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DESCRIPCION
Composicion para la prevencion o tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

Campo de la invencién

La invencién pertenece al campo de la prevencion, alivio y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en
particular de demencia, que incluye la forma vascular de demencia y enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotréfica. La invencion proporciona
nuevas composiciones que permiten una mejor prevencion, alivio y tratamiento de tales enfermedades.

Antecedentes de la invencion

Neurodegeneracion es un término para una variedad de afecciones superpuestas que afectan principalmente a las
neuronas en el cerebro humano. Estas afecciones son actualmente incurables y llevan a la pérdida progresiva de la
estructura y/o funcion de las neuronas, que incluye la muerte de estas células. Son el resultado de una falla en la
conectividad cerebral, que esta formada por contactos neuronales-neuronales, neuronales-gliales y gliales-gliales. Las
neuronas son los bloques de construccion del sistema nervioso, que incluye el cerebro y la médula espinal. Las
neuronas no se reproducen ni reemplazan, por lo que cuando resultan dafiadas o muertas, el cuerpo no puede
reemplazarlas. Las enfermedades neurodegenerativas (ND) causan problemas con el movimiento (ataxia) o el
funcionamiento mental (demencia). Los ejemplos de enfermedades neurodegenerativas son la esclerosis lateral
amiotrofica (ALS), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y demencia, mas cominmente conocida
como enfermedad de Alzheimer (AD). Las demencias son responsables de la mayor carga de enfermedad con
Alzheimer que representa aproximadamente el 60-70% de los casos. En general, el riesgo de desarrollar una
enfermedad neurodegenerativa aumenta con el envejecimiento.

La WHO ha estimado que hay aproximadamente 35 millones de pacientes con AD en todo el mundo; se espera que
estos numeros se dupliqguen en 2030 y se tripliquen en 2050 (1), lo que hace que la AD sea la enfermedad
neurodegenerativa mas comun. Ademas, el impacto de las enfermedades neurodegenerativas, tal como la AD, en la
salud, la calidad de vida y los costos de atencion médica muestra la importancia de hallar intervenciones preventivas
que retrasen la progresion de las ND. Si es posible prevenir el deterioro cognitivo, en el caso de la AD, puede ser
reducido el riesgo de enfermedades futuras y dafios secundarios concomitantes en edades posteriores.

El proceso de neurodegeneracion tiene varios aspectos, que no son bien comprendidos. Los ejemplos de estos
aspectos son mutaciones genéticas, mal plegamiento de proteinas, degradacién de proteinas y disfuncion
mitocondrial. Aunque la comprension de las enfermedades neurodegenerativas ha avanzado notablemente en las
Ultimas décadas, no existen medidas de tratamiento y prevencion bien establecidas.

El documento W02014/187942 describe el tratamiento o la prevencion de trastornos neurodegenerativos usando
mentol, linalool y/o icilina. Actualmente, son comercializados diversos medicamentos para el tratamiento de las ND.
Es reivindicado que estos farmacos ayudan a retrasar o prevenir el empeoramiento de los sintomas, pero solo por un
tiempo limitado. Ademas, pueden ayudar a controlar algunos sintomas de comportamiento. Sin embargo, estos
farmacos presentan varios efectos secundarios tal como nauseas, vomitos, diarrea, calambres musculares, fatiga,
pérdida de peso, mareos, disminucion del apetito, constipacion y cefalea. Esto muestra la clara necesidad de
tratamientos que puedan intervenir con multiples mecanismos del desarrollo de la neurodegeneracion.

Existen diversos modelos animales disponibles para estudiar los mecanismos y las causas de las enfermedades
neurodegenerativas. Estos modelos animales son ampliamente usados para estudiar la eficacia de los farmacos para
el tratamiento y prevencion de las enfermedades neurodegenerativas. Uno de los modelos mas conocidos es la prueba
de excavacion, en la que es observado el comportamiento de los ratones para evaluar el dafio o mal funcionamiento
cerebral, asi como la progresion de las enfermedades neurodegenerativas. La prueba aparenta ser particularmente
util para detectar signos tempranos de disfuncion inicial y para el control de la progresion de enfermedades [30]. Ha
sido demostrado que el modelo es sensible al dafio del hipocampo y a la progresion de las enfermedades
neurodegenerativas (2). En al menos un modelo de enfermedad de Alzheimer, los cambios neuropatolégicos hallados,
entre otros, en las regiones del hipocampo, pueden estar correlacionados con una reduccion significativa en el
rendimiento de excavacion (3).

