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DESCRIPCION
Extractos de frutas

La presente invencion se relaciona con un extracto de frutas que previene la agregacion de plaquetas y es atil como
un agente antitrombotico y métodos para hacer tales extractos.

Es bien establecido que el consumo de frutas y vegetales es una importante medida preventiva mediante la cual
puede reducirse el riesgo de enfermedades cardiovasculares. De acuerdo con ello, se ha gastado considerable
esfuerzo en un intento para identificar compuestos derivados de frutas y vegetales, que tengan un papel en la
prevencion de enfermedades del corazon.

Se ha mostrado particular interés en agentes que inhiban la agregaciéon de plaquetas. Cuando las plaquetas se
agregan dentro del sistema circulatorio se forman trombos, los cuales son lo suficientemente grandes para bloquear
los vasos sanguineos. Sin embargo, antes de que tenga lugar una completa agregacion, las plaquetas pueden
circular en una condicion activada. Cuando estan en este estado, se aumenta notablemente la adhesividad de la
plaqueta, y ellas pueden afiadirse una a otra, a otras células sanguineas, o a componentes de la sangre tales como
quilomicrones ricos en lipidos. Esto causa la formacion de microagregados y reduce la fluidez de la sangre,
afectando localmente el flujo sanguineo, y la circulacion sistémicamente. La reduccién en la capacidad de las
plaquetas para agregarse ayuda a mantener la sangre en estado fluido y con poca capacidad para coagularse. Esto
ayuda a normalizar el flujo sanguineo, previniendo la formacién de microagregados dentro de la circulacion y
previniendo la adherencia de plaquetas a las paredes del vaso sanguineo o placas grasas.

A la luz de esto, se reconocera que los agentes capaces para inhibir la agregacién de plaquetas son de uso en la
prevencion de enfermedad coronaria, por ejemplo infartos y ataque del miocardio y en la prevencion de posteriores
eventos tromboembdlicos en pacientes que han sufrido infarto, ataque del miocardio o angina inestable.
Adicionalmente, tales agentes pueden ser de uso en la prevencién de restenosis que sigue a la angioplastia y
procedimientos de derivacion. Ademas, estos agentes pueden ser de uso en el tratamiento de enfermedad
coronaria resultante de desérdenes tromboembdlicos, tales como infarto del miocardio en unién con terapia
tromboembolitica.

Existen muchos agentes conocidos contra la agregacion de plaguetas que actian en diferentes etapas de la
produccion y accion de plaquetas. La aspirina (acido acetilsalicilico) es el mas ampliamente usado y estudiado.
También se han usado dipiridamoles y ticlopidina. La actividad antiplaquetas de la aspirina se debe a la inhibicion
reversible de ciclo-oxigenasa de plaqueta, previniendo asi la sintesis de tromboxano A2, un compuesto que causa
la agregacion de plaquetas. El indobufeno es un inhibidor reversible de ciclo-oxigenasa de plaquetas. Algunos
compuestos son inhibidores directos de tromboxano A2 sintetasa, por ejemplo pirmagrel, o actian como
antagonistas en los receptores de tromboxano, por ejemplo sulotroban.

El documento internacional WO 99/55350 divulga que los extractos solubles en agua de varias frutas exhiben una
capacidad para inhibir la agregacion de plaquetas. Se considerd sorprendente que se encontré que la actividad
contra la agregacion de plaquetas era soluble en agua porque, en contraste, los extractos activos conocidos en la
técnica en aquel tiempo eran compuestos solubles en lipidos (por ejemplo licopeno). Se encontré que estos
extractos solubles en agua tenian una eficacia significativa en la prevencién o reduccion de agregacion de
plaquetas y han sido comercializados con la aprobacion en Europa de Food Standards Agency, como un
suplemento nutricional con beneficios para la salud.

O’Kennedy et al. ((2006) Am J Clin Nut Vol 84(3) p570-579), O'Kennedy et al. ((2006) Am J Clin Nut Vol 84(3) p561-
569), Yamamoto et al. ((2006) Br J Nut Vol 90(6) p1031-1038) y Dutta-Roy et al. ((2001) Platelets Vol 12(4) p218-
227) reportan adicionalmente sobre el efecto de extractos de tomate, hechos de acuerdo con los métodos descritos
en el documento WO 99/55350, sobre la agregacion de plaquetas humanas y confirmaron que tales extractos
tienen efectos anti-tromboticos.

El componente activo del extracto de frutas del documento WO 99/55350 fue analizado mediante espectroscopia de
masas (MS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y se encontré que contenia una mezcla de
nucledsidos que tenian actividad inhibidora de agregacion de plaquetas. La presente invenciéon se basa en la
comprension de que los nucledsidos, dentro de extractos de frutas solubles en agua, pueden no ser los Unicos
compuestos dentro de tales extractos, que previenen la agregacion anti-plaquetas. Por eso se ejercié considerable
esfuerzo para fraccionar y caracterizar adicionalmente los agentes activos dentro de los extractos solubles en agua
descritos en WO 99/55350, en un intento para mejorar la eficacia de tales extractos para inhibir la agregacion de
plaquetas y para desarrollar nuevos métodos de procesar frutas para tal uso.

Se ha hallado ahora que frutas de la familia de las Solanaceae, pueden ser procesadas de formas que den como
resultado extractos solubles en agua, que tienen un efecto benéfico optimizado sobre la agregacion de plaquetas.
Este nuevo conocimiento ha dado la capacidad para desarrollar nuevos extractos de fruta, y métodos para hacer los
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mismos, con eficacia para la inhibicién de la agregacion de plaquetas.

Asi, de acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se suministra un método para hacer un extracto de fruta de
tomate, en el que la fruta de tomate es procesada para optimizar la actividad inhibidora de agregacién de plaguetas
del extracto, que comprende los pasos de:

(a) preparacion de una mezcla de partida de fruta homogeneizada;

(b) separacion de una fraccion soluble en agua de los sélidos de fruta;

(c) filtracion de la fraccion soluble en agua, para hacer el extracto sustancialmente libre de licopeno; y

(d) concentracion de los agentes activos en el permeado de filtracion usando un evaporador

en el que el extracto tiene un indice de pardeamiento de <0.8 AU, un pH de 4.0-4.3 y una densidad de 1.15-1.20.

Se decidi6é analizar los compuestos activos en los extractos de fruta descritos en el documento WO 99/55350
(véase ejemplo 1). Ha sido sorprendente hallar que varios compuestos, hallados de manera natural en las plantas,
fueron efectivos para inhibir la agregacion de plaquetas. Esto condujo a notar que los métodos descritos en el
documento WO 99/55350 pueden ser adaptados para desarrollar métodos que daran como resultado extractos en
los cuales se mantiene el contenido de tales agentes activos (es decir, durante el procesamiento de la fruta se
pierden minimas cantidades del compuesto activo) o los agentes activos son realmente enriquecidos en la
produccion de un extracto de fruta. Después de mucho ensayo y error se establecidé que los pasos de acuerdo con
el método del primer aspecto de la invencién dan como resultado extractos de fruta, que son efectivos para reducir
la agregacion de plaquetas, y comprenden varios compuestos activos, solubles en agua, hallados en la fruta.

(a) Preparacién de una mezcla de partida

Se homogeneiza la carne de la fruta entera, preferiblemente tomates, con o sin la piel de la fruta, para formar una
pasta.

De modo alternativo, como el material de partida para la preparacion de la mezcla de partida pueden usarse pastas
de tomate disponibles comercialmente. Donde el material de partida para la preparacion de los extractos es una
pasta de tomate, es preferiblemente una que ha sido producida por medio de un proceso "de ruptura en frio" mas
gue un proceso de "ruptura en caliente". Los términos "ruptura en frio" y "ruptura en caliente" son bien conocidos en
el campo del procesamiento del tomate y las pastas de tomate disponibles comercialmente son vendidas
tipicamente bien sea como pastas de ruptura en caliente o ruptura en frio. Las pastas de ruptura en frio pueden ser
preparadas mediante un proceso que involucra la homogenizaciéon del tomate seguido por un paso de
procesamiento térmico, en el cual se calientan los tomates a temperaturas no mayores a aproximadamente 60 °C,
en contraste con las pastas de ruptura en caliente donde los tomates homogeneizados son sometidos a
procesamiento térmico a temperaturas de aproximadamente 95 °C, véase por ejemplo, Anthon et al., J. Agric. Food
Chem. 2002, 50, 6153-6159.

El espesor de tales pastas (sea de fruta fresca o una pasta disponible comercialmente) deberia ser ajustado
mediante dilucién con agua o una solucién acuosa (preferiblemente agua desmineralizada) para formar una "mezcla
de partida”. Se ha hallado que se logra la actividad 6ptima en el extracto final de fruta, si la mezcla de partida es
diluida de modo que contiene menos de 33% de sélidos y mas preferiblemente menos de 20% de sdlidos. En una
realizacion preferida de la invencion, la mezcla de partida comprende entre aproximadamente 10 y 15% de sélidos
(por ejemplo 13% de sélidos).

Se ha hallado que la temperatura de retenciéon de la mezcla de partida puede tener un efecto significativo en la
actividad del extracto. Por ello, se prefiere que la temperatura de retencién no exceda 35 °C y mas preferiblemente
no exceda 30 °C.

Se ha hallado también que el pH de la mezcla de partida tiene también impacto en la actividad del extracto
preparado de acuerdo con el método de la invencion. El pH de la mezcla deberia ser acido; preferiblemente inferior
a pH 5.5 y en una realizacién preferida, el pH no deberia superar 4.2. Pueden hacerse ajustes al pH, si se requiere,
mediante adicién de acido citrico.

Ademas, se ha hallado que el indice de pardeamiento de la mezcla de partida deberia ser controlado también para
optimizar la actividad del extracto final. De acuerdo con ello, el indice de pardeamiento de la mezcla de partida,
definido como la absorbancia de la porcion soluble a 420 nm, preferiblemente no excede 0.4 AU a 4% de sdlidos. El
indice de pardeamiento es un indice de pardeamiento visible causado por la formacién de melanoidinas
(conjugados poliméricos de composicién variable, a base de azlUcares y aminoacidos) y puede ser medido
sometiendo a centrifugacion una muestra de 50mL de la mezcla de partida a 3500 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente, retirando una porcion del sobrenadante, diluyéndolo hasta 4% de solidos medidos por
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refractobmetro, y midiendo la absorbancia de esta solucién a 420nm en un espectrofotémetro.

Se ha hallado que los extractos de fruta de acuerdo con el método de la invencién, han mejorado la actividad contra
la agregacion, si se controla por lo menos uno de la temperatura, pH e indice de pardeamiento en la mezcla de
partida, como se discutié anteriormente. Se prefiere que se controlen por lo menos dos de estos pasos de control
(por ejemplo temperatura y pH; o temperatura e indice de pardeamiento) y se prefiere mas que se controlen la
temperatura, pH e indice de pardeamiento, como se discutié anteriormente.

Se prefiere mas que se mantenga la mezcla de partida a una temperatura que no es superior a 30 °C; a un pH
inferior a 4.2 y con un indice de pardeamiento que no excede 0.4 AU.

(b) Separacion de una fraccion soluble en agua de soélidos de fruta.
Pueden retirarse soélidos insolubles en agua de una fraccion soluble en agua, usando varias técnicas estandar.

Se prefiere que este paso en la metodologia retire sélidos de gran tamafio insolubles en agua (es decir tamafio de
particula > 500 ), de la mezcla de partida.

Tales sélidos pueden ser retirados mediante el uso de:
(a) un decantador (por ejemplo un decantador Westfalia GEA);
(b) un paso de separacion centrifuga (por ejemplo un disco centrifugo rotativo); o

(c) un separador que contiene boquillas de tamafio ajustable (por ejemplo un separador Westfalia MSB-15, usando
una mezcla de blancos y boquillas con tamafio 0.45).

De modo alternativo, puede permitirse que los sélidos sedimenten y simplemente la fraccidn soluble en agua se
decante manualmente.

Cualquier método que se use, se ha hallado que para la retencién de bioactividad 6ptima en la fraccién soluble en
agua, las temperaturas de operacién no deberian exceder 60 °C. Ademas, se prefiere que la rata de flujo a través
del equipo tiene que ser tal que la exposicién a esta temperatura de 60 °C no ocurra por mas de 60 segundos.

Idealmente, la fraccion soluble en agua resultante deberia ser enfriada después del paso de separacién. Cuando la
fraccion va a ser almacenada, se prefiere que a continuacion de la separacion, sea enfriada inmediatamente a < 8
o

C.

En realizaciones preferidas del paso (c) del método de la invencion, puede usarse un decantador, con temperaturas
de corrida de 40 - 45 °C.

Opcionalmente, el paso de separacion puede ser seguido por un segundo paso de clarificacién (por ejemplo usando
un clarificador Alfa Lavaal) para producir una fraccién clarificada soluble en agua, donde todo el material insoluble
remanente tiene un tamafio de particula < 500 u y los sélidos de centrifuga (es decir material que es precipitado
visiblemente por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente) comprenden < 1% de la
fraccion, en volumen.

Se ha hallado que el producto final retiene la maxima concentracién de componente activo si la fraccion clarificada
(sin embargo producida) contiene menos de 10% de sélidos totales y mas preferiblemente aproximadamente 8% de
sélidos o menos.

(c) Filtracidon de la fraccion soluble en agua

Para retirar materia en forma de particulas muy finas (< 500 W) (por ejemplo proteina y material polimérico grande
tal como algunas pectinas), la fraccién soluble en agua deberia ser filtrada y el permeado retenido.

La filtraciéon puede ser lograda en una etapa individual, o en una serie de pasos de filtracion, iniciando con un paso
de filtracién relativamente gruesa para retirar particulas mas grandes de piel de tomate y/u otros fragmentos
insolubles en agua de la carne de tomate. Pueden realizarse entonces otros pasos de filtracion, para dar una
solucién sustancialmente clara, por ejemplo una solucién que pasara a través de un filtro de 0.2 y, sin pérdida de
sélidos.

