see D1, claim 11},
- olaim 12: eosmalic or phanmaceutical compasgition for opical application (ses
D%, paragraphs [0107], [@111)},

- claim 13; flavanone compounds In an amount of from 0.001 to 10 % In waighl

by weight of the total compoaltion {see D1, paragraph [S088]),
- claims 14-16: tlavamones are used 48 active aganis against skin aghng, to protect skin

Fuirm PCTagn:an Shaalfi0h IBhei 7 (EFO-Janugary SO0



INTERNATIONAL PRELIMINARY Intamational apploation Mo,
REPORT QN PATENTABILITY
{SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/01441A

trom UV radiafion and from environmental darmnaging lactors, for the
traatrment of dry skin and pigmentation disordars and againsi hair loas

{see D1, paragraph [OO58)).

The subject-manar of claims 10 end 12-186 is thus not novel,

2.2 D2 discloges the use of modiiad Ravonones and thelr use in the prophylaxis or
treatmert of hair disorders and for imgproving helr condilions (sas 02, claims 1, 3 and 13;
page 14, lings 13-19).

The subjeci-matter of independent claims 8 and 3 |s theralore not novel.

Tha eddiétional technical featunes of claims 10, 12, 13, 15 and 18 ara also to be found in

the disclosure of D2 aa tollows:

- clalm 10: alpha-glycasyl hesperndin and alpha-glycosyl naringin, synthetically

produced (sa= D2, clalm 3; page 10, ine 51 - page 12, ine 12},

- claim 12: 1oplcal commetic product (see D2, claim 10},

- clgim 13: 0.001-10% by weight of Havanone (sea D2, claim 7; sxampla 4},

- claims 15 and 16; flavanonas are used against halr loss, for imparting & gioss to hair
and against inflammation (sas D2, example 4; claim 13; pags 14,
ines 13-18).

The subjsct-mattar of claims 10, 12, 13, 15 and 16 is thus not novel.

2.3 DJ discipaas an exracl from lesmon peel comtaining flavenones used ina hair growth
foemula (68a D3, claim 1),
The subject-matter of indepandent claims 8 and 9 |a therefure not novel,

The additional technical featmes of claima 10-13 and 18 am also o be found in tha

disclosure of D3 {see D3, oaim 1; column 2, lines 20-35; column 1, lines 11 and 34),
Theraslore the subject-matter of claims 10-13 and 16 is not novel.

Fomn FCT Dk min Sanatr=8 [SEaer2y JEPD-Annary S008)
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REPORT ON PATENTABILITY
{SERARATE SHEET) PCT/EP20b4/014416

24 D4 discloses the usa of hasperidin, narngin or poneinn as active agents In topical
compositions agains! ekin cancer {see D4, claims 1, 10 and 13). The amounts of theas
compounds used are disclosad in D4, Tebles 1 and 2.

The subject-matiter ol claims §-10, 12 and 15 is theis not new.

2.8 Db discloses ihe use of hespeddin naringin or eridictynl as aclive agenls In cosmetic
cormpositions against dry skin, aging and wrinkles (saa DS, ciaims 1, 8 end 7; axamplas 8-
8. +0 and 11).

The subject-matiar of claims B-10 and 12-15 & thus nok naw.

2.8 D& discloges an antimicrobial shampoo composition for bhe beatmernt of mflammation
and Rehing made from pomalo exiraed and contalning naringin and canolin {see DB,

abatreel).
The subject-matter of clalms 8-12 and 14-18 I thus not naw.

2.7 Y discioeas food and diink, cosmetic and phanmaceutical composiions comprising
sriodictyol-7-nutindside or lemon Miavonoide and vilamin C as free radical soavenger
cosmallc or pharmaceutical aciive agsnis.

Tha eubject-matier of claims 1. 2, 5, §-12 and 14 is thus nat new.

2.8 DB discluses a nultition supplenant lood for the treatmant of bakiness containing
hespeticin (1%) and vitamin E or cakachin.
Tha subjecl-maltar of claims 1, 2, 6810, 12, 13 and 18 is thus not new.

2.9 DA discloses a cosmetic praduc] containing methylhesperidin useful for preventing
sunbum and hair decolouration,
The subjeci-matter of claims §-10, 12 and 14-18 Is ihws not naw.

The subjact-matter of dependant clsims 3 and 4 |s considared as novel,

. Inventive activity
Starting from D7 as closest prior &rt and taking nio account the disciosure of D9, § seems

Form PrCY:Suplrtts Bhng s SSheal ¥) (EPO-lanmary 2004
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REP RT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/014418

thaf depandent daims 3, 4 do not contain any leatures which, In nombination with the
featuras of any claim o which thay refer, mael the requiremants of the PCT in respect of
novelky and/or Invertive step (Articla 33{2) end {3} PCT).

Re them Wil
The compounds referred in claims 1, A, 3 and 13 ae "favanone dedvalives” are not

dafinad. A derivativa of a lavanone can aven have lost the flavanone structure as & result
of the derivatization reaction, Tha exprestion "flavanone dativatives’ Is not acceptabla
according i the requirements of cladty (A, & PCT).

Forn RO RGUR TR SheabEI? [Som & [EP0-Jsmimy J0U4)
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejarcicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me parmito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado
originaimente en Fase Intemaclonal ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en ia
descripcidn de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divuigacién contenida en la soficitud

presantada.




COMPOSICION PARA MEJORAR LA SALUD DE LA PIEL, EL CABELLO Y EL

PELAJE QUE CONTIENE FLAVONONAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con una composicifén para
prevenir, disminuir y/o tratar loa deasbrdenes de la piel, el
cabello y el pelaje, tal como son producidos por reacciones
inflamatorias, factores ambientales, envejecimiente © céncer.
En particular, la presente invencitin ge relaciona al uso de
compuestos de flavononas o sus derivados en composiciones
nutricionales, cosméticas o farmacéuticas para el mejoramiento
de la piel humana o de la piel de los animales mascotas y las

corndiciones del pelaje.