Sumario de la invencién

Mediante el empleo de un modelo de ratén para enfermedades neurodegenerativas, ha sido descubierto que una
composicién, con preferencia una composicion acuosa que comprende una xantofila en combinacion con un
hidrolizado de una proteina que comprende dipéptidos y tripéptidos, puede ser usada ventajosamente para tratar,
prevenir o aliviar enfermedades neurodegenerativas.

Descripcion detallada de la invencién

Los resultados descritos en la presente memoria muestran que una composicion que comprende una xantdfila y un
hidrolizado de una proteina, que comprende dipéptidos y tripéptidos, proporciona un efecto terapéutico sobre el
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rendimiento de excavacion cuando es administrada a un animal de prueba. La invencién pertenece al objeto de las
reivindicaciones.

Como se usa en la presente memoria, el término "una xantéfila" abarca una o mas especies de xantdfilas y es
equivalente al término "al menos una xantdéfila". Los ejemplos de xantéfilas adecuadas son luteina y zeaxantina.

Como se usa en la presente memoria, el término "puede" abarca el término "podria”, y el término "puede ser" abarca
los términos "es" o "son", segun el contexto. Ademas, es considerado que la presencia del término "puede" explica
las opciones para practicar o implementar la divulgacion, sin limitacion.

Como se usa en la presente memoria, el término "un hidrolizado de una proteina que comprende dipéptidos y
tripéptidos" se refiere a un hidrolizado de una proteina en el que el hidrolizado comprende una cierta cantidad de
dipéptidos y tripéptidos derivados de la proteina como consecuencia de la hidrolisis.

Como se usa en la presente memoria, el término "hidrélisis" se refiere al proceso en el que una molécula de agua es
afiadida a una sustancia. Tal reaccion es realizada preferentemente en presencia de una enzima.

La composicion muestra un aumento pronunciado en el rendimiento de excavacion de 2 horas de los ratones LDLr -/-
Leiden, y ha sido descubierto que el efecto de la composicion es sinérgico, es decir, mayor que la suma de los efectos
de la xantofila y el hidrolizado por separado.

Existe amplia evidencia de que las xantdfilas tienen un efecto beneficioso sobre los procesos inflamatorios en el
cerebro (4), la piel (5), los ojos (6) y el higado (7, 8). Las xantdfilas pueden ser administradas convenientemente a un
sujeto necesitado de dicho tratamiento.

En una realizacion preferente, la xantéfila puede estar contenida en la yema de huevo. Cuando los pollos son
alimentados con una dieta enriquecida con xantdfilas, la yema contiene mayores cantidades de estas sustancias
naturales, halladas en las micelas. Sin embargo, las cantidades de xantdfilas que pueden ser administradas de forma
segura estan, por un lado, limitadas por la cantidad de xantdfilas contenidas en la yema de huevo y, por otro lado, por
la cantidad maxima de yema de huevo que puede ser administrada de forma segura a un sujeto. Con el fin de
maximizar la cantidad de xantéfilas que pueden ser administradas efectivamente en el torrente sanguineo, han sido
implementadas estrategias para maximizar la absorcion de xantdfilas en el intestino.

Anteriormente ha sido descrito que la absorcion en el intestino puede mejorar mucho mediante la mezcla de la yema
de huevo que contiene xantdfilas con lipidos polares (21). Por ejemplo, ciertos productos lacteos son buenas fuentes
de lipidos o fosfolipidos polares adecuados.

La yema de huevo puede ser formulada como una dispersion acuosa, tal como una dispersion lactea. La absorcion en
el intestino de xantdfilas, tal como la luteina y zeaxantina, estda muy aumentada en esta formulacion (9, 10). Sin
suscribir a teoria limitante alguna, es considerado que esta absorcion aumentada es debida a la formacién de micelas
que estan presentes en las mezclas (11).

Ha sido usada una dispersion acuosa que comprende productos lacteos, tal como suero de leche y yema de huevo
que contiene luteina y zeaxantina, para tratar a sujetos con signos tempranos de degeneracion macular relacionada
con la edad, y que ha mostrado un efecto positivo sobre la agudeza visual (21).

Los hidrolizados de proteinas que contienen dipéptidos y tripéptidos también han sido usados para tratar
enfermedades. Ha sido demostrado que un hidrolizado de proteina de salmén disminuye la expresion de ICAM-1,
VCAM-1 y MCP-1 en el arco adrtico de los ratones apoE-/-(12). La investigacion in vitro mostré la capacidad de un
hidrolizado de proteina de almendra para modular los niveles de IL-6, IL-1B y TNF-a en macroéfagos (13).