En una realizacién preferida, el paso (c) del método de la invencién, comprende un paso de microfiltracion que usa
una unidad de filtracién con filtros de membrana ceramica (por ejemplo una unidad MF de filtracién cruzada Tetra
Alcross equipada con filtros de membrana ceramica (por ejemplo unidades de varios elementos Pall Membralox
P19-30)). Pueden usarse también membranas enrolladas en espiral como una alternativa a las membranas de
ceramica.
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Como una alternativa a la microfiltracién, puede usarse también la ultrafiltracién. Es aceptable un intervalo de
tamafo de poros, por ejemplo 1.4 4, 0.1 y; pero se ha hallado que el maximo enriquecimiento del permeado de
filtracién con componentes bioactivos (es decir minima pérdida de componentes bioactivos y maxima exclusion de
componentes no hioactivos) ocurre cuando se usan tamafios de poro de 0.1 .

Con objeto de retener una bioactividad 6ptima, las temperaturas no deberian superar 35 °C durante este paso de
filtracion, y el permeado de filtracién deberia ser enfriado inmediatamente a < 8°C después de salir de la membrana
de filtracién. El indice de pardeamiento del permeado final no deberia exceder 0.4 AU.

Se ha hallado que la recuperacién maxima de componentes bioactivos, y enriquecimiento del permeado de filtracién
en componentes bioactivos (respecto al material no filtrado), ocurre cuando el material no filtrado de partida
contiene < 10% de sélidos, y cuando el permeado final contiene aproximadamente 7% de soélidos y tiene un indice
de pardeamiento < 0.4 AU.

La eliminacién de sdlidos de acuerdo con los pasos (a) a (c) tiene el efecto de retirar fragmento de piel y semillas,
proteinas y pectinas de peso molecular grande, y carotenoides tales como licopeno/otros lipidos que estan
estabilizados en gotitas dentro de la solucidon acuosa por la presencia de pectinas y proteinas. Asi, el método
suministra vias para preparar extractos de tomate que son extractos solubles en agua y son también
sustancialmente libres de licopeno.

Los métodos descritos, en particular el control cuidadoso de la longitud de exposicion a temperaturas > 35 °C
(preferiblemente > 30 °C), también asegura que los extractos solubles en agua libres de licopeno preparados, no
han sido sometidos a reacciones quimicas de degradacion que dan como resultado la produccién de pardeamiento
visible (reacciones de Maillard), como se demuestra por el valor de indice de pardeamiento de < 0.4 AU. Esto
asegura que la formacion de complejos de aminoacidos-azlcar y polimeros de melanoidina, que pueden secuestrar
algunos de los componentes bioactivos, son mantenidos en un minimo. Asi, los métodos descritos dan como
resultado extractos que estan optimizados respecto al contenido de componente bioactivo.

En una realizacién preferida del método de la invencion, el extracto de tomate es un extracto soluble en agua,
sustancialmente libre de licopeno y capaz de pasar a través de un filtro de 0.2 p sin pérdida de soélidos, y con un
valor de indice de pardeamiento < 0.4 AU.

(d) Concentracion de agentes activos en el permeado de filtracion

El filtrado acuoso es sometido entonces a pasos adicionales de concentracién/fraccionamiento, para suministrar un
concentrado bioactivo que contiene compuestos responsables de inhibicion de la agregacion de plaguetas.

Después de mucha experimentacién, se ha establecido que los pasos de concentracion requirieron control
cuidadoso si habia de retenerse la bioactividad pico del extracto final o alcanzarse el enriquecimiento de bioactivos
en el producto concentrado final. Se hallé que la razén de esto era que el progreso de reacciones de degradacién
dependientes del calor y pH es acelerado a medida que aumenta la concentracion de sélidos. Por ello, se notd que
el control de temperatura y la longitud de exposicion a la temperatura, era mas crucial para extractos concentrados
que para extractos diluidos.

No deberia permitirse que la temperatura del extracto superara aproximadamente 60 °C para fracciones diluidas y
menos de 40 °C para muestras mas concentradas.

Puede usarse la evaporacion de la solucién bajo presion reducida, bajo condiciones donde las temperaturas no
superan 60 °C.

Preferiblemente, se usa un evaporador de varios efectos, de modo que puedan bajarse las temperaturas a medida
qgue el liquido pasa a través del evaporador, asegurando que el material mas concentrado no es expuesto a
temperaturas > 40 °C, mientras el material mas diluido puede tolerar temperaturas de hasta 60 °C.

Usando la evaporacion, puede concentrarse el extracto soluble en agua hasta 70% de sélidos, por ejemplo hasta
20% de solidos, o a 50% de soélidos, 0 a 65% de sdlidos. En una realizacion mas preferida, el extracto final
comprende 60-62% de sélidos después de la concentracion de acuerdo con el paso (d).

El efecto de la temperatura puede ser cuantificado midiendo el indice de pardeamiento. Las temperaturas deberian
ser suficientemente bajas tal que el producto concentrado final no deberia superar 0.8 AU.

El concentrado final formado siguiendo los pasos (a), (b), (c) y utilizando un evaporador de acuerdo con el paso (d)
tiene un indice de pardeamiento de < 0.8 AU, un pH de 4.0 -4.3 y una densidad de 1.15 - 1.20.

Preparacion de extractos de fruta bajos en azlcar
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Los métodos descritos anteriormente fueron disefiados para la produccion de un concentrado que contiene todos
los elementos presentes originalmente en el extracto soluble en agua.

Se ha adaptado también el método del primer aspecto de la invencién, para formar un concentrado que esta
enriquecido (por ejemplo 25 - 35 veces) en los componentes bioactivos.

Puede lograrse el enriguecimiento de los componentes bioactivos dentro del extracto soluble en agua, retirando los
azucares solubles que forman la porcidon mas grande de su contenido de materia seca.

Pueden prepararse extractos de fruta bajos en azlcar, siguiendo los pasos (a), (b) y (c) anteriores y luego
empleando un paso adicional en los métodos antes del paso de concentracién final ((d) anterior)

El retiro de los azlicares solubles puede ser logrado mediante:

(1) precipitacion, por ejemplo afiadiendo etanol a la solucién a una concentracion final de 90%, que dar4 como
resultado la precipitacion de glucosa, fructosa y sacarosa libres;

(2) retiro parcial de Sucre libres por digestion, mediante enzimas (por ejemplo glucosa oxidasa);
(3) por tratamiento microbiano (bacterias o levaduras); o

(4) retiro de azUcares libres del extracto soluble en agua, por separacién mediante resina de los componentes del
extracto.

Pueden retirarse los azlcares libres del extracto soluble en agua, por separacion mediante resina de los
componentes del extracto ((4) arriba). Se ha desarrollado un método en el cual se emplea una resina grado
alimenticio (Amberlite FPX66) para absorber todos los componentes del extracto, con la excepcion de azlcares
libres, acidos orgéanicos y sales. Estos no son adsorbidos por la resina y pueden ser descartados después de pasar
por ella. Los componentes del extracto adsorbidos sobre la resina, que comprenden aminoacidos, componentes
bioactivos, y productos de reacciones de pardeamiento (productos de degradacion de Maillard), son entonces
recuperados de la resina mediante elucidon con mezclas etanol/agua, por ejemplo etanol al 50% o etanol al 80%.
Puede retirarse el etanol de la solucién resultante por evaporacion bajo presion reducida (por ejemplo en un
evaporador convencional a prueba de explosion, o en un concentrador centrifugo Centritherm), o por ésmosis
inversa.

Después del retiro de los azucares, puede ajustarse la concentracion del producto empleando los procedimientos
discutidos anteriormente en el paso (d).

El extracto resultante bajo en azlcar puede ser una soluciéon acuosa concentrada que contiene < 1% de azucar, y
que contiene > 95% de los componentes bioactivos presentes en la mezcla de partida.

Extractos de fruta

Los extractos preparados de acuerdo con los métodos del primer aspecto de la invencion representan extractos
novedosos de fruta con eficacia sorprendente para prevenir la agregacion de plaguetas.

Por ello, de acuerdo con un segundo aspecto de la invencién, se suministra un extracto de fruta de tomate
sustancialmente libre de licopeno, que comprende:

(a) acido fendlico o un éster fendlico glicosilado, o derivados del mismo;

(b) un flavonoide glicosilado; y

(c) un nucleésido.

en el que el extracto tiene un indice de pardeamiento de <0.8AU, un pH de 4.0-4.3 y una densidad de 1.15-1.20.

Los extractos de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién pueden ser usados para tratar, y en particular
prevenir el desarrollo de estados de enfermedad que se caracterizan por agregacion inapropiada de plaquetas. Se
ha establecido que los extractos de la invencién son particularmente Utiles para:

(@) prevenir o reducir la ocurrencia de un estado hipercoagulable o protrombético, tal como se asocia
frecuentemente con condiciones tales como diabetes mellitus, enfermedad de intestino inflamatorio, hiperlipidemia

(b) prevenir o reducir el desarrollo de aterosclerosis

(c) prevenir el desarrollo de enfermedad coronaria (por ejemplo infarto y ataque del miocardio y prevenir eventos
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tromboembodlicos adicionales en pacientes que han sufrido infarto, ataque del miocardio o angina inestable).
(d) prevenir el desarrollo de restenosis que sigue a procedimientos de angioplastia y derivacion.

(e) tratar enfermedad coronaria resultante de desérdenes tromboembdlicos tales como infarto del miocardio junto
con terapia trombolitica.

(f) prevenir o reducir el riesgo de trombosis venosa profunda
(9) beneficiar la circulacion para mantener buena salud circulatoria
(h) mantener un saludable flujo sanguineo en el sistema cardiovascular.

Se apreciard que los extractos de la invencién tendran beneficios generales de salud para mantener la salud
cardiovascular y del corazén, reduciendo la agregacién de plaquetas, beneficiando la circulaciéon y/o normalizando o
beneficiando de otro modo el flujo sanguineo (como se delined por ejemplo en (g) y (h) anteriormente).

Puede usarse un extracto de fruta de acuerdo con los métodos de la invencidon, como un medicamento para
normalizar o de otro modo beneficiar el flujo sanguineo en un paciente.

Las composiciones que comprenden extractos de la invencion seran Gtiles como productos farmacéuticos, pero
representaran también alimentos funcionales benéficos o "nutracéuticos”. De acuerdo con ello, las composiciones
se usan de modo preferido como medicamentos y alimentos o bebidas funcionales (como se delinea
posteriormente).

Los extractos preferidos de fruta de la invencién son extractos acuosos de tomates maduros (es decir rojos), y son
solubles en agua.

Como se usa aqui, el término "soluble en agua" indica que los extractos de tomates son solubles a temperatura
ambiente, por ejemplo a 25 °C. Se ha hallado también que los extractos son solubles en agua a temperaturas muy
inferiores, por ejemplo a temperaturas tan bajas como 4 °C.

Los extractos no contienen o contienen sélo cantidades despreciables de licopeno. Por ejemplo los extractos
contienen menos de 0.5% en peso (peso seco) de licopeno, por ejemplo menos de 0.1%, o menos de 0.05%, o
menos de 0.01%, o menos de 0.005%, o menos de 0.001%, o menos de 0.0005%, o menos de 0.0001%, en peso
(peso seco) de licopeno.

Los extractos son sustancialmente libres de material en forma de particulas insoluble en agua. Asi, por ejemplo,
ellos contienen menos de 0.5% en peso (peso seco) de material en forma de particulas insoluble en agua, por
ejemplo menos de 0.1%, o menos de 0.05%, o menos de 0.01%, o menos de 0.005%, o menos de 0.001%, o
menos de 0.0005%, o menos de 0.0001%, en peso, (peso seco) de material en forma de particulas insoluble en
agua. En una realizacién, los extractos no contienen material en forma de particulas insoluble en agua.

Como se usa aqui, el término "fraccion activa" se refiere a una fraccién aislada de un extracto de tomate, fraccion
que tiene la habilidad de reducir la agregacién de plaquetas.

La investigacion (véase ejemplo 1) establecid que pueden prepararse extractos de fruta, en los cuales varios
bioactivos son enriquecidos o mantenidos en un extracto que a continuacién va a ser usado para prevenir o tratar
condiciones médicas caracterizadas por agregacion inapropiada de plaquetas. Los métodos del primer aspecto de
la invencion fueron desarrollados con objeto de mantener tales bioactivos. Se ha establecido que los extractos
preparados de acuerdo con la invencién comprenden varias moléculas bioactivas que incluyen:

(A) Compuestos fendlicos bioactivos en el extracto de la invencion

Se ha establecido que varias moléculas a base de fenol y derivados de ellas estan presentes en la fruta y tienen
eficacia para prevenir la agregacion de plaquetas (véase ejemplo 1).

Se encontrdé que en particular el acido cinamico, y derivados del mismo son particularmente efectivos para inhibir la
agregacion de plaquetas. Por ello, se disefiaron los métodos del primer aspecto de la invencién, para asegurar que
el extracto comprende &cido cindmico o un derivado del mismo, como se define por la formula I:
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HO. o)
R! R®
RZ P
Foérmula |

en la formula I, R* y R? y R® pueden ser seleccionados independientemente de H, OH y Ome.

El compuesto puede ser acido cinamico per se (donde R, R? y R® de la férmula | son H) o puede ser uno cualquiera
de diferentes derivados, incluyendo:

5 acido 4-hidroxicinamico (acido p-cumarico)

HO (o)
=
OH
acido 3,4-dihidroxicinamico (acido cafeico)
HO O
=
OH
OH
10
acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (acido ferulico)
HO o)
=
OMe
OH

acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico (acido sinapico)
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HO O
=
MeO OMe
OH

Se identificé también en extractos de fruta una clase adicional de derivados de fenol, acidos benzoicos de planta y
derivados de ellos, que es efectiva también para inhibir la agregacion de plaquetas. Por ello, pueden ajustarse los
métodos del primer aspecto de la invencién, para asegurar que el extracto comprende un acido benzoico o derivado
del mismo, como se define por la férmula II:

HO o
R f “R3
R2

En la formula I, R* y R? y R® son como se definié previamente.