COMPOSICION PARA MEJORAR LA SALUD DE LA PIEL, EL CABELLO Y EL

PELAJE QUE CONTIENE FLAVONONAS

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencifn se relaciona con una
composicidn para preveniv, disminuir y/o tracar lea desérdenes
c dafios de la piel y del cabello y/o pelaje, tal como es
producida por reacciones inflamatorias, factores ambientales,
envejecimiento © céncexr. BEn especial, la presente invencién
eata relacionada con el uso de compuestos flavononaa o aus
cerivadoa en composiciones nutricionales, cosméticas o
farmacfuticas para la mejorfa de las condiciones de le piel

humana o de las mascotas animales y las condiciones del pelaje.

ANTECEDENTES

El tejido epitelial mds prominente en los seres vivos
es la piel, la cual representa el 4érgano mis extenso en el
organismo, El eistema de integumento de la piel, el cual
comprende la epidermis, la devmis y el estrato cérneo, esté
correlacicnado con aquellos de los Organcs internos vy
simultineamente intevacciona c¢on loa &¥ganos circundantes.
Siendo el punto de contacto entre el medio ambiente y el
organiamo po¥ af miemo, la pilel esté fuertemente influenciada
por factores extermos y también parametros variablea del

aistama interno del organiewmo. Los wmecanismoa reguladores de la



plel neceaiton aestar, por lo tante, slempre activos para
induzir loe gambioa gistemdticos nacesarlog para mantener
circunstancias patolégicaa normales relacionedos com  la
mericlegia v activicdades del integqumento de la piel.

ilna gran cantidad de procasce Que aTeguran el consums
agecuado de aflusnciea aumentada de substanciae anergéticas ¥y
nliskicas da sacusertdo a lar necasicades dé la piel ge aonviarrten
e garantes de la establlidad mcrfoldgica y funcional de lawg
eatructuras de la piel. Do man3za que, el estado d= las
intesumentoa deterrmina  ia rwalizacddn  de  los  procesos
matabéslicos necepariom para la wviabilidad y actividad de las
células de la pigl comduciendo a la pressncla de peculiaridades
de la mlel =mapa., tal como la Zfuncién d= barrera, 1la
elagtizidad, las propledades de Eurgor, munedad, pignentacisno,
etcetera.

Durante toda la wida de ut sev vivo dlferenktes
indicioca, caracteriscicoe del envejecimientc, aparecen an la
piel o cabelio, con laa principales seflalas o lndicipa cliaicos
siendo lm aparicifn de lireas delgadas y profunies arrugas, las
zualas aumenktan o wa *asalkan con la adad, la pérdida del
cabelle, la reducpidn de la deneidad, ariliosidad, codor,
clecsidad o didmetro de la fibra del cabellc, eicétera.

BEetom indicios de envejecimisnte Eon inoluso
estimulados por la exposicién de la plel y =1 zabelle a
influenciac exdgenas, tal como por ajempla, los xayoe OV, lea

contaminante=, lce radicales libr=s o aubtatanclas quimicas.



En el arte, se han propuesto varios wedios para
prevenir efectos destructivos del medic ambiente o del
envejecimiento en 1las células epiteliales de la piel. Por
ejemplo, los medios para prevenir el deterioro de la piel o el
envejecimiento consiste en proporcionar compuestes gue barren
lgs radicales libres. Al respecto, la patente EP 0 761 214
revela singletes que reducen el oxigeno gue comprenden
derivades de la anilina y derivados de difurfil aminoc, 1los
cualeB se informan para raducir el estréds oxidativo de 1la piel.

A pesar de que existe una gran diveraidad de
compuegtos activos para mejorar la salud de la piel, del
cabello o del pelaje, ain existe la necesidad en el arte de
proporciocnar compuestos activos nuevos. En especial, un objeto
de la presente invaeneién es proporcicnar composiciones gque
puedan ser utilizadas por un largo periodo de tiempo por
humanos © mascotas, y susceptiblea de ser suministradas en la
forma de un complemento nutriciocnal, por ejempl una

compoaicidn nutricional.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencién se
relaciona a una composicién nutricional, cosmética o
farmacéutica para humanos © mascotas, la cual contiene como
compuesto activo, por lo menos un compuesto flavonona 8us

derivados, o una mezcla de los wismos, en una cantidad efectiva



para prevenir, tratar o aliviar los desSrdenes de la piel, del
cabello y/o del pelaje, y maejorar la salud de loa mismos.

En otro aspecto, la invencién proporciona el ua de
por lo menos un flavonona o sus derivados o mezelag de loa
mismos, comeo compuesto activo en la preparacién de una
composicidén nutricional, cosmética o farmacéutica dirigida para
prevenir o tratar los desérdenes de la piel, del cabello y/o
del pelaje, de este modo mejorando las condiciones de salud de
la piel en humanoca o mascotas.

La composicifén de acuerdo a la presente ianvencién
puede estar en la forma de una £5rmula nutricional completa, un
complemento alimenticio para ser administrado oralmente a un
humano o a un animal, ¢ un compuesto para usc farmacéutico.

Administrar una composicién alimenticia a un humano o
mascota, como se describe anteriormente, regulta en upa mejor
salud de la piel, por ejemple en fotoproteccién, hidraracidn,
sequedad, firmeza, espesor, elasticidad, oleosidag,
pigmentacién reqular o habitual, inmunidad o salud del cabello
y del pelaje, por ejemplo, mejorandec la brilloaidad dal cabello
y del pelaje, la densidad del cabello, el color, la oleosidad,
mejorando el di&metro de fibra del cabello, la produccibén de
secrecién sebicea, la brillosidad y prevencién de la pérdida
del cabello y del pelaje.