El documento EP 1685764 A1 describe el uso de un producto alimenticio que comprende un hidrolizado de proteinas
seleccionado de ovomucina, lisozima y ovotransferrina para tratar la presion arterial alta.

En ratas Zucker obsesas diabéticas, una dosis de 1-3 gramos por dia de un hidrolizado de lisozima de clara de huevo
mostro efectos sobre los marcadores inflamatorios (14). También ha sido demostrado que un hidrolizado de lisozima
de clara de huevo redujo la expresion de ARNm de interleucina renal (Il) -1b/11-13, factor de necrosis tumoral renal
(TNF)-a, expresion de ARNm y proteina P22phox y glomeruloesclerosis. La misma composicion redujo adicionalmente
la albuminuria y restaurd la relajacion aodrtica dependiente del endotelio (EDR). La indometacina afiadida al bafio de
organos mejoro instantaneamente la EDR adrtica, lo que indica un papel para los prostanoides contractiles derivados
de la ciclooxigenasa (COX) en la relajacion opuesta en ratas ZDF. Este efecto de la indometacina es reducido mediante
un hidrolizado de lisozima de clara de huevo, y coincide con una disminucion de la expresion de la proteina renal COX-
1/2. Por lo tanto, ha sido demostrado que los hidrolizados de proteinas que comprenden dipéptidos y tripéptidos tienen
efectos antiinflamatorios. Los efectos sobre la neurodegeneracion no han sido demostrados hasta la fecha.

En la actualidad ha sido descubierto que una composicion que comprende una xantofila y un hidrolizado de una
proteina que comprende dipéptidos y tripéptidos puede ser usada ventajosamente en el tratamiento, alivio o
prevencion de enfermedades neurodegenerativas.
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El hidrolizado que comprende dipéptidos y tripéptidos es obtenido preferentemente mediante la digestion de una
proteina con una enzima hidrolizante. La proteina es seleccionada del grupo que consiste en lisozima, ovomucina,
ovotransferrina, ovoalbumina y caseina. La enzima hidrolizante es preferentemente una endopeptidasa, tal como una
serina proteasa. En una realizacion particularmente ventajosa, la serina proteasa es una subtilasa, preferentemente
subtilisina, mas preferentemente Alcalase™.

La composicion de acuerdo con la invencion puede comprender ademas un compuesto farmacolégicamente activo o
nutricionalmente beneficioso adicional, tal como un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un acido graso
omega-3, acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico, uridina, vitamina D, acido félico, vitamina E, xantdfilas,
yodo, selenio y cinc. En una realizacion, la composiciéon de acuerdo con la invencién es una composicion acuosa.

Es particularmente preferente que el contenido de dipéptidos y tripéptidos sea superior a 5% del contenido de proteina
total de la composicion de acuerdo con la invencion. En una realizacion preferente, los di y tri-péptidos pueden
constituir al menos 10% del contenido de proteina total de la composicion.

Es aun mas preferente que al menos 30%, tal como 40% o 45%, tal como al menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% o incluso al menos 98% de los péptidos en la composicion, tal como la composicién acuosa, tengan un
peso molecular menor que 500 Da. Esta fraccion contiene los dipéptidos y tripéptidos.

Hay una gran cantidad de procedimientos disponibles para determinar el contenido total de proteinas en un producto
alimenticio. La persona experta conoce bien los pros y los contras de cada uno de estos procedimientos y podra elegir
un procedimiento adecuado de acuerdo con la eleccidon del producto alimenticio. Solo a modo de ejemplo, el bien
conocido procedimiento Kjeldahl puede ser usado con ovoalbumina como estandar.

La composicion de acuerdo con la invencién puede ser una solucién lista para uso, como una solucién madre a partir
de la cual puede ser obtenida o preparada la dosis diaria por dilucién o puede ser una composicién seca de la que
puede ser obtenida una dosis diaria mediante la adicién de un liquido. La composicién también puede ser usada como
materia seca y mezclada con un alimento. Los expertos en la técnica conocen bien estas y otras formas de administrar
una composicién a un individuo necesitado de dicho tratamiento.

El contenido de dipéptidos y tripéptidos también puede ser expresado como un porcentaje del contenido de proteina
total de la composicién. Por lo tanto, la composicion de acuerdo con la invencién también puede ser caracterizada por
el intervalo de que al menos el 30% de los péptidos en el hidrolizado que comprende dipéptidos y tripéptidos tienen
un peso molecular menor que 0,5 kD.