Férmula Il

De acuerdo con ello, los extractos preferidos de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién pueden
comprender acido benzoico per se (en el que cada uno de R, R? y R® son H) o uno cualquiera de varios derivados,

por ejemplo:
HO; ;O
OH
acido 3,4-dihidroxibenzoico (acido protocatecuico),
0]
OH
OH

acido 4-hidroxibenzoico (acido p-hidroxibenzoico)

@

acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (acido galico)
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HO OH
OH
acido 4-hidroxi-3,-metoxibenzoico (acido vanilico)

HO o

OMe
OH

acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (acido siringico)
HO (0]

MeO OMe
OH

Durante el trabajo con extractos de fruta fue sorprendente descubrir que bioactivos fendlicos que estan conjugados
con otras moléculas bien sea a través de un enlace éster en el grupo acido carboxilico, para formar un éster
carboxilico, o a través de un enlace éter en un sustituyente hidroxilo fenolico para formar un glicésido, fueron
particularmente eficaces en la reduccién de agregacién de plaquetas y por ello Utiles para el tratamiento o
prevencion del desarrollo de una variedad de condiciones cardiovasculares. Por ello, el método del primer aspecto
de la invencion fue disefiado para asegurar que el extracto comprende un bioactivo fendlico conjugado con otras
moléculas.

Se prefiere que los bioactivos estén conjugados con azucares para formar glicésidos. Se ha hallado que varios
diferentes glicdsidos bioactivos estan presentes en los extractos. De acuerdo con ello, por el término "glicésido"”, se
entiende por lo menos un residuo de azucar de hexosa o pentosa conjugado con el bioactivo; preferiblemente se
afaden unidades de monosacarido 1-5 y mas preferiblemente 1-3 por reacciéon en un grupo OH en el compuesto
bioactivo. La glucosa, galactosa o arabinosa y también di-/trisacaridos de estos azUcares son afiadidos con maxima
preferencia al compuesto, para formar glicésidos derivados de acido fendlico.

De modo alternativo, los compuestos bioactivos pueden estar conjugados con varios compuestos hallados en
plantas (por ejemplo acido tartarico, acido quinico) para formar ésteres. Tales compuestos pueden ser compuestos
de cadena abierta tales como éacido tartarico o compuestos heterociclicos tales como acido quinico y pueden
derivarse de la ruta de carbohidratos en plantas. Con maxima preferencia son afiadidos acido tartarico o acido
quinico al compuesto, para formar derivados de éster fendlico.

Se prefiere que el método de la invencién enriquezca el extracto, tal que comprenda un glicésido seleccionado del
grupo que incluye: acido cafeico 3-O-glicésido, acido cafeico 4-O-glicésido, acido ferulico 4-O-glicésido, acido p-
cumarico 4-O-glicdsido, o un derivado esterificado seleccionado del grupo que comprende acidos cafeoilquinicos
(por ejemplo acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-O-cafeoilquinico o acido 5-O-cafeoilquinico), acidos feruloilquinicos,
acidos p-cumaroilquinicos, acidos cafeoiltartaricos, acidos feruloiltartaricos, acidos p-cumaroiltartaricos, dimeros de
derivados de acido quinico.

De acuerdo con ello, el extracto del segundo aspecto de la invencion puede comprender por lo menos un glicésido
de &acido cinamico o derivado del mismo, seleccionado de los compuestos listados anteriormente y puede
comprender también por lo menos un glicésido de un acido benzoico o derivado del mismo seleccionado de los
compuestos listados anteriormente.

10
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(B) Compuestos flavonoides bioactivos en el extracto de la invencién

Se establecié también que se logra la inhibicidon éptima de agregacion de plaquetas en extractos que contienen
también un flavonoide glicosilado.

El extracto contiene preferiblemente un flavonoide de la férmula general (l11):

Formula Ill
en la que R°, R® y R’ son independientemente H, OH.
Preferiblemente, el extracto comprende uno de los siguientes flavonoides:
OH © Miricetina
Luteolina
OH
OH
HO ©
OH
OH © Quercetina
OH
HO ©
OH
OH 0O Kaempferol
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Se prefiere al maximo que el extracto contenga quercetina o kaempferol o derivados de ellos.

Se ha establecido también que flavonoides bioactivos que estan conjugados con otras moléculas (es decir
azUcares) son particularmente eficaces para reducir la agregacion de plaquetas.

La naringenina y derivados de ella representan otro tipo de flavonoide hallado en extractos de acuerdo con el

segundo aspecto de la invencién, de los cuales se ha hallado que tienen actividad para inhibir la agregacion de
plaquetas. Por ello, el extracto puede comprender moléculas de la férmula general IV.

RB
R4w/‘/
R® o

R* R®y R? son como se definié anteriormente.

Férmula IV

Un compuesto preferido definido por la férmula IV, presente en el extracto, es naringenina.

OH
HO
OH O

Se ha establecido también que los compuestos de la féormula general (IV) que estan conjugados con otras
moléculas (es decir azlcares) son particularmente eficaces para la reduccién de agregacion de plaguetas.

Naringenina

Un compuesto flavonoide glicosliado preferido al maximo hallado en los extractos de la invencién es narangina.
HO
o)
HO o

OH
OH
o o
HO
o
HO
OH

OH ¢} . i
Naringina

Se ha hallado que los extractos preferidos pueden comprender compuestos bioactivos fenodlicos y flavonoides
discutidos anteriormente, que estan conjugados uno con otro. Por ejemplo, el acido cafeico 4-0-rutinésido es una
molécula con propiedades contra la agregacion de plaquetas, donde se hace un enlace glicdsido entre acido
cafeico y un residuo de azucar en rutina (que comprende quercetina).

(C) Nucledsidos/Nucleétidos

Como se contempla en el documento WO 99/55350, los extractos de fruta con actividad contra las plaquetas
pueden comprender ademas un nucledsido. El extracto puede comprender por lo menos un nucleésido
seleccionado de adenosina 5’-monofosfato, citidina, uridina, adenosina, inosina, guanosina y guanosina 5'-
monofosfato.

Se apreciara que se han identificado varios compuestos bioactivos en diferentes fracciones de extractos de tomate.
Se pudieron adaptar métodos para la preparaciéon de extractos de fruta, tales que los compuestos activos que se
identificaron fueron mantenidos y/o enriquecidos en tales extractos de fruta.

Preferiblemente el acido fendlico glicosilado es un acido cinamico glicosilado o derivado de él. Con maxima

12
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preferencia el extracto comprende por lo menos uno de acido cafeoil-4-O-quinico, cafeoil-4-O-glucésido, cumaroil-4-
O-glicésido (gluc / gal) o cumaroil-4-O-glicésido (disacarido). El extracto puede comprender 1, 2, 3 o de cada uno de
estos glicosidos. En una realizacion preferida de la invencion, el extracto de fruta de acuerdo con el tercer aspecto
de la invencién comprende un acido cinamico glicosilado o derivado de él y un acido benzoico o derivado de él,
como se discutié anteriormente.

Se prefiere al maximo que el extracto incluya acido cafeico glucésido; y/o acido p-cumarico hexosa /
dihidrokaempferol hexosa; y/o acido feralico glicésido; y/o un derivado de acido p-cumarico.

El flavonoide glicosilado es preferiblemente naringina, quercetina - 3 -O-glucésido o rutina. El extracto puede
comprender uno, dos o cada uno de estos glicésidos. El bioactivo es con maxima preferencia rutina.

El nucledsido puede ser uno cualquiera de AMP, uridina, adenosina, guanosina o GMP. El extracto puede
comprender 1, 2, 3, 4 o cada uno de estos nucledsidos. El nucleésido es preferiblemente guanosina y/o adenosina
3’-mono fosfato.

El extracto de fruta de acuerdo con la invencién puede contener también opcionalmente un glicésido esteroidal tal
como tomatidina.

Preferiblemente los extractos de fruta no contienen grasas o carotenoides.

Se encontrd que dos extractos preferidos, que pueden ser preparados a partir de frutas de tomate de acuerdo con
los métodos de la invencion, comprenden los siguientes compuestos bioactivos en las concentraciones
especificadas (mg/g):

(1) Un extracto preferido, preparado de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2, comprende:
(a) El siguiente acido fendlico o ésteres fendlicos glicosilados:
Acido cafeico glucosido (0.01 - 1 mg/g);

mezcla de acido p-cumarico hexosa / dihidrokaempferol hexosa mixture (0.05 - 2.5mg/g) acido ferdlico glicésido
(0.025 - 5mg/qg); y

derivado de acido p-cumarico (0.01 - 1 mg/qg).

(b) El flavonoide glicosilado: rutina (0.01 - 1 mg/g).
(c) Los siguientes nucledsidos / nucleétidos:
Guanosina (0.1 - 5mg/ml); y

Adenosina 3'-monofosfato (0.5 - 25mg/ml)

(2) Un extracto preferido bajo en azlcar, preparado de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 3,
comprende:

(a) El siguiente acido fendlico o ésteres fendlicos glicosilados:

Acido cafeico glucésido (1-25mg/g);

mezcla de &cido p-cumarico hexosa / dihidrokaempferol hexosa (5-100mg/g);
acido ferdlico glicésido (25-300mg/qg); y

derivado de acido p-cumarico (1-25mg/g)

(b) El flavonoide glicosilado: rutina (1-25mg/g)

(c) Los siguientes nucledsidos / nucleétidos:

Guanosina (1-50mg/g); and

Adenosina 3’-mono fosfato (1-50mg/g);

En la tabla 1 se identifican dos extractos especificos de tomate que incluyen el segundo aspecto de la invencion. La
tabla 1 identifica 16 compuestos (en la columna 3 y se suministra también el No. ID en la columna 2) que se
aislaron y probaron (véase ejemplo 1) y se encontré que tenia la mayoria de actividad contra plaguetas. De acuerdo

13
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con ello, se prefiere que los extractos de acuerdo con la invencién comprendan cada uno de estos 16 compuestos
bioactivos. Se apreciara que los métodos del primer aspecto de la invencién son disefiados preferiblemente para
optimizar la actividad de estos compuestos en un extracto de fruta.

La tabla 1 identifica también los intervalos (mg/g de peso himedo) de cada compuesto bioactivo hallado en
extractos preparados de acuerdo con los métodos especificados en los ejemplos 2 y 3 respectivamente. Se muestra
también el promedio de concentracion (mg/g). Los extractos con maxima preferencia de acuerdo con el segundo o
tercer aspectos de la invencion, comprenden compuestos bioactivos en estos intervalos especificados.

14
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Siguiendo el analisis detallado de compuestos bioactivos presentes en un extracto de tomate, se llegdé a la
conclusién de que otros 16 compuestos también tenian actividad contra la agregacion. Por ello, se noté que la
mayoria de los extractos preferidos de acuerdo con el segundo o tercer aspectos de la invencion contenian los 32
compuesto bioactivos identificados en la tabla 2.
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Un extracto preferido de acuerdo con la invencion comprende la recombinacion de la fraccién 1, fraccion 2 y
fraccion 3 como se menciona en el ejemplo 1 (1.1.3) para formar un extracto recombinado. Se ha hallado que tal
extracto recombinado esta enriquecido en los bioactivos discutidos anteriormente y tuvo una sorprendente mejora
en la eficacia para inhibir la agregacion de plaquetas.

Formulaciones farmacéuticas y nutracéuticas que comprenden el extracto de fruta

Los extractos de fruta de la invencién pueden ser formulados para administracion oral. Como tal, ellos pueden ser
formulados como soluciones, suspensiones, jarabes, comprimidos, capsulas, pastillas y barras comestibles,
insertos y parches, a modo de ejemplo. Tales formulaciones pueden ser preparadas de acuerdo con métodos bien
conocidos en la técnica.

Por ejemplo, el extracto puede tener forma de un jarabe u otra solucion para administracién oral, por ejemplo como
una bebida saludable. En tales jarabes o soluciones pueden incluirse uno o mas excipientes seleccionados de
azucares, vitaminas, agentes saborizantes, agentes colorantes, conservantes y espesantes. Pueden afiadirse
agentes para el ajuste de tonicidad, tales como cloruro de sodio, o azlcares, para suministrar a una solucién una
fuerza osm@tica particular, por ejemplo una solucion isotdnica. Pueden usarse también uno o mas agentes para el
ajuste de pH, tales como agentes amortiguadores, para ajustar el pH a un valor particular, y preferiblemente
mantenerlo en aquel valor. Los ejemplos de agentes amortiguadores incluyen amortiguadores de citrato de
sodio/acido citrico y amortiguadores de fosfato.

De modo alternativo, puede secarse el extracto (por ejemplo por atomizacion por secado o secado por congelacion)
y formularse el producto seco en una forma sélida o semisélida de dosificacion, por ejemplo como un comprimido,
pastilla, capsula, polvo, granulado o gel.

Pueden prepararse composiciones que contienen los extractos, sin otros componentes adicionales. De modo
alternativo, ellas pueden ser preparadas mediante adsorcidon sobre un soporte sélido; por ejemplo, un azlcar tal
como sacarosa, lactosa, glucosa, fructosa, manosa o un azucar alcohol tal como xilitol, sorbitol o manitol; o un
derivado de celulosa. Otros adsorbentes particularmente Utiles incluyen adsorbentes a base de almidén tales como
harinas de cereal, por ejemplo harina de trigo y harina de maiz.

Para la formacion del comprimido, tipicamente puede mezclarse el extracto con un diluyente tal como un azucar,
por ejemplo sacarosa y lactosa, y azUcar alcoholes tales como xilitol, sorbitol y manitol; o celulosa modificada o
derivados de celulosa tales como celulosa en polvo o celulosa microcristalina o carboximetilcelulosa. Los
comprimidos también contendran tipicamente uno o mas excipientes seleccionados de agentes de granulacion,
aglutinantes, lubricantes y agentes de desintegracion. Los ejemplos de agentes de desintegracién incluyen almidén
y derivados de almiddn y otros polimeros que pueden hincharse, por ejemplo agentes de desintegracion poliméricos
entrecruzados tales como carboximetilcelulosa entrecruzada, polivinilpirrolidona entrecruzada y glicolatos de
almidon. Ejemplos de lubricantes incluyen estearatos tales como estearato de magnesio y acido estearico.
Ejemplos de aglutinantes y agentes de granulacién incluyen polivinilpirrolidona. Cuando el diluyente no es
naturalmente muy dulce, puede afiadirse un edulcorante, por ejemplo glicirricinato de amonio o un edulcorante
artificial tal como aspartame, o sacarinato de sodio.