La composicién de acuerdo con la presente invencidn
cambién es administrada & un humano o a un animal para mejorar

el estatus antioxidante, la funcién de barrxera, para prevenir o

A



modular el estatus oxidativo, la produccién de secrecisn
sebicea o composicién o para reducir los indicios del
envejecimiento. La misma también contribuye a reducir 1los

riesgos de clincer o inflamacién,

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo al primer objeto, la invencién proporciona
una composicién nutricional, cosmética o farmacéutica para la
administracifn oral en humancs o mascotas, la cual contiene
como compuesto activo, por lo menocs un compueato flavenona o
gug derivados, © una mezcla de los miamoa, en una cantidad
eficiente para prevenixr, tratar o aliviar los desérdenes o
daiics de la piel, del cabello y/o del pelaje y por lo tanto
mejorar la salud de la piel, del cabello o del pelaje.

Los conmpuestos flavonona de interéa son glucdsidos
naturales Que pueden ser encontrados principalmente en frutas
del género de los citricos, tales como por ejemplc, naranja,
limSn, naranja amarga, pomelo, o en menor medida, en la ciscara
de la fruta, pero también en grandes cantidades en la pulpa y
por lo tanto también en el jugo de frutas citricas. Loa
compuestos de acuerdo con la presente invencién pusden ser por
ajemplo, lsosacuranetina, naringin, hesperidina, o eriodictiol,
poncirina, neoriocicrina y sus derivados seleccionados a pazrtir
de sus formas agliconas, chalconas, glicosiladas o metiladas.

También s8e utilizan sus formas sulfatadas o sus formas

pS



glucur nidas, las cuales se encuentran como producto del
metabolismo en la sangre.

En un dlcimo aspecto, los derivadoa se pueden obtenex
por diversos procesos conogcidos en el arte, tal como
tratamientos enzimiticos. Por ejesmplo, e prepara
glucosa-7-hesperetina por tratamiento de amncsidasa o
hesperidinasa.

El ccmpueste flavonona o derivados de acuerds con la
invencién pueden estar incluidee en cualquier composicitn
adecuada para administrar la substancia & un individuo, en
particular una compoaicién alimenticla, wuna composicién
cesmética © una composicién farmacéutica.

En una wmodalidad preferida, se prepara una
camposicién alimenticia para consumo humano. Esta composicién
puede ser una formula nutricional completa, un producto lacteo,
una bebida congelada o una bebida estable en almacenamiento,
una sopa, un complemento alimenticio, una comida alternativa, y
una barra nutricional o un producto de confiteria. La
composicién puede ser seleccionada a partir dsel grupo que
conaigte de leche o productoa de leche ferwentados, tal como
por ejemplo, yogurt, lechs cuajacda, queso, productcs
fermentados en base a leche, helados, polvoa en base a leche,
f&rmulas para infantes, productos cersalea y productoa en baae
a cerealea fermentados, bebidas, agua mineral, chocolate o
alimentos para mascotas que contienen por lo mencs un compuesto

flavonona o uno de sus derivados. El complemento nutricional



para la adminiastzacién oral puede estar en la forma de
cépsulaa, ciéipsulas blandas, tabletas, pasta o pastillas, gomas
de nmascar, o solucicnes para beber o emulaicnes., Los métodos
para preparar las miemas son de conocimiento corriente.

Como se describe anteriormente, los compuestos
flavononas se ancuentran de mansra natural en las £frutaas
cicricas, en especial en naranjas, limones y pomelos, n sau
cSscara © pulpa. En consecuencla, en un primer agpecto, la
compoaiciédn nutricicnal puede estar en la forma de un jug de
las mencionadas frutas o en la forma de un concentrado. De eate
modo, la composicién nutricional puede estar en la forma de
cualquier producro alimenticio, en particular cualquier bebida,
jugo citricc o cualquier otrc extracte de 1la clecara © pulpa
de las frutas citricas.

En otra modalidad, un producto alimenticio habitual
puede estar enriquecido con los flavononas, preferantemente en
la forma de extracto citrico. Por ejemplo, una leche
fermentada, un yogurt, un gueso fresco, leche cuajada, un
producto de confiterfa en barra, barras o copos de cereales
para el desayuno, bebidss, leche en polve, productos en base a
8oya, productos fermentados no-licteos o0 complementos
nutricionales para la nutricién clinica. En particular, un
procedimiento para prepsrar un extracto enriquecid en

favononaa, en particular hesperidina, e partir de naranja y
1limSn se describe en laa patentes U.8, No 2.400.65%2 y U.S.

Z.442.110, respectivamente.



De acuerdo a otro aspecto, 1 s compuestos £lavon nas
a ser incluidos en la memoria descriptiva pueden ser elaborados
sintéticamente.

Una composicién nutricional de acuezrdo a la presente
invencién puede comprender 1los compuestos flavonona, sus
derivados o mezclas de los mismos en una cantidad adaptada a
una administracién oral diaria, y a partir de alrededor de §,01
my a 1 g, preferentemente a partir de alrededor de 0,1 mg a
800 wmg, mAs preferentemente a partir de 10 mg a 800 mg del
eguivalence aglicono del compuesto flavonona.

Los flavononas de acuerdo a la invencién pueden ser
utilizados ya sea soloe o0 en relacién con otroa compuest s
activoa tal ccmo vitemina C, vitamina £ (tocoferoles vy
tocotriencles), carotenoides {carotenos, licopenos, luteina,
zeaxantina, beta-criptoxantina, etcétera) ubiquinones (por
ejemplo, CoQl0), catequinas {por ejemplo, epigallocatequinas
galaro), extractos de café que contienen polifencles y/
diterpencs (por ejemplo, kawneol y cafegtol), extractos de
achicoria, sxtractos de ginkgo biloba, uva o extractos de
semilla de uva ricos en proantocianidin, extractes de especies
{por ejemplo, xromerc), extractos de scya que contienen
igoflavones y fitoesctrégenos relacionados y otras fuentes de
flavonoides con actividad antioxidante, #&cidos grasos, por
ejemplc, Acidos grasas n-3, fibras prebiéticas, microorganismos
probiéticos, taurina, resveratrol, amincficidos, selenio y 1 s

precursores del glutation, por ejemplo.