En una realizacion preferente, la composicion comprende al menos 10 gramos de dipéptidos y tripéptidos por kg de
composicion, tal como al menos 20, 40, 60, 80 o 100 gramos por kg de composicién. En una realizacion preferente
adicional, la composicion comprende al menos 200, 400, 800 o son afiadidos hasta 1000 gramos de dipéptidos y
tripéptidos por kg de composicion.

Una dosis diaria adecuada de la composicién para un ser humano esta entre 5 y 250 gramos, preferentemente entre
10 y 200 gramos, tal como entre 20 y 100 gramos, tal como 25 gramos o 50 gramos. Los expertos en la técnica
conocen bien la dosis diaria recomendada adecuada para otros sujetos, tales como animales no humanos.

Una dosis diaria preferentemente debe contener aproximadamente al menos 500 mg de dipéptidos y tripéptidos, tales
como al menos 1000 mg, 2000 mg o 5000 mg (Tabla 1).
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Tabla 1: Composiciones preferentes de acuerdo con la invencion

Ingrediente: | Lista para uso Dosis diaria Conc. minima preferente | Conc. maxima preferente
preferente [mg/kg | recomendada [mg/kg de composiciéon] | [mg/kg de composicion]
de composicion] [mg]

Lipidos 500 12 20 10000

polares

lacteos

Xantdfilas 50 1 5 500

Acido graso 9000 200 1000 50000

omega-3

Dipéptidos y 100000 2000 10000 900000

tripéptidos

La xantdfila puede estar contenida en una solucién acuosa o no acuosa o en forma seca. Sin embargo, es preferente
que la xantdfila esté contenida en una dispersion acuosa. Tal dispersion esta contenida en el término "composicion
acuosa" y puede ser seleccionada del grupo que consiste en leche desnatada, leche semidesnatada, suero de leche,
una fraccion de suero de leche, leche fermentada, yogur, bebida de soja, leche de soja, leche de soja fermentada,
zumos de frutas, purés de frutas, jarabes, zumos de verduras y purés de verduras. Preferentemente, la dispersion
acuosa es suero de leche o una fraccion de suero de leche.

En una realizacion preferente, una composicion de acuerdo con la invencion comprende al menos 20 mg de lipidos
polares lacteos por kg de composicion, tal como al menos 40, 60, 80 o 100 mg/kg. En una realizacion preferente, la
composicion comprende al menos 200 mg de lipidos polares lacteos, tales como 300, 400, 500, 600, 700, 800 o 900
mg por kg de composicion. Si bien apenas existe un limite superior para el contenido de lipidos polares lacteos de la
composicion, a efectos practicos, el contenido de lipidos polares lacteos puede ser mantenido por debajo de 10000
mg por kg de la composicion.

Es preferente un contenido de xantéfila de al menos 2 mg por kg de composicion, preferentemente la composicion
comprende al menos 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15, 20, 30 o incluso al menos 50 mg por kg. Las xantéfilas preferentes son
luteina y zeaxantina. En una realizacion preferente adicional, la composicion comprende al menos 10 mg luteina por
kg de composicion, tal como 12, 14, 16, 18 o al menos 20 mg per kg, tal como 25, 30, 35 o al menos 40 mg per kg.

En una realizacion preferente adicional, la invencion se refiere a una composicion que comprende al menos 1000 mg
de acidos grasos omega-3 tal como DHA por kg de composicién, tal como al menos 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,
7000, 8000, 9000 o incluso 10000 mg por kg de composicidon o mas. Aunque no existe un maximo para el contenido
de DHA de la composicion, a efectos practicos, la composiciéon no puede contener mas de 50000 mg de DHA por kg
de composicion.

Una dosis diaria preferente del acido graso omega-3 es de aproximadamente 50 mg, tal como 100 mg, tal como 150
mg, 200, 400 o 500 mg.

Cabe sefalar que el término "suero de leche" como se usa en la presente memoria se refiere a un producto lacteo
obtenido en una fermentacién de un producto lacteo, tal como leche entera. El uso de lo que puede ser denominado
"suero de leche sintético”, tal como leche con bajo contenido graso acidificada o leche sin grasa es menos preferente,
aunque a menudo los fabricantes de lacteos la etiquetan como suero de leche. El proceso de fermentacion enriquece
el suero de leche con los lipidos polares deseables, que estan presentes solo en niveles bajos o totalmente ausentes
en los productos de suero de leche sintético. En general, los productos lacteos, tales como el suero de leche, que
contienen al menos 80 mg de lipidos polares por litro son adecuados para usar en la fabricacién de la composicién de
la presente invencion. Es preferente el uso de productos lacteos con un contenido de lipidos polares lacteos aun
mayor, tal como al menos 100 mg por litro, como 120, 140, 180, 220, 260, 300, 340, 380 o incluso al menos 420 mg
por litro.