Los extractos pueden ser formulados también como polvos, granulos o semisdlidos para incorporacion dentro de
capsulas. Cuando se usan en la forma de polvos, los extractos pueden ser formulados junto con uno cualquiera o
mas de los excipientes definidos anteriormente en relacién con comprimidos, o pueden presentarse en forma no
diluida. Para presentacion en la forma de un semisdélido, los extractos secos pueden ser disueltos o suspendidos en
un liquido viscoso o vehiculo semisélido tal como un polietilenglicol, o un vehiculo liquido tal como glicol, por
ejemplo propilenglicol, o glicerol o un aceite vegetal o de pescado, por ejemplo un aceite seleccionado de aceite de
oliva, aceite de girasol, aceite de cartamo, aceite de onagra, aceite de soja, aceite de higado de bacalao, aceite de
arenque, etc. Tales extractos pueden ser empacados dentro de capsulas, bien sea de gelatina dura o gelatina
suave o hechos de equivalentes de gelatina dura o suave, donde para rellenos de liquido viscoso o semisélidos se
prefieren capsulas de gelatina suave o de equivalente de gelatina.

Los extractos de acuerdo con la invencién pueden ser suministrados también en forma de un polvo, para
incorporacion en una barra de producto alimenticio, por ejemplo barras de fruta, barras de nuez y barras de cereal.
Para la presentacién en la forma de barras de producto alimenticio, los extractos pueden mezclarse con uno
cualquiera o mas ingredientes seleccionados de frutas secas tales como tomates secos al sol, pasas y sultanas,
cacahuetes o cereales tales como avena y trigo.

Los extractos de acuerdo con la invencién pueden ser suministrados también en forma de un polvo para
reconstitucion como una solucion. Como tal, ellos pueden contener también excipientes solubles tales como
azlcares, agentes amortiguadores tales como amortiguadores de citrato y fosfato, y agentes efervescentes
formados de carbonatos, por ejemplo bicarbonatos tales como bicarbonato de sodio o amonio y un acido sélido
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como por ejemplo acido citrico o una sal de citrato.

En una realizacion preferida, se suministra un extracto de acuerdo con la invencién, en forma de polvo
opcionalmente junto con un excipiente sélido preferido (por ejemplo pulverizado) para incorporacion dentro de
capsulas, por ejemplo una capsula de gelatina dura.

Una forma de dosificacion sélida o semisélida de la presente invencion puede contener hasta aproximadamente
1000 mg de la composicion, por ejemplo hasta aproximadamente 800 mg.

El extracto puede presentarse como suplemento alimenticio o aditivo alimenticio, o puede ser incorporado dentro de
alimentos, por ejemplo alimentos funcionales o nutracéuticos.

Los extractos de la invencién pueden presentarse en la forma de formas de dosificacidn unitaria que contienen una
concentracion definida de compuestos con actividad para inhibir la agregacion de plaquetas. Tales formas de
dosificacion unitaria pueden ser seleccionadas para alcanzar un nivel deseado de actividad biolégica. Por ejemplo,
una forma de dosificacién unitaria puede contener una cantidad de hasta 1000 mg (peso seco) de una composicion
de acuerdo con la presente invencion, mas tipicamente hasta 800 mg, por ejemplo 50 mg a 800 mg, por ejemplo
100 mg a 500 mg. Cantidades particulares de la composicién que pueden ser incluidas en una forma de
dosificacion unitaria pueden ser seleccionadas de 50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400
mg, 450 mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg y 800 mg.

Los extractos de la invencion pueden ser incluidos en un contenedor, paquete o dispensador junto con
instrucciones para la administracion.

En el ejemplo 5 se definen productos preferidos que comprenden extractos de acuerdo con la invencién.
Dosificacion

Para el tratamiento de las enfermedades y condiciones involucradas, la cantidad del extracto de acuerdo con la
invencion administrada a un paciente por dia, dependera de la condicién o enfermedad particular bajo tratamiento y
su severidad, y finalmente estara a discrecién del facultativo. Sin embargo, la cantidad administrada sera
tipicamente una cantidad efectiva no toxica para tratar la condicion en cuestion.

Para una composicion que contiene azucares, la dosificacion diaria recomendada de un extracto de fruta preparado
de acuerdo con los métodos de la invencién, esta entre 0.5g y 20g y mas preferiblemente entre 2g y 7g. Una
dosificacion diaria puede ser de aproximadamente 3g. Para una composicién baja en azlcar (véase arriba), la
dosificacion diaria recomendada puede estar entre 10mg y 500mg y estd mas preferiblemente entre
aproximadamente 85mg y aproximadamente 150mg.

Un régimen tipico de dosificacién diaria para un paciente humano que sufre de una enfermedad cardiovascular
puede estar desde aproximadamente 70mg a 285mg, preferiblemente aproximadamente 25mg a 100mg por
kilogramo de peso corporal, de un extracto que contiene azlcares de fruta y puede estar desde aproximadamente 1
mg a 2.25mg 100mg por kilogramo de peso corporal de un extracto bajo en azucar.

El extracto puede ser administrado en unidades de dosificacion individuales o multiples por dia, por ejemplo de una
a cuatro veces diariamente, preferiblemente una a dos veces diariamente. Se prefiere al maximo que el extracto sea
dado como una dosificacion diaria individual.

Los extractos pueden ser administrados en la forma de jugo de tomate o concentrados de él, solos o en mezcla con
otros jugos de fruta, tales como jugo de naranja.

Indicaciones de efectividad terapéutica

La habilidad de composiciones que comprenden extractos de la invencion, para suministrar efectos terapéuticos
benéficos puede ser evaluada con referencia a varios diferentes parametros. Los ejemplos abajo suministran
detalles de protocolos adecuados para la evaluacién de agregaciéon de plaquetas o hemostasis primaria, la cual
puede investigarse con objeto de evaluar la efectividad terapéutica. El equipo de analisis PFA-100 ® de funcion de
plaquetas descrito en los ejemplos es un dispositivo relativamente nuevo para la evaluacion de hemostasis
primaria, pero ha sido bien validado (véase, por ejemplo, "The plateletfunction analyzer (PFA-100®) for evaluating
primary hemostasis" por M. Franchini Hematology, volumen 10, entrega 3 junio 2005, paginas 177-181).

Otros parametros que pueden ser evaluados para este propdsito incluyen la fluidez de la sangre y flujo de sangre,
donde un aumento en la fluidez o flujo sera indicativo generalmente de un efecto terapéutico util.

Métodos de medicion de fluidez de la sangre
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Puede obtenerse una medicion directa de la fluidez de la sangre usando un equipo de andlisis de flujo de arreglo de
microcanal (MC-FAN), tal como el MC-FAN HR300 disponible de Arkray, el cual imita los vasos capilares.

En "Determinants of the daily rhythm of blood fluidity”, por Tatsushi Kimura, Tsutomu Inamizu, Kiyokazu Sekikawa,
Masayuki Kakehashi y Kiyoshi Onari (Journal of Circadian Rhythms 2009, 7:7) se suministra un protocolo adecuado
de uso de un MC-FAN.

Brevemente, se forman microranuras con ancho 7 um, longitud 30 um, profundidad 4.5 um, por ejemplo mediante
fotofabricacion en la superficie de un chip individual de cristal de silicio. Las dimensiones adecuadas del chip
pueden estar alrededor de 15 X 15 mm. Las microranuras son entonces formadas dentro de microcanales a prueba
de fuga que representan capilares. Esta conversion en canales puede ser lograda, por ejemplo, cubriendo
herméticamente los canales con una cobertura tal como una placa de vidrio 6pticamente plana. Las ranuras
adecuadas pueden ser transformadas en microcanales herméticos soldando una placa de vidrio pulida 6pticamente.

Las dimensiones de los microcanales son tales que el volumen de fluido que fluye a través de una ruta de flujo, es
extremadamente pequefio. De acuerdo con ello, es deseable replicar los canales de flujo con objeto de facilitar la
medicién de la rata de flujo. La referencia citada arriba describe la produccién de un dispositivo en el cual se crean
8736 rutas de flujo del mismo tamafio. El sustrato de silicio puede ser montado entonces sobre el sistema de flujo
de microcanal, MC-FAN (Hitachi Haramachi Electronics Co., Ltd, Ibaragi, Japén), el cual hace posible observar
directamente el flujo de elementos celulares sanguineos a través del microcanal, bajo un microscopio conectado a
una unidad de despliegue de imagen. El flujo puede ser visto continuamente mientras se determina
automaticamente el tiempo de paso para un volumen dado de sangre.

Un valor adecuado de paso de sangre puede ser expresado como una funcion del tiempo de paso real de sangre
completa sobre tiempo de paso de solucion salina de 12 segundos a una presion de 20 cm de H;O, como sigue:

Tiempo de paso de sangre (valor revisado; seg) = (Tiempo de paso de sangre completa (valor real) / tiempo de
paso de solucién salina) x 12

Métodos de medicion del flujo de sangre

La medicién del flujo por ultrasonido de Doppler es un método ampliamente usado para la evaluacion del flujo
sanguineo a través de vasos sanguineos intactos in vivo. Los métodos adecuados de uso del ultrasonido de
Doppler son bien conocidos para aquellos expertos en la técnica, e incluyen aquellos descritos en "Measurement of
blood flow by ultrasound: accuracy and sources of error." por R. W. Gill (Ultrasound Med Biol. 1985 Jul-Ago;
11(4):625-41).

Breve descripcion de los dibujos

Ahora se ilustrara, pero no se limitara, la invencion mediante los siguientes ejemplos, y con referencia a los dibujos
acompafantes, en los cuales:

Figura 1: representa ejemplos de curvas dosificacién-respuesta de % de inhibicibn de agregacion versus
concentracion de solucion de inhibidor generada por (a) compuesto 1; (b) compuesto 5; (c) compuesto 9; (d)
compuesto 18; (e) compuesto 23; y (f) compuesto 30 como se discutié en el ejemplo 1. (a) y (b) representan curvas
de dosificacion-respuesta de % de inhibicion de agregacién mediada por ADP. (c) y (d) representan curvas
dosificacion-respuesta de % inhibicibn de agregacion mediada por colageno. (e) y (f) representan curvas
dosificacion-respuesta de % inhibicion de agregacion mediada por acido araquidénico.

Figura 2: define un método preferido de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, para hacer extractos de fruta
como se discutié en el ejemplo 2.

Figura 3: es un cromatograma HPLC de jarabe producido usando el método detallado en el ejemplo 2. En el
cromatograma se enumeran los compuestos bioactivos.

Figura 4: define un método preferido de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, para hacer extractos de fruta
bajos en azucar, como se discutié en el ejemplo 3.

Figura 5: es un cromatograma HPLC de jarabe producido usando el método detallado en el ejemplo 3. En el
cromatograma se numeran los compuestos bioactivos.

Figura 6: % de cambio de la linea base de agregacion en respuesta a diferentes agonistas de plaquetas, 3 horas
después del consumo de extracto de tomate (TE) o suplementos de control (C), como se describe en el ejemplo 4.
Los agonistas de plaqueta usados fueron adenosin difosfato (ADP) 7.5 umol/L y 3 pumol/L, y colageno 5 mg/L y
3mg/L. En la gréfica se indican diferencias significativas entre TE y suplementos C (P < 0.001). N = 9 para todas las
mediciones.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2621793 T3

Figura 7. Muestra los tiempos promedio de cierre registrados en la linea base (0), t=3 horas (3) después de la
suplementacién con TE o C y t=5 horas (5) después de la suplementacién con TE o C, como se describié en el
ejemplo 6. n = 3 para cada grupo. Las diferencias significativas entre C y TE son indicadas en la grafica mediante *
(P =0.011).

Ejemplo 1

La presente invencién se basa en investigacién adicional que fue conducida en vista de la actividad contra las
plaquetas identificada en el extracto de fruta descrito en el documento WO 99/55350.

Se realizaron exhaustivos experimentos en los que se fraccionaron adicionalmente extractos de tomate para
identificar compuestos dentro de tales extractos, que estuvieran ligados a sus efectos inhibidores sobre la
agregacion de plaquetas. Se identificaron muchos, muchos compuestos (no todos identificados quimicamente; y no
todos los datos presentados aqui) con el extracto de fruta que no tenian o tenian efectos despreciables sobre la
agregacion de plaquetas. Sin embargo, fue sorprendente hallar que 32 compuestos con notable actividad cayeron
dentro de las clases de sustancias quimicas definidas por el extracto del segundo aspecto de la invencion. Este
descubrimiento condujo a desarrollar los métodos del primer aspecto de la invencion, con objeto de que la actividad
de tales compuestos pudiera mantenerse/enriquecerse en extractos de fruta.

1.1. Métodos
1.1.1 Preparacion de un extracto de tomate como se definié en el documento WO 99/55350.

Se prepard un extracto de tomate usando como material de partida pasta de tomate de ruptura en frio disponible
comercialmente de 28 - 30 °Brix (es decir 28 - 30 % de sdlidos, p/p) que tenia un indice de pardeamiento
(absorbancia de una solucion de concentracion de 12.5 g de sélidos solubles/ L a 420 nm) < 0.350 AU. Se diluyé la
pasta (1:5) con agua ultrapura y mediante filtracién centrifuga se retir6 la materia de particulas grandes, seguida por
clarificacion usando un separador Westfalia MSB-14 (un clarificador de disco centrifugo) a temperatura ambiente.
Se retird entonces la materia de particulas pequefias, mediante microfiltracién a una temperatura no superior a 45
°C, para dar una solucién clara de color paja que no contenia sélidos insolubles de centrifugacion y capaz de pasar
a través de un filtro de 0.2 p sin pérdida de sdlidos solubles. Se concentré esta solucién mediante evaporacion
hasta un jarabe de 65 °Brix, usando condiciones cuidadosamente controladas y una temperatura no superior a 50
°C para limitar el progreso de reacciones de pardeamiento no enzimatico. Se incorpord un paso de pasteurizacion
instantanea (T = 105 °C por 3 segundos) al comienzo del procedimiento de evaporacion. El producto final fue
caracterizado por un indice de pardeamiento < 0.600 AU, y un recuento microbiano total en placa de < 1000.