En otra modalidad, una compoaicién farmacéutica puede
sex administrada para tratamientos profilécticos y/o
taerapéuticos. En las aplicaciones terapéuticas, las
composiciones son adminiatradas a un paciente que ya sufre de
una enfermedad, como se deacribe aquif a continuacién, en una
cantidad suficiente para curar o al menos parcialmente detener
los sintomas de la enfermedad y sus complicacionea. Una
cantidad adecuada para lograr lo mencionado, se define como
*una dosis terapéuticamente efectiva". Las cancidades efectivaa
para egto, dependerin de la gravedad de la enfermedad y el peso
y el estado general del paciente.

En aplicaciones profilfdcticas, las composicicnes de
acuerde a la invenciSn son adminiatradas a wun paciente
susceptible de, © por lo demfas, en riesgo de contraer una
enfermedad particular. Tal cantidad es definida ccmo "una 4 sia
profiléctica efectriva®. En este uso, lea cantidades exactas
otra vez dependerdn del estado de salud y peso del paciente.
Preferentemente, la composicién farmacéutica para humancs, de
acuerdo a la presente invencién, comprende una cantidad de
compuestos flavonona, sus derivados o mezclas de los mismos
como me describen anteriormente, para una administracién diaria
desde alradedor de 0,01 wmg a 500 mg. Cuando la dosis es
administrada diariamente a las mascotas, la composicién
comprende desde 1 mg a 500 mg del equivalente de aglicono de

los compuestos flavonona.



Los ccmpuestos de la invencidn son adminiatrados
preferentemente con un vehiculo farmacéutico aceptable, en
donde 1la naturaleza del wvehiculo difiere con el mod de
adminiatracién, por ejemplo, por via parenteral, intravenosa,
oral y tépica (incluyendo la via oftilmica).

Serd apreciado que la persona experta, seleccionard
a los componentes aproplados y la forma farmacéutica objetive
en el compuesto activo de la plel o cabello tomando en cuanta
la via de administracién, la cual puede ser por medio de un
inyectable, aplicacién tépica, administracidn intranasal,
adminiscracién por sistema de desprendimiento sostenido
implantade © transdérmico y similarea, basado en su propio
conocimiento.

La gubstancia del objetivo también puede estar
formulada en un preducto cosméctico, tal como locienes, shampoo,
cremas, filtros solares, cremas para después del s 1,
bloqueador aclar, cremas anti-arrugas, y/o pomadas o (nguentcs.
Se apreciarS que loa productos coaméticos contendrén una weszcla
de diferentes ingredientes conocidos para el experto en el
arte, asegurando una rfipida penetracién de la substancia en la
plel y previniendo 1la degradacién de estos durante su
almacenamiento.

Deberd entenderse que el concepte de la presente
invencién puede de la misma manera sexr aplicado como una
terapia adyuvante para asiatir en medicamentos wutilizados

actualmente. Debido que los compuestos de la presente invencidn
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pueden per fScilmente administrados en ¢ njunto con materiales
alimenticlios, se puede aplicar en la alimentacién clinica
conteniendo una alta cantidad de substancias objetivas. Quedaré
claro que al leer la presente memoria deacriptiva en conjunto
con las reivindicaciones adjuntas, la persona experta en el
arte plantearid una diversidad de diferentes alternativas a las
modalidades especificas mencionadas aquf.

En principio, los compuestos de acuerdo con la
pragente invencién pueden ser urilizados para el tratamiento
y/o prevencisn de dafios en la piel, los cuales smon producidos
por una pituacién de estrés, por ejemple, por medic de un
estrés guimico, biolégico o fiaico, por ejemplo, por medio de
la exposicién a oxidantes o agentea cancerigenos, la exposicién
a bacterias, virus, hongos, lipidoas derivados a partir de
células ambientales y/o microbics, o la exposicién a rayos UV.

En consecuencia, las substancias y/o composicionea de
acuerdc con la presente invencién pueden ser utilizados para
tratar y/o prevenir dafios a 1la plel, en parcticular, dafio
actinico y dafic por envejecimiento de la piel, tales como
sequedad, gueratosis actinica, pigmentacisn irregular,
{particularmente comprendiendo pecosidad, lentiginas,
hipomelanocsis gquttata, e  hiperpigmentacién persistente),
arrugado, en particular comprendiendo 1lineas delgadas
superficiales y profundas arrugas o surcoa), pseudocicatrices
stellata, elastosis, £falta de elasticidad, telangiasctasia,

lagos venosos, pilirpura, comedones, hiperplasia eebicea,
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acrocorddn, angiodema, seborrea queratosia, lentigo, carcinoma
de célula basal y carcinoma de célula squamous, guemado de la
piel y/o ampollado, hiperplasia epidérmica, inflamacién,
supresién inmune y cdncexr, por ejemplo, céncerea de piel,
no-melanoma y melanoma. También tienen beneficios especiales en
el cabello y en el pelaje, tal como el aumento en la densidad
del cabello o pelaje, en el didmetro de la fibra, en el col r,
en la oleosidad, en el lustre, en la produceciédn de secrecién
seblicea y en la ayuda para prevenir la pérdida del pelo del
pelaje.