1.1.2 Enriquecimiento del extracto de tomate con los compuestos activos de interés, y retiro de materiales inactivos

Con objeto de rendir un material de partida mas concentrado en componentes bioactivos, se retiraron los azlcares
del producto descrito anteriormente, como sigue.

Se prepar6 una columna de resina de 130L que contenia resina FPX66 (Rohm and Haas) y se llevo al equilibrio en
agua ultrapura a 4 °C. Se diluyé el material descrito en 1.1.1 hasta aproximadamente 8 Brix con agua ultrapura, y se
pasé a través de la columna de resina a una rata de flujo de aproximadamente 260L / minuto, manteniendo la
temperatura a 4 °C. Se descarto el permeado de la columna. Una vez pasé a través de la columna todo el material
requerido, se paso a través de ella un lavado con agua de aproximadamente 130L y se descart6. Después de ello,
se realizé elucién a los compuestos que habian sido retenidos por la resina, pasando 130L de agua caliente (75 °C)
a través de las columnas, seguido por 130L de etanol al 80%, seguido por 130L adicionales de agua caliente. Se
retuvo todo el material eluido y se combiné para dar aproximadamente 400L de solucion etandlica de
aproximadamente 25% que contenia los compuestos de interés.

Se concentré la solucién diluida que contenia los compuestos de interés, mediante ésmosis inversa usando
membranas Trisep ACM5 a temperaturas alrededor de 30 °C. El solvente etanol/agua pas6 a través de esta
membrana, mientras todos los compuestos disueltos alli permanecieron en la membrana. Una vez la solucion
diluida habfa sido concentrada 10 veces, es decir el volumen habia sido reducido a 40 - 50L, comenzé la
diafiltracion, durante la cual se afiadié agua ultrapura al retentado a una rata igual a la rata de retiro de permeado.
De este modo, se redujo gradualmente la concentracion de etanol de la solucién, de 25% a < 5%.

Se secd entonces por atomizacién la solucion etandlica a ~ 15 - 20% de sélidos, usando un secador por
atomizacion Anhydro para formar un polvo dorado fino de contenido de humedad < 6%. Este fue el extracto de
tomate enriquecido final, el cual fue usado para aislar los componentes de interés contra plaquetas.

1.1.3 Aislamiento y caracterizacion de compuestos bioactivos individuales en el extracto de tomate

Se preparé una soluciébn madre de 50 mg/mL a partir del polvo seco descrito en 1.1.2, disolviéndolo en agua
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ultrapura grado HPLC. Se llevé a cabo HPLC semipreparativa usando una columna semipreparativa Luna C18(2) de
5, 100 x 4.6 mm, insertando 100 uL en la columna, en una vez. Usando un recolector de fraccion, se dividieron en
tres porciones los componentes que absorben UV presentes en el extracto de tomate. La fraccion 1 contenia
mayormente nucledsidos y nucleétidos. La fraccién 2 contenia mayormente glicosidos /ésteres de acido fendlico, y
acidos fendlicos. La fraccion 3 contenia mayormente flavonoide glicosidos y flavonoides. Se secaron las tres
fracciones mediante secado por congelacion y se disolvieron nuevamente en agua para dar soluciones de 50
mg/mL. A su vez, cada fraccion fue sometida entonces a HPLC semipreparativa adicional usando la misma columna
pero con diferentes gradientes, adaptados a la polaridad y caracteristicas de elucidon de cada fraccion. De cada
fraccion se recolectaron hasta 10 fracciones individuales o mixtas, usando un recolector de fraccion.

Se secaron por congelacion las fracciones individuales y se disolvieron nuevamente en 1 mL de agua pura.
Mediante HPLC-MS analitica se examin6 entonces cada fraccién, usando una columna analitica Luna C18(2) de 3
M, 100 x 4.6mm, corriendo un gradiente de acetonitrilo /acido férmico. Se determinaron las caracteristicas de cada
fraccion aislada, mediante recoleccion de su espectro UV mediante un detector de arreglo de diodos, y por examen
de sus iones caracteristicos generados por electroatomizacién MS en modo ion positivo.

Donde fue necesario, se llevaron a cabo purificaciones finales (por ejemplo para retirar contaminantes menores),
mediante HPLC adicional. Se secaron por congelacién y almacenaron congelados los compuestos finalmente
purificados. Se prepararon soluciones madre a 50 mg/mL y se diluyeron en amortiguador HPLC para producir 6
niveles de concentracion, los cuales fueron usados para calibrar el método HPLC, de modo que pudieron calcularse
los factores de respuesta para cada compuesto individual. Estas curvas de calibracion y factores de respuesta
fueron usados entonces para cuantificar los compuestos presentes en el extracto de tomate. En la tabla 3 se
muestran los tipos estructurales/identidades de los compuestos bioactivos aislados.

1.1.4 Métodos de ensayo de actividad de inhibicion de agregacion de plaguetas

El protocolo experimental descrito abajo fue ideado para determinar los valores IC50 de compuestos aislados, como
se describe en 1.1.3. Se realizaron bioensayos crudos in vivo para evaluar la inhibicién de agregacion de plaquetas,
sobre algunos extractos crudos (datos no mostrados) para ayudar a seleccionar fracciones/compuestos finos
identificados mediante HPLC respecto a actividad funcional. Se consider6é necesaria esta aproximacion para evitar
la necesidad de ensayar todos y cada uno de los compuestos (que podrian ser miles) en los extractos de fruta.

Un valor IC50 representa la cantidad de un compuesto, en mg, requerida para inhibir en 50% la agregacion de
plaquetas inducida bajo condiciones estandarizadas en 1 mL de plasma rico en plaquetas, en comparacién con
muestras de control.

En la tabla 4 se da la actividad de los 32 compuestos mas activos.
Flebotomia y muestras de sangre

Se recolectd sangre para estudios in vitro a partir de voluntarios humanos saludables libres de farmacos, tanto
masculinos como femeninos, con edad 18 - 60 afios, con funcién normal de plaquetas. Los sujetos declararon que
no habian consumido farmacos o suplementos conocidos por afectar la funcion de plaguetas, por un minimo de 10
dias antes de suministrar una muestra de sangre. La sangre fue recolectada después de puncion venosa individual
en una vena antecubital a través de agujas siliconizadas dentro de tubos de recoleccién de sangre plasticos con
citrato (Sarstedt Monovettes, concentracion final de citrato de sodio, 13 mmol/L). Toda la sangre fue mantenida a 37
°C desde el momento de toma de muestra de la misma.

Preparacion de plasma rico en plaquetas

Se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) mediante centrifugacion de sangre con citrato por 15 minutos a 200 x g,
y se ajustd con plasma pobre en plaguetas a un numero estandar de plaquetas de 320 + 20 x 10° /L antes del uso.
Se utilizé6 PRP para mediciones de la funcién de plaquetas, dentro de dos horas.

Agonistas de plaquetas

Para las mediciones de funcién de plaquetas se usaron los siguientes agonistas. Adenosin difosfato (ADP),
concentracion final 10 umol/L; colageno, concentracion final 5 mg/L; acido araquiddnico, concentracién final 500 U/L
(todos de Helena Biosciences, Sunderland, Reino Unido); péptido activador de receptor de trombina (TRAP),
concentracion final 25 nmol/L (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido). Los agonistas fueron preparados a partir de
soluciones madre inmediatamente antes del uso, diluyendo en solucion salina fisiologica caliente (0.9% NacCl).

Preparacion de soluciones de inhibidor de plaguetas

Se prepararon inhibidores de plaqueta individuales a una concentracion de entre 500 g/L y 100 g/L en solucidon
salina fisiolégica, metanol ultra-puro o DMSO ultrapuro (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido) y se almacenaron
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congelados hasta que se requiri6. Se diluyeron entonces soluciones madre con solucién salina fisioldgica,
inmediatamente antes del uso.

Incubacién de inhibidores de plaquetas con PRP

Se incubaron 450 pL de PRP con 50 uL de solucién diluida de inhibidor a 37 °C por 10 minutos, en ependorrfs de
baja retencion. Se diluyeron las soluciones inhibidoras tal que la concentracion final de metanol o DMSO en la
muestra de PRP nunca excedi6 2%. Simultaneamente se incubaron muestras adecuadas de control, que contenian
50 pL de solucién salina fisiologica igualada para contenido de metanol o DMSO segun fuera apropiado. Para cada
compuesto inhibidor, se usaron 5 concentraciones de incubacién; como estandares se usaron concentraciones
finales de 0.05 mg/mL, 0.10 mg/mL, 1.00 mg/mL, 5.00 mg/mL y 10 mg/mL.

Medicion de la agregacion de plaquetas e inhibicion de agregacion

Después de la incubacién con inhibidores de plaquetas, se transfirieron muestras de PRP a celdas de vidrio y se
realiz6 seguimiento a la extension de agregacion inducida por ADP, colageno, TRAP o acido araquidénico durante
10 minutos sobre un medidor de agregacion de plaquetas (PACKS 4, Helena Biosciences, Sunderland, Reino
Unido). Se corrié una muestra de control con cada conjunto de muestras. A partir de las curvas de agregacion
generadas, se calculé el area bajo la curva para cada muestra de PRP, y se calcul6 la inhibicion de agregacion
lograda a cada concentracion de inhibidor, comparando el area bajo la curva para estas muestras de PRP con la de
la muestra de control. Se expres6 la inhibicion de agregacion como % de inhibicién, comparado con un control, y a
partir de los 6 puntos de datos obtenidos por cada compuesto inhibidor, se construydé una curva dosificacion-
respuesta. Se usO entonces esta curva para predecir el valor IC50 para aquel compuesto inhibidor, como se
muestra en 1.2, Resultados, y Figura 1.

Para cada muestra de sangre obtenida, pudieron generarse curvas de dosificacion-respuesta de 6 puntos para 2
diferentes compuestos inhibidores. Se repitieron estos experimentos de modo que para cada compuesto inhibidor,
se obtuvieron por lo menos 3 (mas frecuentemente 7 - 10) diferentes valores IC50 en diferentes dias, usando
sangre de diferentes sujetos (esto aplica a cada agonista de interés). Se tom6 entonces un promedio de los
diferentes IC50s y se consignaron estos valores en 1.2, Resultados, Tabla 4.

1.2 Resultados

En la tabla 3 se resumen las propiedades fisicoquimicas de los 32 compuestos, de los que se hallé tenia la maxima
actividad contra las plaquetas (véase abajo).

Tabla 3: propiedades fisicoquimicas de compuestos bioactivos identificados en extractos de fruta

ID de RT Masa/iones
Grupo compuesto Compuesto bioactivo A max caracteristicos (modo
() POS)
1 Citidina 1.24 275 487,244
2 Adenosina 3.17 260 268, 136
Nucledsidos 3 Uridina 259 | 270 267, 113
. 3.9 260 284, 152
4 Guanosina (278sh)
Nucledtidos 5 Adenosina 3'-monofosfato 1.6 260 348, 136
6 Adenosina 5’-monofosfato 1.78 260 348, 136
Glicésidos mixtos de acido 8.0
7 fendlico 9.0 mezcla
Glicésidos de =
acido fenolico Aci - Al
Acido p-cumarico hexosa / 9.02 | 300 469,147,119
8 derivado de acido quinico
9 Acido cafeico glucosido 9.39 290 319,163
10 Acido fertlico hexosa 9.67 295,315 265,177
ID de Masa/iones
Grupo compuesto | compuesto bioactivo RT X Méx caracteristicos (modo
(s) POS)
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Acido p-cumarico hexosa /
la. de dihidrok terol 106 467, 449, 287;
mezcla de dihidrokaempfero ’ 265 450,163
Glicésidos de 11 hexosa
acido fendlico Aci . Ari AC
Acido p-cumarico / &cido 11 285 367, 344, 163, 147
12 cafeico conjugado, glicosilado
13 Acido ferdlico glicésido 11 285,315 379, 196, 177
14 Acido clorogénico 12.7 325,300sh | 163,377
15 Derivado de acido p-cumarico 115 275 396, 196, 163
Derivados de P L .
éster fendlico 16 Dlmgro de &cido cafeoil- 14.9 310
quinico #1 6
17 Dlmgro de &cido cafeoil- 26.6 573, 814, 163
quinico #2 3
18 Acido cafeico 13.3 325, 295 163
Acidos 19 Acido p-cumarico 18.1 235,310 165, 147, 119
fendlicos -
20 Acido benzoico 22.3
21 Acido ferdlico 22.6 177
22 Acido cinamico 30.2 273 621, 599.5, 131.1
Flavonoide 23 Quercetina-3-O-glicésido 235 | 275 400,303
glicosidos
24 Kaempferol glicésido 24.7 592,535
25 Quercetina-3-O-trisacaridos 25.4 765, 453, 303
26 Naringina 25.8 285, 330 621, 563
27 Rutina 27.2 260, 350 633, 303
perivados de 28 Conjugado de flavonoide 24.3 258
éster de T de fi ides +
flavonoide 29 razas de flavonoides 27.5 - mezcla
glicésidos 30.0
. 30 Quercetina 36.5 255, 370 629, 303, 273
Flavonoides
31 Kaempferol 44.5 260, 370 287
32 Naringenina 35.1

La tabla 4 suministra datos IC50 (para la inhibicion de agregacion de plaquetas) para los 32 compuestos
identificados en el extracto de tomate. Se probd la actividad como se describe en el método 1.1.4. La figura 1
suministra ejemplos de curvas respuesta-dosificacion de % de inhibicidon de agregacion mediada por ADP versus
concentracion de solucién de inhibidor, generada por (a) un nucleésido (citidina); (b) un nucleétido (adenosina 3’
monofosfato; (c) un acido fendlico glicésido (acido cafeico glucésido); (d) un acido fendlico (acido cafeico); (e) un
flavonoide glicésido (quercetina-3-O-glicdsido); y (f) un flavonoide (quercetina).

Tabla 4: actividad contra las plaquetas de compuestos identificados en extractos de fruta

D de Compuesto bioactivo IC50 IC50 IC50 1C50
Grupo compuesto ADP | colageno | TRAP | AA
1 Citidina 2.42 10.66 39.03 39.03
Nucleésidos 2 IAdenosina 0.4 0.82 >50 -
3 Uridina 6.51 15.99 >50 -
ID de o IC50 | IC50 IC50 | IC50
Grupo compuesto Compuesto bioactivo ADP coldgeno | TRAP | AA
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Nucledsidos 4 Guanosina 0.25 0.53 26.07 0.91
Nucledtidos 5 IAdenosina 3'-monofosfato 0.12 0.28 2451 | 241
6 )Adenosina 5’-monofosfato 0.12 0.28 2451 | 241
7 Glicosidos mixtos de acido fendlico N/A N/A N/A N/A
Acido p-cumarico hexosa / derivado de 10.25 | 9.88 1.61 0.19
8 acido quinico
9 Acido cafeico glucésido 10.16 | 8.22 0.8 0.23
Glicésidos de -
acido fendlico 10 IAcido fertlico hexosa 12.61 14.16 0.52 0.46
Acido p-cumarico hexosa / mezcla de 111 14 0.56 0.31
11 dihidrokaempferol hexosa
Acido p-cumarico / acido cafeico 12.61 | 13.18 0.25 0.2
12 conjugado, glicosilado
13 Acido ferdlico glicésido 13.11 | 14.56 0.37 0.41
14 Acido clorogénico 10.08 | 10.11 1.1 0.77
Derivados de 15 Derivado de &cido p-cumarico 14.65 | 15.18 0.35 0.26
éster fendlico
16 Dimero de acido cafeoil-quinico #1 31.55 | 35 1112 | 0.3
17 Dimero de acido cafeoil-quinico #2 32.96 | 33.07 12.16 | 0.2
Acidos fendlicos 18 Acido cafeico 18.98 | 11.37 8.03 | 7.33
19 Acido p-cumérico 13.22 | 14.62 12.82 | 10.18
20 Acido benzoico 25.11 | 17.74 18.19 15.45
21 Acido ferdlico 18.67 | 13.9 14.65 | 9.94
22 Acido cinamico 22.14 | 24.6 12.92 | 0.22
Flavonoide 23 Quercetina-3-0O-glicosido 25.18 | 28.43 12.06 | 0.19
glicosidos
24 Kaempferol glicésido >50 >50 N/A N/A
25 Quercetina-3-O-trisacaridos >50 >50 18.61 0.46
26 Naringina 28.1 29.55 9.13 0.31
27 Rutina 35.21 | 32.18 8.96 0.41
Derivados de 28 Conjugado de flavonoide 27.68 | 27.22 13.67 | 0.23
ester d? Trazas de flavonoides + glicdsidos
flavonoide
29 N/A N/A N/A N/A
Flavonoides 30 Quercetina >50 >50 19.66 | 3.66
31 Kaempferol >50 >50 26.18 5.18
32 Naringenina >50 >50 33.21 10.41

1.3 Conclusiones

Se probaron varios compuestos hallados en extractos de tomate y se establecid que los 32 compuestos
identificados en las tablas 2 y 3 tenian eficacia para prevenir la agregacion de plaquetas. Ademas, se concluy6 que
de los 32 compuestos aislados y que mostraron tener capacidad contra la agregacion, 16 de estos compuestos

eran los méas importantes para la bioactividad total. En la tabla 1 se muestran estos 16 compuestos.

En particular fue sorprendente encontrar que los compuestos bioactivos pudieron ser agrupados en (a) compuestos
fendlicos (y ésteres y derivados de glicdsido de ellos); (b) flavonoides (y ésteres y derivados de glicosido de ellos) y
(c) nucleétidos/ nucledsidos. Esto conduce a notar que existen dos nuevas clases de compuestos (los fendlicos y

flavonoides), los cuales tienen un efecto inhibidor en la agregacién de plaquetas.
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De estos compuestos, el mas anti-agregatorio de los compuestos no fendlicos fue AMP. La modificacién del
nucledsido por residuos de azucar y fosfato tuvo el efecto de aumentar sustancialmente el comportamiento contra la
agregacion. Esto fue sorprendente, dado que trabajo previo habia identificado citidina y adenosina como
constituyentes contra las plaquetas, pero no nucleétidos.

De los compuestos derivados de acido fendlico identificados, los mas anti-agregatorios sobre todos fueron las
formas glicosiladas de acido p-cumarico y acido cafeico. Estos compuestos glicosilados mostraron potencial contra
la agregacion marcadamente mas alto en respuesta a todos los agonistas tratados, comparados con los acidos
libres no glicosilados. Esta es la primera vez que se reporta tal relacion estructura-funcién. De acuerdo con ello, los
compuestos fenolicos glicosilados representan las moléculas bioactivas con maxima preferencia que pueden estar
presentes con los extractos de acuerdo con la invencién y que deberian mantenerse/enriquecerse en extractos
preparados de acuerdo con el método del primer aspecto de la invencion.

Se hizo un hallazgo similar respecto a los derivados flavonoides. Los glicosidos u otros derivados conjugados de
guercetina y naringenina fueron marcadamente mas anti-agregatorios que los aglicones flavonoides. Esto fue
particularmente notable en respuesta a agonistas de TRAP y acido araquiddnico, pero también aplicé a agonistas
de ADP y colageno. Mientras se ha reportado una cantidad (muy limitada) de estudios estructura-funcion en la
literatura para los aglicones flavonoides libres, no se conocen estudios comparando aglicones y moléculas
conjugadas. De acuerdo con ello, los compuestos flavonoides glicosilados representan también moléculas
bioactivas de maxima preferencia que pueden estar presentes en los extractos de acuerdo con la invencion y que
deberian mantenerse/enriquecerse en los extractos preparados de acuerdo con el método del primer aspecto de la
invencion.

Es interesante notar que cuando se reduce la relacion de AMP a adenosina, la bioactividad total del extracto
desciende. Se halla que lo mismo sucede cuando desciende la relacién de acido fendlico glicsidos /ésteres a acido
fendlico libre, y cuando la relacién de flavonoide glicdsidos a flavonoides libres desciende.

Vale la pena notar que en 1.1.3 se divulga una forma simple de producir un extracto de fruta de acuerdo con el
segundo aspecto de la invencion. Un extracto preparado de acuerdo con los métodos divulgados en el documento
WO 99/55350 puede ser fraccionado para aislar tres fracciones de las que se identificé que tienen actividad contra
las plaquetas. La fraccion 1 contenia mayormente nucleésidos y nucledtidos. La fraccion 2 contenia mayormente
glicosidos /ésteres de acido fendlico, y acidos fendlicos. La fraccion 3 contenia mayormente flavonoide glicésidos y
flavonoides. Estas tres fracciones pueden ser recombinadas entonces (fraccion 1 + 2 + 3) para suministrar un
extracto de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion, el cual tiene sorprendente eficacia.

Ejemplo 2

En vista del conocimiento ganado respecto a los compuestos activos en extractos de tomate, se procedié a
desarrollar métodos de procesamiento de frutas para producir extractos en los cuales se mantuviera la actividad de
los compuestos y/o en los cuales se enriqueciera la concentracion de tales compuestos activos.

Después de muchos experimentos, se establecid que la metodologia de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion era 6ptima para producir extractos enriquecidos en un nimero significativo de los compuestos activos
identificados en el ejemplo 1.

Habiendo establecido esta metodologia, se procedié a desarrollar un proceso que pudiese ser usado a escala
industrial de los métodos de la invencién, para producir un jarabe que pudiera ser usado en la fabricacion de
productos farmacéuticos o alimenticios (bebidas o alimentos).

En la figura 2 se ilustra el proceso para hacer tal jarabe y representa una realizacion preferida del primer aspecto de
la invencion.

Los jarabes preparados de acuerdo con el proceso de la figura 2 representan un extracto con maxima preferencia
de acuerdo con el segundo aspecto de la invencidn y tienen las propiedades definidas en la tabla 2 (véase arriba) y
también la tabla 5.

Tabla 5: Composicion de un extracto de tomate de maxima preferencia de acuerdo con el segundo o tercer
aspectos de la invencion.

Pardmetro de especificacion Especificacion
Materia seca (°Brix) 60 a 63
Densidad (g/cm3) 1.15a1.22
pH (a 4°Brix) 3.90a4.15
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Indice de pardeamiento (a 4°Brix) <0.70
Carbohidratos totales (g/100g) 58a70
Pectina (g/100 g) 33a40
Azlcares reductores (g/100 g) 22a30
Proteina (g/100 g) 4a6
Aminoacidos libres (g/100 g) 2a35
Compuestos bioactivos (g/100g) 3.0a4.0
Recuento viable total (UFC/mL) <1,000
Salmonella (UFC/25 mL) Ausente
Listeria monocytogoenes (UFC/25 mL) Ausente
Staphylococcus aureus (UFC/mL) Ausente
Enterobacteria (UFC/mL) <10
Levaduras y moldes (UFC/mL) <1,000

El jarabe puede contener hasta 70% de azUcares simples (glucosa, fructosa y sacarosa) sobre materia seca y
puede contener hasta 50% de agua.

Los jarabes de maxima preferencia producidos usando este método contienen 32 componentes bioactivos, que
estan numerados en el cromatograma HPLC mostrado en la figura 3 y corresponden a los compuestos numerados
identificados en la tabla 1-4 y discutidos en el ejemplo 1.

En la tabla 6 (abajo) se suministran algunas caracteristicas adicionales de los jarabes, que son importantes en la
optimizacion de su bioactividad. Los nimeros de compuesto se refieren al cromatograma mostrado en la figura 3 y
los compuestos identificados en la tabla 1-4.

Tabla 6

ID de compuesto Especificacion
Compuestos 2 - 6 > 2.00 mg/g
Compuesto 8 > 0.05 mg/g
Compuesto 9 > 0.07 mg/g
Compuesto 10 > 0.03 mg/g
Compuesto 11 > 0.30 mg/g
Compuesto 12 > 0.20 mg/g
Compuesto 13 > 0.16 mg/g
Compuesto 14 > 0.13 mg/g
Compuesto 15 > 0.10 mg/g
Compuesto 23 > 0.05 mg/g
Compuesto 25 > 0.16 mg/g
Compuesto 26 > 0.74 mgl/g
ID de compuesto Especificacion
Compuesto 27 > 0.60 mg/g
Compuestos 18, 19 & 21 < 1.50 mg/g
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Relacién de Compuesto 5: Compuesto 2 P30

Glutamina > 8.00 mg/g

Derivados de furfural < 0.15 mg/g

Se reconocié que las caracteristicas delineadas en la tabla 6 fueron importantes en la optimizacion de actividad
contra las plaquetas de extractos de acuerdo con la invencién. Los extractos mas preferidos de acuerdo con el
segundo aspecto de la invencién tienen estas propiedades. Ademas, estas caracteristicas pueden ser usadas como
medidas de control de calidad en las realizaciones mas preferidas de los métodos del primer aspecto de la
invencion. Por ello, estas caracteristicas son puntos de control particularmente Utiles cuando se producen extractos
en una escala industrial.

Ejemplo 3

También se desarrollé un proceso que podria ser usado en el paso a escala industrial de los métodos de la
invencion, para la produccién de un extracto de fruta bajo en azucar en la forma de un polvo. El polvo puede ser
usado también en la manufactura de productos farmacéuticos o alimenticios (bebidas o productos alimenticios).

En la figura 4 se ilustra un proceso para la produccién de tal polvo y representa una realizacion preferida del primer
aspecto de la invencion.

Los extractos preparados de acuerdo con el proceso de la figura 4 representan un extracto preferido de acuerdo
con el segundo aspecto de la invencidn y tienen las propiedades definidas en la tabla 2 (véase arriba) y también la
tabla 7.

Tabla 7: Composicion de un extracto de tomate bajo en azdcar de maxima preferencia de acuerdo con el segundo o
tercer aspectos de la invencion

Pardmetro de especificacion Especificacion
Materia seca (% p/p) 94 a 96
Densidad aparente (g/cm3) 0.25a0.30
pH (en agua a 4°Brix 3.5a3.8
indice de pardeamiento (en agua a 4°Brix) <3.00
Carbohidratos totales (g/100g) <0.1

Pectina (g/100 g) -

Azucares reductores (g/100 g) <0.1

Proteina (g/100 g) <0.01
Aminodcidos libres (g/100 g) 30 a 37
Compuestos bioactivos (g/100g) 50 a 60
Recuento viable total (UFC/mL) <1,000
Salmonella (UFC/25 mL) Ausente
Listeria monocytogoenes (UFC/25 mL) Ausente
Staphylococcus aureus (UFC/mL) Ausente
Enterobacteria (UFC/mL) <10
Pardmetro de especificacion Especificacion
Levaduras y mohos (UFC/mL) <1,000

El polvo puede contener menos de 1% de azlcares simples en materia seca (glucosa, fructosa y sacarosa) y puede
contener < 6% de agua. El extracto de polvo enriquecido contiene tipicamente hasta 60% de compuestos
bioactivos.
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Los extractos producidos usando este método contienen también hasta 33 diferentes componentes bioactivos, que
estan numerados en el cromatograma HPLC mostrado en la figura 5 y corresponden a los compuestos numerados
identificados en las tablas 1-4 y como se discutio en el ejemplo 1.