El efecto de un complemento alimenticic en 1los
compuestos flavononas © sus derivados de acuerdo a la presente
invencién, en la piel de los humanos o en laa mascotas, puede
ger medida por wedio de la utilizacién de mécedos
convencionales que incluyen dosias eritemal wminima MBD),
colorimetrfa, pérdida de agua transepidermal, reparacifn del
ADN, (e.g.p.53), medicién de interleuquinas y produccibn de
protecgluicanos o actividad colagenasa, funcién de barrera
renovacién de células.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién de
forma més detallada sin limitar la miama, Ellos se encuentran
precedidos por una breve dsscripcibn de las figuras.

Figura 1: Se incubaron célulaa HaCat con 10 p2 esperatina
{hp. barras rojas) o con 10 uM esparetina-7-O-giucorénido (hp-
7-0-glu¢, barrae aﬁarillaa) o cantidades iguales de DMSO como

controlador (barras azules)y tratado con © @sin menadiona
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durante S5 horas adiciocrales. El sobrenadante fue aralizada ¢on
dehidrogenasa laciato (LLDH) la actividad y los resultados ee
expregsaron i relacidén con las cflula= cue Zueron lisada con
tricién X130 antea del anilisis [100% Se muerbe) .

Figura 21 Cwadro que represgenta la estructura experinasbal
del proceso de cracimiento de hepperidina.

Figura 3: Anflisia histapakolédgice de plel de rata
euplemencada con hegperidina, saccionee de & pm de parzfina
Ffusron depgracadas, tefiidas con hematoxilina/ecsina y montada.
Imfigenca capregentaktlivas megnificadas dom veges a8 musatran
para el grupo de control {A and D) y lpg grupos suzlementadcs
2om hegpexidina {#,i%;B ¥y EF, 0,58 C ¥ F).

La figura 4: muestra un anAligise BCRE en tiempo real del
RNA Ltotal alslado d= pisl de rata alimentada y= sea con una

ieta de oonzrol {crrl.) o una diera suplementada con
hesperidina (0,1%Hp, 0,5%¥Bp) para la expresién de Cdiil e
interleucina & (IL-6). 8e& analizaron mestram =n tres depfaitoa
que contiensn 4 ratas cada une vy se obtine log walores
moscradoass para CDId]l en A y IL-6 en B. Los puntoe representan
log wromedios de los Eriplisadon LE&enicoa, las barzas del
nromedio poT grupe. En C e musstra ls cantided de cambics en
rzlacidn a li expresifn complementiria comparada da la dieta de
comtrol y en relaciéh con el gen guarcifn. La dieta de coatrcl
fue fijada multiplicidndsla per 1 y ee represanta por una linea

gruogsa. Inktervalos de confianes fueros: caleuladoa uaandos ANOVA.
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EJEMPLIO 1

Agua mineral complementada con flavonona

El agua mineral se prepara por medic de la adicidén de
hesperstina-7-gluccsa en una cantidad de 0,01 mg a 200 mg por
licro, estimando gque el consumo promedic es de alrededor de 1

litrc por dia.

BJEMPLO 2
Cosméticos para administracién oral
Una composicidén en la forma de una clipaula dura tiene

la siguiente forwulaciédn:

Compuesto mg por cépsula !
Hesperidina (equivalente de hespertina) 250 ;
BExcipiente del nficleo -
Celuloga microcristalina 70
Encompress ™ 60
|Estearato de magnesio 3

Silice coleoidal anhidro 1

|Agente de recubrimiento

Goma laca 5

Talco 6l

Sacarosa 250
Polividona é

Diéxido de titanio 0,3 !
Agente de coloracién 5 i

La composfcidn puede ser administrada al individuo en

una cantidad de 2 a 3 cépsulas diarias.

EJEMPLO 3

Alimento enlatado para mascotas y complemento
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S2 prapara una mezcla a parkir de 73% de ywabtos d=
uliones de cerdc & higado de vacwna, 16% de harina de trigo,
7% de agua, 2% da coloranta, maborizantes, vitaminas y amies
inorgénicas., Esta mezola ge emulsiona a 129C y o8 extruida en
la forma de un budin, el cual e luepe horneade a une
temperatura de 90°C, Se enfria a 30°C y se corta en trozoe. El
15% de loa ctrozoa son mescladves con 55% de una salsa preparada
a partir de 28% d= agua, 1% der coloranta y 1% de gomm guar. Los
tarroe de hojalata se llemsn ¥y e esterilizan a 125°C duranta
49 minutos,

Se proporciona um envoltorio adicienal #n forma de
sobrecitc o becleita con B0 mg de emquivalante d¢ hespazetinz, en
la forma de un extracio citrico, comec un complemento para ser
mazciade com wl alimente paza mascota antes de ser asrvido.
Eate se preopocrolcna come un cowplemento de remonidn agtesado a

13 lata, junto con las imetrucciones de alimentacién.

RIEMPLO 4

Alimentc funcional {en buen escadc)

Se preparc un complemente allmenkbizic al wmezclanw
fxuctopligosseiaridos con inulina en las proporciones por peso
de alrededor d& 70% de Eructooligosacirido= hapta airededor de
308 de inulina y adregande S50 myg de aquivalente da
heageretina. La mezcla de pra=bidtico resmltante fue agregada o
wezelada gon cualguier vehicule adecuado, por ejemplo leche

fermentada, un yoguri, un gqueso fresco, leche cuajada, una



sarra de pesducte de confiteria, barraa o «opom de cs=reales
para al degayunn, una bebica. leche en polvo, productcs an bape
a Soya, creductog fermentados no-léctecs o un complemento

nubricional para mutriciSn olinira.

BJEMFLC 5

l.- Materiales y Métcdos

1.).. Ensayc de clioicxicidad.

S incubaron quernabinocitos kumance inmerralizadoa
(HaCaT) con 10 pM heaperevins, 10 pH hesperstina-7-0-
gluweorfnido o cantidades iguales da DMSO fane un control
negative durante 16 horas ¥y 1 hora antaa da Tealizar el
Basarion. Lueqgd =8 Lrataron las células con 100 pM menadiona,
un xenobiftico el cual genera a eepecios da oxigenc xzactive
iniracelularmente. Luego ae emzlearan las oélulas no tratadag
con menadiona como control poaitivo.

Deatuss de transcdrridos 5 haras =ze analizd la
fraccidén ecbrenadante en relacisn a actividad de laccace
dehidrog=na=s {LDH! como una medicidn d2 la muerte celular,
usande el enoaayn da citotoxiclded no-reactive Cybto Tox 9§

{Promeqa; TISA) .

1.2, Mueatras de piel
Se ghtuvieron blopsias de piel de ratdn del snaaye de
crecimientc con heperidina (FPig. 2). 8= s=xtraio piel dorsal,

fijandoc une parie en 4% PFA y se incorperd en parafina, una



parte se crif-preservé y otra parte se congelsd inmediatamente

en nitrdgeno l1iquido.

1.3. Histolog{a

1.3.1 Secciones en parafina (cortes)

Se disectd la piel de ratdn y se fijé durante 4 dias
en 4% paraformaldenido en PBS (pH 7,4) a 4°"C y se incluyd en
parafina, utilizando un aparato inccrporador Leica
Microsyasteme. 1os tejidos con PBS y solucién salina (0,9 &
NaCl) y se desghiédrataron haciéndoloa pasar a Ctravés de
soluciones salinas con concentracionea crecientes de etanol:
30 minutes cada uno en 30%, 60%, 70%, 90%, 59% y 100% y otra
hora en 100%. Se incubaron dos veces las muestras de tejido
durante 20 minutos en xileno, seguido por incubacicnes 2-3h y
3h en una parafina a 60°C.

Se cortaron secciones de parafina de 6§ micrémetros de
espesor con ayuda de un Micr6tomo leica. Los cortes se lavaron
durante 5 minutos en xileno para eliminar la cera y se
deshidrataron haciéndelos pasar a través de una gerie de
scluciones con concentraciones decreclentes de etanol, 1 minuto
cada uno en 100%, 96%, 90%, 80§, 70% y S50% etancl. Finalmente,

ellos se tranafirieron al agua destilada y se tifieron.

1.3.2 Tincién con hematoxilina/ecosina.

Loa cortas hidratadoa se tifieron durante 45 segundos

en una solucidn de hematoxilina de Mayer, siendo enjugados con
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la serie de moluciones durante 1 wminuto cada una: agua potable,
agua destilada y 70% etanol. Después de tener durante 10
segundcs en goluciones de eogina (1%(v/v) en 90% de etanol) sae
lavaron los cortes en etanol de 90% y 100%. Después de incubarx
dcs veces durante 10 minutoa, se colocaxon tnpas deslizantes
con ayuda de Zukit y se secaron con aire durante 2 horas a

temperatura ambiente.

1.4. Métodos de ARN.

1.4.1. Indicaciones generales para trabajar con el

En lag experiencias con ARN se usaron frascos de
vidrio o de material plastico esterilizado (180°C durante por
lo manos 8 horas). Todas las guperficies se limpilaron con
Rnase ZAP antea del uso, incluyendo las pipetas, siendo usados

solamente puentes resistentea al aerosol.

1.4.2. Equipos

sistema de Dateccién de Secusncia ABI Priem (MR},
Applied Biosystems, BEUU;
software ABI Prism (MR) 7000 RT-PCR, Applied Biosystems, EEUU;

PCR ciclizador, per ejemplo, Controlador Térmico
Programable PTC-100, MJ Reseaxch Inc, EEUU.

Bioanalizador Agilent 2100, Agilent Technologies,

EEUU.
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acktor fluoresceante de Placas, por ejemplo, Spsckra
Fluor Plus T 129005, Twean, EEUT.

HMuitifuga 38, Earaeus, con conasklllas especiales
para la centrifugsacién MFC, Kendro Laboratory Producte, Suiza;

Cantrifuga Refrigeranbte, por ejenplo, Cantrifuga 541

®, Eppendorf, Alemania)

1.1.3. Reactivon

Kit de AN Tokally (Azticule No. 1314}, Ambisn, ERUU,

Matriz de Lisis Di{drtioculc No. 8513-108), @ Biogense,
Francia.

Kanc Enpayo ARN 6000 (Azxticulae No, 5065-4475 y S0&5-
4£476) , Rgilent Technologlee, EEUL.

Ageaye-cn-demand (etock 20 x, Applied PBlosystems
FRUU ,

ANase ZAP {ArtIculo No. 9780), ambion, EEIRI.

Huclease libre de agua {ddH:D0, Ahrticulo $938),
Ambion, EEUT,

Agua Eiltrada Milli-Qia,22 miera M, &d Hy0},

Stanol, Gr para anilisis (Artfculo No. ©€2860), Fluka
{NRC autoservicio).

Bclucidn salina tamponada con fcpfate Dulbesen (PBS,
Arciculc ¥o. D 8337), Sicma {NRC autpgervieio).

Beta-meroapto etanol (Articules No. M7522), Sigma

EEUU) .
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Kit de cuanbificads ARN RiboGreen (fxrticule No. R-
114%0) ., Molecular Frxobes, EEUU.

Inhibidor SUPERRaae-in ENage (20 Ufmicipl, Articulo
HNo, 26%4), Ambion, EEUL;

Super Bcript I ENage H Lranasxriptass inversa (300
U/mlicrol, Articuls No. 18064-014), Invitrogen, EEIAI,

Tampon Primexa-hebra {BX} Z50 mM Ba Cl, 9,1 m¥ EDTA.
i md DTE, 4.1% {v/vINP-4{,50% (v/v), glicerel inducidn nediante
tranecriptasa inverga Super Seripk IT Rile=e H*.