En la tabla 8 se dan algunas caracteristicas adicionales de estos polvos, que son importantes en la optimizacion de
su perfil de bioactividad. El nimero del compuesto se refiere al cromatograma mostrado en la figura 5 y tablas 1-4.

Tabla 8

ID de compuesto Especificacion
Compuestos 2-6 > 15.20 mg/g
Compuesto 8 > 9.40 mg/g
Compuesto 9 > 3.70 mg/g
Compuesto 10 > 0.70 mg/g
Compuesto 11 > 26.10 mg/g
Compuesto 12 > 90.80 mg/g
Compuesto 13 > 85.30 mg/g
Compuesto 14 > 18.30 mg/g
Compuesto 15 > 8.60 mg/g
Compuesto 23 > 8.50 mg/g
Compuesto 25 > 14.70 mg/g
Compuesto 26 > 38.00 mg/g
Compuesto 27 > 50.70 mg/g
Compuestos 18, 19 & 21 < 38.00 mg/g
Relaciéon compuesto 1: > 3.0
compuesto 3

Glutamina > 52.00 mg/g
Derivados de furfural < 0.50 mg/g

Se reconocid que las caracteristicas delineadas en la tabla 8 fueron importantes en la optimizacion de la actividad
contra las plaquetas, de extractos de acuerdo con la invencién. Los extractos de maxima preferencia de acuerdo
con el segundo aspecto de invencidn tienen estas propiedades. Ademas, estas caracteristicas pueden ser usadas
como medidas de control de calidad en las realizaciones de maxima preferencia de los métodos del primer aspecto
de la invencion. Por ello, estas caracteristicas son puntos de control particularmente Utiles cuando los extractos se
producen en una escala industrial.

Ejemplo 4

En el siguiente ejemplo, se describe un experimento en el cual se probé la eficacia contra las plaguetas de una
composicion preparada de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2. Se apreciara que las composiciones
preparadas de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 3 podrian ser probadas siguiendo el mismo
protocolo.

4.1 Protocolo de estudio
4.1.1 Objetivos de estudio y breve lineamiento

Este estudio cuantifico el efecto ex vivo contra las plaquetas, del consumo de una bebida de tratamiento que
contiene 3g de jarabe de extracto de tomate (preparado de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2),
comparado con un suplemento de control, en sujetos saludables.

4.1.2 Disefio de estudio

Se sigui6 un disefio de estudio ciego sencillo. Se colocd una canula a sujetos sometidos a ayuno y se tom6 una
muestra de linea base entre 07:00 y 08:00. Directamente después de la coleccidon de la muestra de linea base, los
sujetos consumieron bien sea un tratamiento (TE) o un suplemento de control. A aproximadamente t = 3 horas se
tomaron muestras adicionales de sangre de la canula. A los sujetos se ofrecieron pequefios volimenes (25 mL) de
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agua entre los momentos de toma de muestra, para evitar deshidratacion.
4.1.3 Sujetos

Para el estudio se reclutaron 9 adultos saludables de ambos sexos. Los sujetos tenian 40 - 65 afios, sin historia
médica de enfermedad o desérdenes hemostaticos serios. Se evalué la conveniencia para inclusion en el estudio,
mediante cuestionarios de dieta y estilo de vida y discriminacion médica, mediante la cual se obtuvo un recuento de
sangre completa. No se incluyeron en el estudio individuos con bajos recuentos de hematologia. Cualquier sujeto
que consumiera habitualmente suplementos dietarios (por ejemplo aceites de pescado, aceite de onagra)
suspendié estos suplementos por un periodo minimo de un mes antes de participar en el estudio. Se instruy6 a los
sujetos de abstenerse por un periodo de 10 dias antes de la participacion, de consumir farmacos conocidos por
afectar la funcion de plaguetas. Se obtuvo consentimiento informado escrito de todos los sujetos, y el estudio fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigacion Grampian.

4.1.4 Flebotomia

Se colocaron canulas a los sujetos reclutados en el estudio, usando una aguja de mariposa calibre 21 con silicona,
para causar una disrupcion minima a la vena durante la toma de multiples muestras de sangre. Para minimizar la
activacion del sistema hemostatico, se especific6 un maximo de tres punciones a la vena. La canula permanecié en
el sitio durante la totalidad del periodo de tiempo de estudio, y se retiraron muestras de sangre venosa de ~ 30 mL
cada punto de tiempo del muestreo, descartando los primeros 2 mL en cada ocasidn. Después de la coleccion de la
muestra de sangre, se limpio la canula con solucion salina para prevenir bloqueo. Para las mediciones de funcion
de plaquetas y tiempo de coagulacién, se colectd la sangre en jeringas plasticas y se transfirié a tubos con citrato
de coleccidn de sangre (concentracion final de citrato de sodio, 13 mmol/L). Para la medicion de proteina C-reactiva
(CRP), se tom6 una muestra de sangre de linea base individual (5mL) en anticoagulante de EDTA (concentracion
final, 1.6g/L). Para la medicién de fibrinopéptido A en cada punto de tiempo, se colectaron 4.5 mL de sangre en 0.5
mL de un anticoagulante mixto contenia EDTA, trasilol y clorometilcetona. Se incubaron muestras de sangre a 37°
C en una incubadora portétil para la transferencia al laboratorio. Se descartdé cualquier muestra de sangre que
mostrara evidencia de activacion, definida como una concentracion de fibrinopéptido A mayor a 6 pg/L. Se retiraron
del estudio por el periodo afectado todos los voluntarios que mostraban evidencia de una elevada respuesta
inflamatoria, como se evidencia por una linea base de concentracién de proteina C-reactiva mayor a 6 ug/L, y se
emprendi6 en una fecha posterior la intervencién programada.

4.1.5 Estudios ex vivo de agregacion de plaquetas

En cada instante de tiempo, se llevé a cabo medicién de la extension de ADP y agregacion de plaquetas inducida
por colageno en plasma rico en plaquetas. Pueden usarse diferentes concentraciones de agonista para aproximar
diferentes condiciones fisiolégicas. Con objeto de colectar datos bajo condiciones de estimulacidon subéptima de
plaquetas, se defini6 como subdptima una concentracién inferior estandarizada (3 pumol/L para ADP, 3 mg/L para
colageno), mientras se defini6 como 6ptima una concentracién superior estandarizada (7.5 pmol/L para ADP, 5
mg/L para colageno). Se usaron esas concentraciones de agonista para todas las mediciones. Los efectos en la
agregacion de plaquetas observados después del tratamiento o intervenciones de control estan expresadas como el
cambio porcentual en area bajo la curva de agregacion, después del consumo de extracto / placebo, comparado
con valores de linea base.

4.1.6 Mediciones suplementarias

Se llevé a cabo deteccién de CRP de plasma elevado usando un ensayo semicuantitativo de aglutinacion de latex
(Dade Behring, Reino Unido), el cual detecta niveles en plasma > 6 mg/L. Este umbral es tomado como indicativo
de activacién aguda del sistema inflamatorio, tal como puede asociarse con infeccién (por ejemplo inicio de una
infeccion viral o un resfriado) o dafio (por ejemplo tendonitis). Las muestras que desplegaban signos de tal
activacion aguda no deberian ser usadas para estudios de funcién de plaquetas.

Se llevé a cabo medicion de FPA mediante ELISA (ensayo Zymutest FPA, HyphenBioMed, Francia), sobre plasma
del cual se habia retirado el fibrinbgeno mediante tratamientos de adsorcion por bentonita. La presencia de FPA en
plasma a niveles mayores de 6 pg/L fue tomada como un indicativo de activacion del sistema hemostatico durante
la toma de muestra. Tales muestras no deberian ser usadas para la medicion de funcién de plaquetas dado que los
resultados obtenidos no seran confiables. Asi, los niveles de CRP circulante y niveles de FPA en la muestra de
sangre, fueron usados como un indicativo de la adecuacién de las muestras para mediciones de plaquetas.

4.2 Resultados

Las muestras de sangre tomadas durante este estudio no mostraron niveles de CRP circulante mayores al umbral
de 6 mg/L, indicando que la activacion en fase aguda no estaba presente en ningun sujeto durante los dias de toma
de muestra del estudio. De modo similar, en muestras de sangre tomadas para este estudio, no hubo muestras que
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exhibieran niveles de FPA mayores al umbral de 6 pg/L. Asi, todas las muestras de sangre recibidas fueron
juzgadas como adecuadas para estudios de funcién de plaquetas. No se incluyen los datos de discriminacién.

Los datos presentados en la figura 6 ilustran mediciones de agregacion de plaquetas llevadas a cabo en la linea
base (t = 0) y 3 horas después del consumo de los suplementos de tratamiento (t = 3). Los resultados se expresan
como % de inhibicion de capacidad de agregacion de plaquetas, comparados con valores de la linea base.

4.3 Conclusiones

La figura 6 demuestra que los extractos de tomate de acuerdo con la invencion dan como resultado una reduccion
de la linea base de agregacion de plaquetas, de entre 18% y 28% para agregacion mediada por ADP, y entre 3% y
12% para agregacion mediada por colageno, 3 horas después del consumo. El consumo del suplemento de control
dio como resultado un cambio en la linea base de agregacién, de entre 2% y 4% para agregacion mediada por
ADP, y aproximadamente 2% para agregacion mediada por colageno, después de 3 horas. Las diferencias entre la
linea base y los puntos de tiempo de 3 horas no fueron significativos para el suplemento de control, pero fueron
significativas a P < 0.001 para el suplemento de extracto de tomate. Las diferencias entre el control y suplementos
de extracto de tomate fueron significativas también al nivel de P < 0.001.

Estos resultados demuestran claramente que los extractos de tomate de acuerdo con la invencion son Utiles para el
tratamiento de condiciones caracterizadas por inapropiada agregacion de plaguetas.

Ademas, se ha establecido que los métodos de acuerdo con la invencién dan como resultado la produccion de
nuevos extractos de tomate con propiedades mejoradas, cuando se comparan con extractos de tomate conocidos
(por ejemplo aquellos divulgados en el documento WO 99/55350). Se comparé actividad ex vivo contra las
plaquetas, medida después de tomar extracto de tomate producido por método de procesamiento conocido, y
extracto de tomate producido usando los métodos de acuerdo con la presente invencion, que tenia como objetivo el
mantenimiento de glicosidos y ésteres. Se hallé que una dosificacién individual de 3g de extracto de tomate de
acuerdo con la presente invencion, dio como resultado una inhibicion de agregacion de plaquetas inducida por 3
pmol/L de ADP de 28% comparada con la linea base, mientras extractos conocidos dieron como resultado una
inhibicién de agregacion de plaquetas inducida por ADP de ~25% aunque esto se logra solamente mediante
consumo de 9g de extracto. Asi, los métodos de la presente invencion parecen enriquecer los bioactivos en el
extracto, en aproximadamente 3 veces. De acuerdo con ello, el empleo de los métodos del primer aspecto de la
invencion, da como resultado un extracto mas potente y, de manera ventajosa, puede reducirse la dosificacion
diaria necesaria.

Ejemplo 5

Se prepararon varios productos que representan formulaciones preferidas que comprenden extractos de acuerdo
con la invencién.

Bebidas de yogur que contienen extractos de tomate

Los extractos de tomate preparados como se describié en los Ejemplos 2 y 3 son ambos adecuados para
incorporacion en una bebida de yogur. Un ejemplo de tal bebida puede ser preparado como sigue.

Deberia someterse un yogur bebible, formulado sin cultivos probibticos vivos, a una pasteurizacion previa y
enfriamiento a 4 — 8 °C. El yogur frio deberia mezclarse con extracto de tomate como se preparé en el Ejemplo 2,
en la relaciéon 50:1, o con extracto de tomate como se prepar6 en el Ejemplo 3 en la relacién 1000:1 (p/p). Deberia
revisarse la acidez y regularse con acido citrico, y deberia ajustarse el sabor. Si se requiere un cultivo probiético en
el producto final, éste deberia ser afiadido después del ajuste, y la mezcla final deberia ser empacada en botellas
de consumo individual de 150g.

Cada botella de consumo individual de 150g deberia entonces contener 3g de extracto de tomate preparado de
acuerdo con el Ejemplo 2, o 150mg de extracto de tomate preparado de acuerdo con el Ejemplo 3. Esto representa
una dosificacién diaria individual. Los productos finales deberian ser almacenados a 4°C por su vida Util
recomendada (tipicamente entre 14 y 21 dias).

Productos grasos esparcibles que contienen extracto de tomate

El extracto de tomate preparado como se describe en el Ejemplo 3, o procesado adicionalmente para dar un
producto encapsulado, es adecuado para incorporacion dentro de productos grasos esparcibles. Un ejemplo de tal
formulacién puede ser producido mediante dosificacion después de la pasteurizacion del extracto de tomate bajo en
azucar en polvo, dentro de producto esparcible graso formulado previamente, pasteurizado y enfriado, en la relacion
200:1 (p/p). La mezcla deberia ser homogeneizada a elevado corte para asegurar distribucion homogénea, y
empacada en recipientes de varias porciones.
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La etiqueta deberia incluir la informacién segin la cual la ingesta diaria normal de producto graso esparcible
deberia ser de aproximadamente 30g. El consumo de 30g de producto graso esparcible por dia dard como
resultado una ingesta diaria de aproximadamente 150mg de extracto de tomate, lo cual constituye una dosificacion
diaria individual. El producto esparcible deberia ser almacenado a 4°C por la duracion de su vida util (tipicamente
90 dias).

Bebidas a base de jugo de frutas, que contienen extractos de tomate

Los extractos de tomate preparados como se describe en los ejemplos 2 y 3 son ambos adecuados para la
incorporacion dentro de bebidas a base de jugo de fruta. Un ejemplo de tal bebida puede ser preparado como
sigue.

Diluya concentrado de jugo de naranja con agua en la relacion 1:5.4. Al jugo reconstituido afiada 0.1 % de esencia
de toronja, 0.05% de esencia de pifiay 1.2% de extracto de tomate como se produjo en el ejemplo 2. Pruebe acidez
y dulzor y afiada hasta 5% de &cido citrico (regulador de acidez) y hasta 2% de sucralosa, segin se requiera.
Pasteurice por 90 segundos a 121°C.