Ditiotreitol (DTT, 1 mM], inducidc <¢on Ctransoriptasa
ivversa Super Script II Rimse H, .
2" = Deaxidencein-5' -trifoefato (dATP, 100 =M, Articulc HNeo.

272050), Amarsham Blosciences, Inglacerra,

ar- Deoxicitidina-5’-trifoafateo (dCTE, 140 ™™,
Articule No. 272060}, Amerahant Bloaciencss, Ingluterva,

2T - Duoxiguanasina=5'-tri foafate [JETP, 1op0 mM,
Arcioulo No. 272070), Aneranan Jivacigoces, Inqglakarra,

27— Decxitimidina -5/ -irifasfetc {dTTP, 100 M,
Articulo No. 272080), Amershar Bibsciunces, Inglatarra,

Hexdmero aleatorioc pd (Nlg {Artficulo Mc. 27-2156-01),
Amershan Bioscliences, Inglaterra,

Mezcla Maeatra TagMan Univerpal PCR  {(Articulc Wao.

FM4304437), Appliad Biosayatema, EEUL.



Momore dei gen |Simbole del gen|Secuencia de | Ensayo de
referencia igentificacidn

Interlaucina & |IL6 ¥M D125B3 Rn00561420 md

Antigeno CD1dl [Culdl WM 017075 Rty 00567162 ml

Ant igeno Pena WM _D02:3B1 RnOd574296 gl

celular

prolifeavacidn

nuclear

Giicaraldchida-|Gapd MM _Cl70CE Rn8%555%816_sl

i-fosfate-

dehi LAL T[]

Tabla 1:
Ensayos-demandadoa empieados (Assay ID), incluyendc
loe ncmbrea de los genes, saimbolos de los genes ¥ Eecuenclas de

referenciz.

1.4.4 Extraceidn del ARN

Be homogenizaron muestrae ce plel mecdlante Lyming
Matriz D, exbtrayendo loa ATN tobales usandc a4l ELE Totally ARN,
siguiend> las inetrucciones del fabricanta. El ARN ae eluyé

con 40 microlitroa de aqua libre de nucleasa.

Cuankificads del ARN

El ocuantificado se zrealizd mediante el kit da
cuantificads del ARN Ribogr=enm (MR) en placas d= 95 poclllo=m v
un lezctor de flucrescencia de= microglacas de acuend: al manual
de instreccidm. Lap wedicionsa ge realisaron un duplicado.
Lac muecatrac e diluyeron en la proporcidn de 1,489 o 1:3400 en
un volumen final de 100 microlltroa de tampin IxTE. Se& ulilixd
como sstandar dilluciones del ARN ribosomal &n una concentracidn

d= 1, ©,5, 9.1, 0,02, ¢ mlcrog/mi.
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La inregridad d4e 1 =microiikra ds ERN se conirold

usadc el EZnsayo ARN Nano 30400.

1.4.€. Transcripoidn imvexrsa (reversa)

Todas laa manipulmclongs se sfectuaron scbre hieloe.

8a inaorpcrarcn 2 microlitzes de los haximeros
aleatoriom pd(Ml; ¥ 1 miexelicrras de NTP (10 mM} a 2 microgramos
de ARN en acua libre de nuclesss en un volimen final de 12
micralicros. Deppufs de 5 minutes de incubecisn a 65°C, a&
eolocaron Jlasd muestras iomediatamente sobre hiele y  se
centrifugaron ripidemante. Entgnces esa incorporaron 4
microlitres del tampfn 5 x primera fibra, 2 wmicreoiitros e
ditiotricitol, 1 mlereolitrzc de iechibidor RFNase y 1 micrpalitro
de la tracacriptasa jnpversa Super Sceript I RNasa H,
determinande un wvoluman final de 20 microlitros. La reaccidn
Ga transcripclfo inversas =& realizd en un ciclizadeox PFCR,
apiicando ml siguiente programa de temperzaruran activaciin de
la enzima: 10 minutom a 2B°C; reaccidn de la tranacripciba
lnversan: 69 mimutos a 42°C; inhibicifin de la enzimm: 24 minutos
a 7T0°C. Lasz mueorras se mankuvieren lusgo en 4l congalacos a

la tempearatura de -20"C hagta el uso postaxricr.

1.4.7. Reaccldn de cadena polimerasa e&n tiempc real.
La PCR en tiempo zeal se desarrells de acuerde al
mitodo TagMan (MR) en placas de 96 pocillos (96 WF) usando el

cebador engaycs por demanda y sondas. Les anilisis pe hicieren



en triplicad , empleando una mezcla maestra {3,5x) que contenfa
437 microl TaqMan (MR} 2x mezcla maestra de la PCR Universal,
4,4 microlitros cebadores ensayos por demanda y sondas, 21,9
microlitros agua libre de nucleasa y 17,5 microlitrxos CcADN
(87,5 mg = 25 wmg por véplica). Los triplicados de los 25
microlitros de mezcla de muestra se colocan en una placa de
reaccién ABI Prism con 96 pecillos, cubierta con un adhesivo
transporte 6pticamente y se centrifugaron tres veces a 2000 rpm
durante 1 minuto o hasta haber eliminado las burbujas de aire.
A continuacién se desarrollS la reaccién de PCR en el Sistema
de Deteccidn ds Secuencia ABI PRISM (MR) 7000, aplicando el
siguiente programa de Ctemperatuva:activacién de la enzima: 2
minutos a 50°C; deanaturalizadc: 10 minutos a 95°C y 40 ciclos
de amplificacién del objetivo: 15 sequndo de condensacién a
95°C ¥ 1 minuto de extensién a 60°C. Bl anfliesis de los
gréficos de amplificacién se efectud empleando ajustes de la
linea base o de referencia mediante el softtware o programa ABI
PRISM (MR) en forma individual {116: 15-25, Cdidl; 10-20, Pcna:
15-25, Gapd: 6-15), minutos se Eijaron manualmente los umbrales
en 0,2 para todoa lc cebadorea. Los valores Ct resultantes
fueron exportados a un Excel Microsoft para el anélisis

adicional.

1.4.8 Andligis Eatadigtico

Los datog fueron analizados por medic de ANOVA
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2. Regultacdoa v Discuslén

Las experiencias 17 wvitro empleands gueratinocitoa
inmnvralizados (GaCat) dAsmostraron gQue <1 rcratamientc con
hesperstina (ha} ¥y hespereiina-7-0-glucoronido/hp-7-0-glul}
reduce la muserte celular baje candicioner normales de gultivo.
Bl efecte protectar de la hesperetina (hp) ¥y Gel hp-7-0-
qiucorfnide fuae ain mAs pronunciands en aquellas células
pometidas & un dadaffo con wenadiona, en xenchidtice dque
pexrmite aumentmr niveles intracelular de las egdpecies de=
oxigeno rmutiive (ROS). Ademda, =1 hp-7-0=gluc, el principal
metabelito de la hesperetine en la sangre, pareciera per nda
pokente an cormparacién con la hp wl aglicono {ver figuzs 1) .

El efecto protector de ia hesperetina se investigd
ailoclonalpnante en un ensayc andmal letervential, empleando
rakonae wiglar hepbras. Deppués del pariodo de amamantedo sa
digtribuyercn lca rateaes aAleaccriamenie en 3 grupog de 12
animales c¢ada uno ¥ s alimectmron wya ee con un dieta de
conktrel o con una dieta suplemantada oon hesperetina, splisandes
gos dosis difevantas (0,15 ¥ 0,5%). A la eded de 12 semanas =e
purifican lom ratonee ¥ sSe emplean muestrip da tipo de piel
para eptudice hilaraldgicroa ce piel ¥y analigia de mARN (ver
figuxra 2). £El anflisis histopatpligico de la piel reveld un
mimers reducide ds ciinlus inflamadaa en aguelleos animales
alimantadas con la diece portadora d= hesgermtina.

En la Figura 3 se mueptran imigeanec represenbtativas

{3A + Dicorntral} ve. 33 & B (d,1% hespexstina) wversus 3C + F

24



{heaparacinal), Sstae obearvaciones hiestolégicas se pudiesran
confixrmar = aivel de mARK. IL¢a 2atoneE alimentadoes con 0,5%
hespsretina presentaron nivelas Eigﬂif'i':atiﬁl'lﬂﬂtﬁ reducidoz de
IL-6, una ¢itoguina Inflamatoria (Figqura 4R + ).
Micismalmente los nivelss waRN CDidl  fuszon reducidos
Bignificativamente en anmbpg qrUpPCS suplemantados zon
hegperetina (Figurm 4B + C).

BBiga daltos demusstran clarmmente las rpropisdaces

citoprotectoras ¥y antinflametering  de  la  heeperetina

adwinistrada oralmente para la piel,



REIVINDICARCIONES

q

1. Una composicidn nukericicnal, cosmektica o
farmacéutica para la adminiatzacisn oral CARACTERIZADA porgue
copkliena como ingredisnte active, por 1o =eoos un compusake
flavomoma ¢ sus derivadea, o una mesclia de los miswmos, &R una
cancidad efectiva para prevenlr, aliviar c tratar las

desdisenes de la plel, del palo y/o del pelaje.

2. Una compeoeicldn da aruerdc a la reivinficaciSn 1,
CARACTERI ZADA pcrgue Lom compueatos flavonona 500
lposacuranerina, naringin, heeperidina, eriodictiol, poncirina

y necericcitrina,

5. Dna compogicitn de acusrdo a la reivindicacidn 1,
CARACTERIZADA pormue los derivados pon lag formas de agliconas,
chaloonag, las formas glicoziladas o metllada= de flavonona o
formaa sulfatadas o glucuronidas, las cualem son productc del

metaboliang: en la sangre,



&. Upa compowicidn de acuerdo a la reiviadicacidn i,
{RRACTERIZADA morque el derivado es obtenide por tratamisnko

ensinfrice o elaborade sintéticamante,

5. Una compcaiciin de acnerdc & cualfjuierz de laa
raivindicaciones 1 m 4, CARACTERIZADA porgue el coopuesto
flavonoma aSe extrze da la pulps o© cfiacara da lsa frutas

citricaa, tal como paranja, limdn, naranja amargs ¢ oomelio,

6. UTna compoeicion de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, CARACTERIZADA porgue adewfia contians
otrod corpuestos activos tal como vitamina C, wvitamwina E,
cdrotencidea, ubiquincnes, catecuinzs, extractos de cmfE fque
eantienen polifenclas v/o diterpsses, extractos de achicoria,
extractos e ginkgo bilobm, uva o extzactos de semilla de uva
ricos en proantscianidin, exeractos de= espacies, extractos de
poye, obras fuente=s de [lavencides con actividad ancioxidants,
acldce grasos, [ihrvag prebidticas, microorgani=mcs probiftiocs,
taurina, rTegveratrol, aminddEcidoa, selsnio © garecursores de

glutatior.

7. Una oomposizién dep acuerdo a sualquiera de las

redvindicaciones 1 a %, CARROTERIZADA porgue es leche, yogurt,

a7



cuajada, queso, leches fermenradas, prcductos fermentad 3 en
base a leche, helados, polvos en base a leche, f&xrmulas para
infantes, productos de cereales, productos en base a c¢ereales
fermentados, agua mineral, chocolate o alimentos para mascotas,
complementos alimenticios, tabletas o productos cosméticos paxa

su aplicacién tépica.
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Fig. 2

Procesa de crecimiento de Hesperidina AG-04-01
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Fig. 3
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