Empaque la mezcla pasteurizada en cajas de 1L, o en cajas o botellas de dosificacién individual. 250mL de la
bebida final como se describié deberian contener aproximadamente 3g de extracto de tomate, equivalentes a una
dosificacion diaria individual. Los detalles de la etiqueta deberian contener esta informacién y el consejo para beber
una porcién de 250mL por dia.

Otros concentrados de jugo de frutas son igualmente apropiados para el uso; de modo alternativo, pueden
prepararse jugos de fruta fresca, mezclas de fruta y jugos vegetales, o mezclas que contienen cantidades variables
de pulpa.

Productos encapsulados

Prepare una solucion 50% p/p de extracto de tomate bajo en azlcar en polvo, el cual ha sido fabricado como se
describio en el ejemplo 3. Eleve la temperatura a 60°C. Mezcle con un volumen igual de bien sea: una mezcla
fundida y transformada en emulsién de grasas de alto punto de fusion, por ejemplo triglicéridos; una solucién de
polisacaridos dispersos, por ejemplo pectinas, agares; u otros polimeros adecuados. Homogenice con cuidado para
asegurar la mezcla correcta. Produzca un producto encapsulado usando una técnica tal como secado por
atomizacion con temperatura controlada, controlando el tamafo de particula de modo que el tamafio de particula
sea < 200 u. Segun sea apropiado, antes del secado por atomizacion pueden afadirse a la dispersion aditivos tales
como colorantes, conservantes o agentes de libre fluidez.

El producto encapsulado resultante deberia contener entre 12% y 20% de extracto de tomate sobre una base p/p.
El producto encapsulado deberia ser almacenado a < 4°C, en la oscuridad, en materiales de envoltura de lamina
sellados. Cuando se incorpora dentro de productos alimenticios, la dosificacion del producto encapsulado deberia
estar en el intervalo de 400 mg - 700 mg por dia.

Formulaciones en bolsita listas para disolverse

El extracto de tomate como se describe en el ejemplo 3 es adecuado para incorporacion dentro de formulaciones de
premezcla en bolsita, de porcion individual lista para disolver. Un ejemplo de tal formulacion puede ser preparado
mediante mezcla de: 150mg de extracto de tomate bajo en azlcar, en polvo; 285g de maltodextrina; 6.5g de
esencia de crema de fresa; 0.8g de sucralosa; 3.8g de acido citrico; 2.5g de color natural rojo remolacha; y 0.25g de
caramelo. Los ~ 300g resultantes de mezcla en polvo seco pueden presentarse en una bolsita de porcién individual
con respaldo de lamina, adecuada para disolucién en entre 50mL y 300mL de agua, al gusto. Cada 300g de mezcla
contiene una dosificacion diaria individual de extracto de tomate.

La formulacion en polvo en bolsitas deberia ser almacenada a temperatura ambiente y presentada con
instrucciones para consumir una bolsita por dia en agua.

Comprimidos

El extracto de tomate como se describié en el ejemplo 2 puede ser usado para preparar comprimidos para uso en
suplementos farmacéuticos o dietarios, por ejemplo mediante formacion de comprimidos mediante compresion
directa, como sigue.

El extracto de tomate como se describe en el ejemplo 2 deberia ser molido/triturado hasta un intervalo de tamafio
de particula de 1 — 3 p antes de la formacion del comprimido. El extracto en polvo triturado previamente deberia ser
mezclado en seco con un excipiente tal como celulosa microcristalina, o maltodextrina M700, para suministrar
lubricacion durante el proceso de compresion. Es adecuada una relacion de 40% de extracto a 60% de excipiente,
pero pueden usarse también relaciones de 10:90 a 60:40. Pueden afadirse también colorantes en polvo, segun se
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requiera.

Usando una maquina convencional de formacion de comprimidos, ajustando a una presiéon de 1.5 - 2.0
toneladas/pulgada cuadrada, pueden producirse comprimidos de 212g de 5kg de dureza. Tales comprimidos
contendran 85mg de extracto de tomate por comprimido. Se recomienda almacenamiento en paquetes de ampollas
de lamina de aluminio laminada. En tal empaque, los comprimidos seran estables al almacenamiento bajo
temperaturas de hasta 45 C. Deberian tomarse dos comprimidos juntos, una vez o dos veces por dia, para lograr un
nivel recomendado de dosificacion.

Ejemplo 6

En el ejemplo 4 se describieron los efectos directos contra las plaquetas de una composicién preparada de acuerdo
con los métodos descritos en el ejemplo 2. Para ilustrar que estos efectos contra las plaquetas son de una magnitud
para afectar la fluidez de la sangre o el flujo de sangre, se emprendio trabajo adicional en el cual se midieron los
efectos de esta composicién en la hemostasis primaria total. La hemostasis, esto es la detencién del sangrado por
el proceso de coagulacion, ocurre en dos partes. La hemostasis primaria se refiere a la habilidad de la sangre
completa para formar micro y macroagregados de plaquetas bajo condiciones de flujo, y formar un coagulo inicial
de plaquetas sobre una superficie rica en colageno (normalmente una pared de vaso sanguineo). La hemostasis
secundaria se refiere a la formacién de una red de fibrina en este coagulo primario, inducida por trombina, lo cual
conduce a un coagulo mas permanente que toma significativo tiempo para disolverse via fibrinélisis. La medicion de
hemostasis primaria arroja datos que pueden ser mas relevantes fisiolégicamente que los datos de agregacion
solos, cuando se examina la eficacia de la composicion de extracto de tomate sobre la afectacion de la fluidez de la
sangre y asi del flujo de la sangre.

En el siguiente ejemplo, se describe un experimento en el cual se probé el efecto sobre la hemostasis primaria total
de una composicidn preparada de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2, usando un Equipo de
Analisis de Funcién de Plaquetas, el PFA-100®. El dispositivo de analisis de funcion de plaquetas se ha convertido
en una herramienta Util para la medicion de hemostasis primaria en muestras pequefias de sangre. Este sistema de
prueba es un instrumento controlado por microprocesador, que simula in vitro la fase dependiente de plaquetas de
la hemostasis primaria, mientras delimita el papel de los factores reoldgicos. Basicamente, el sistema vigila la
interaccidn de las plaquetas sobre membranas recubiertas con colageno-ADP (COL-ADP) o colageno-epinefrina
(COL-EPI). Las muestras de sangre con citrato son succionadas bajo condiciones de flujo controlado (rata de corte:
4,000-5,000/s) a través de un corte con apertura de 150 micrémetros dentro de la membrana. Durante el proceso, el
tapon creciente de plaquetas bloquea progresivamente el flujo de sangre a través del corte de apertura. La
capacidad hemostasica de las plaguetas en la muestra de sangre es indicada por el tiempo requerido para que el
tapon de plaquetas ocluya la apertura (tiempo de cierre), el cual se expresa en segundos.

6.1 Protocolo de estudio
6.1.1 Objetivos del estudio y corto delineamiento

Este estudio examiné el efecto ex vivo sobre la hemostasis primaria en sujetos de saludables, del consumo de 3g
de jarabe de extracto de tomate (preparado de acuerdo con los métodos descritos en el ejemplo 2), comparado con
un suplemento de control.

6.1.2 Disefo del estudio

Se reclutaron 6 adultos saludables con edad de 45 — 75 afios, con parametros hemostasicos normales (recuentos
sanguineos), sin historia médica de enfermedad o desérdenes hemostéasicos serios, y sin consumo de suplementos
dietarios o farmacos conocidos por afectar la funcién de plaquetas. Se obtuvo consentimiento informado escrito, y el
estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Grampian. Entre 07:00 y 08:30 se tomaron muestras
de sangre de linea base (anticoaguladas con amortiguador acido de citrato dextrosa) de sujetos que habian
ayunando. Directamente después de la coleccion de la muestra de linea base, los sujetos consumieron tratamiento
(TE) o un suplemento de control. Se tomaron otras muestras de sangre a los tiempos t = 3 horas, y t = 5 horas
después de la suplementacion.

6.1.5 Medicién ex vivo de hemostasis primaria

La medicién de tiempo de cierre PFA-100 en muestras de sangre completa fue llevada a cabo en cada instante de
tiempo. Las mediciones fueron llevadas a cabo usando membranas de colageno-epinefrina. Brevemente, se
llevaron a temperatura ambiente cartuchos que contenian las membranas apropiadas, y se insertaron dentro del
reservorio de cada cartucho 900 pl de sangre completa anticoagulada. Se insertaron entonces inmediatamente los
cartuchos dentro de la unidad de procesamiento del PFA-100. Se succioné automaticamente a elevado corte la
sangre desde el reservorio a través de la membrana del cartucho, hasta que cerr6 la apertura de la membrana
(tiempo de cierre) o por un maximo de 300s en el caso en que no se formoé coagulo. Se registraron los tiempos de
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cierre y se produjo una impresién. Todas las mediciones fueron llevadas a cabo minimo 30 minutos después de la
toma de muestra de sangre.

6.2 Resultados

Los tiempos promedio de cierre para cada tratamiento se presentan graficamente en la figura 7. En esta figura se
muestran los promedios registrados de tiempo de cierre para la linea base (tiempo 0 respecto a la suplementacion
con tratamiento (TE) o control (C)), y a 3 horas y 5 horas después de la suplementaciéon con TE o C. n = 3 para
cada grupo, y se analizaron los datos mediante ANOVA. Las diferencias significativas entre C y TE son indicadas en
la grafica mediante * (P = 0.011).

6.3 Conclusiones

Los resultados demuestran que extractos de tomate que representan composiciones de acuerdo con la invencion,
dan como resultado un promedio de aumento en el tiempo de cierre PFA-100 de 24 % de los valores de linea base,
3y 5 horas después del consumo. El consumo de suplemento de control dio como resultado un descenso promedio
de los tiempos de cierre de linea base de 16% después de 3 horas, y 12% después de 5 horas. Las diferencias
entre la linea base y los puntos de tiempo de 3 y 5 horas no fueron significativas para el suplemento de control, pero
fueron significativas a P = 0.011 para el suplemento de extracto de tomate. Las diferencias entre los suplementos
de control y de extracto de tomate, fueron significativas (P = 0.011).

Los resultados muestran que las composiciones de suplemento de extracto de tomate de acuerdo con la invencion
aumentan el tiempo tomado para que en cada apertura del cartucho se forme un coagulo de plaquetas, implicando
qgue el potencial hemostasico de plaquetas ha descendido. El mayor tiempo requerido para que un coagulo se
forme, refleja una mayor fluidez de la sangre.

Estos resultados demuestran claramente que las composiciones (tales como extractos de tomate) de acuerdo con
la invencion, son utiles en la reduccion de fluidez de la sangre. Esto da soporte a su uso en la normalizacion del
flujo sanguineo.
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Reivindicaciones

1. Un método para fabricar un extracto de fruta de tomate, en el que la fruta de tomate es procesada para optimizar
la actividad de inhibicion de agregacién de plaquetas del extracto, que comprende los pasos de:

(a) preparacion de una mezcla de partida de fruta homogeneizada;

(b) separacion de una fraccion soluble en agua de sélidos de fruta;

(c) filtracion de la fraccién soluble en agua para hacer al extracto sustancialmente libre de licopeno; y

(d) concentracién de agentes activos en el permeado de filtracion, usando un evaporador

en el que el extracto tiene un indice de pardeamiento de < 0.8 AU, un pH de 4.0-4.3 y una densidad de 1.15-1.20.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el indice de pardeamiento del mix de partida, definido
como la absorbancia a 420 nm de la porcion soluble, no excede 0.4 AU a 4% de sélidos.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el paso (b) separa la fraccion
de sdlidos solubles con tamafio de particula > 500 .

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el paso (c) da como
resultado una solucion que pasara a través de un filtro de 0.2 p sin pérdida de sélidos.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que incluye un paso adicional después
del paso (c) para el retiro de azlcares libres del extracto soluble en agua.

6. Un extracto de fruta de tomate sustancialmente libre de licopeno, que comprende:

(a) acido fendlico o un éster fendlico glicosilados, o derivados de ellos

(b) un flavonoide glicosilado; y

(c) un nucleosido

en el que el extracto tiene un indice de pardeamiento de < 0.8 AU, un pH de 4.0-4.3 y una densidad de 1.15-1.20.

7. El extracto de fruta de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que el acido fendlico o un éster fendlico glicosilado es
un acido cinamico glicosilado o derivado del mismo y puede ser seleccionado del grupo que comprende &cido
cafeoil-4-O-quinico, cafeoil-4-O-glucésido, cumaroil-4-O-glicésido (gluc / gal) y cumaroil-4-O- glicésido (disacarido).

8. El extracto de fruta de acuerdo con la reivindicacién 6 en el que el acido fendlico o un éster fendlico glicosilado es
seleccionado del grupo que comprende acido cafeico glucésido; acido p-cumarico hexosa / dihidrokaempferol
hexosa; acido fertlico glicésido; y un derivado de acido p-cumarico.

9. El extracto de fruta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8 en el que el flavonoide glicosilado
es quercetina - 3 -O-glucésido o rutina.

10. El extracto de fruta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9 en el que el nucleésido es
seleccionado del grupo que comprende AMP, uridina, adenosina, guanosina o GMP.

11. El extracto de fruta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-10 en el que el extracto comprende
cada uno de los 16 compuestos identificados en la tabla 1; o cada uno de los 32 compuestos identificados en la
tabla 2.

12. Un extracto de fruta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 - 11, para uso en el tratamiento o
prevencion de una condicién médica, caracterizada por inapropiada agregacion de plaguetas.

13. Un extracto de fruta de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el tratamiento o prevencién de la condicion
médica caracterizada por inapropiada agregacion de plaquetas es para un propésito seleccionado del grupo que
consiste en: mantenimiento de la salud cardiaca mediante reducciéon de agregacién de plaquetas; beneficio de la
circulacién; y normalizacién del flujo sanguineo.
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