La xantofila es seleccionada preferentemente del grupo que consiste en zeaxantina, luteina y meso-zeaxantina y
puede estar comprendida en la yema de huevo. Por lo tanto, la composicion de acuerdo con la invencion puede
comprender yema de huevo o una fraccion de yema de huevo que contiene el componente de xantdfila de la yema de
huevo.

Es particularmente preferente que la yema de huevo y la dispersion acuosa estén presentes en una relacion en peso
entre 1: 2 a 1: 7, se prefieren particularmente las relaciones entre 1: 2y 1: 3.

Las composiciones como son descritas en la presente memoria también pueden estar en forma concentrada,
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deshidratada o seca, obtenibles mediante la deshidratacién de las composiciones acuosas como se describe en la
presente memoria.

La composicion de acuerdo con la invencion puede ser empleada ventajosamente como un producto alimenticio, como
un suplemento alimenticio o como un medicamento para el tratamiento de una enfermedad. Debe ser usada en el
tratamiento, prevencion o alivio de una enfermedad neurodegenerativa, seleccionada del grupo que consiste en
demencia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple y
esclerosis lateral amiotrofica.

Ejemplos

Ejemplo 1: produccién de una composicion que comprende una xantéfila

Una composicion que comprende una xantofila es producida a partir de huevos obtenidos mediante la alimentacion
con luteina y zeaxantina a pollos y la recoleccion de las yemas de los huevos producidos por estos pollos (documento
WO 2009/078716). Estos huevos son denominados huevos enriquecidos en la presente memoria.

Los alimentos para producir los huevos enriquecidos son formulados y producidos dentro de los requerimientos legales
para la alimentacion animal. El uso de luteina y zeaxantina esta regulado por la regulacion de EU 1831/2003. La
dosificacion de luteina y zeaxantina en el alimento no excede el limite legal de 80 ppm en el alimento para animales.

Los huevos enriquecidos producidos por aves de corral que fueron alimentadas con alimento enriquecido con luteina
y zeaxantina contienen 45 - 80 mg de luteina por kg de yema de huevo y 10-30 mg de zeaxantina por kg de yema de
huevo.

Los animales también fueron alimentados con una dieta rica en acidos grasos omega-3; los huevos contienen
aproximadamente 200 mg de acidos grasos omega-3 por kg de yema de huevo, con una desviacion estandar de 10
mg.

Ejemplo 2: Fabricacion de una dispersidon acuosa que comprende xantéfilas

Los huevos enriquecidos con xantdfilas y DHA son producidos bajo un esquema de calidad certificado 1SO
22000/HACCP como es descrito en el ejemplo 1. Los huevos son separados en yema y albumina en una instalacion
automatizada en una planta certificada ISO 22000: 2005. La yema de huevo de 165000 huevos enriquecidos es
mezclada (15 min., 4 °C) con 5500 litros de suero de leche que contiene 80 mg de lipidos polares por litro y 170 kg de
azucar. El liquido es pasteurizado durante 3 minutos a 65 °C y enfriado a 4 °C. Esta composicion es denominada en
la presente memoria formulacion liquida NWT-02 o NWT-02.

Para el almacenamiento, la composicién es secada hasta un polvo con un contenido de humedad de 4 (+ 1)% y es
mezclada con un agente de flujo libre (SiO2, Sipernat 22S).

Ejemplo 3: Preparacion de un hidrolizado de proteina que comprende dipéptidos y tripéptidos

Una solucion 5% (p/v) de lisozima en agua (contenido de proteina 100%, Belovo SA, Bastogne, Bélgica) es preparada
y ajustada a un pH entre 7,5y 8,5 con KOH 3 M. La hidrdlisis es iniciada mediante la adicion de Alcalase (™)
(Novozymes) a una concentracion final de 4% en forma de proteina. La solucion es incubada durante un total de 5-6
horas a 60 °C, bajo agitacion continua. Alcalase es inactivado después mediante el aumento de la temperatura a 90
°C durante 15 minutos. La solucién es enfriada después a 2 °C y almacenada durante la noche bajo agitacién continua.

La solucidn de hidrolizado resultante es filtrada a través de un filtro de 10 um y después a través de un filtro de 1 ym.
Después, el filtrado es tratado térmicamente durante 15 segundos a 135 °C y concentrado hasta una materia seca de
57° Brix (aproximadamente materia seca de 45%) mediante un evaporador NIRO con un flujo de 3300L/ha 90 °C.
Después de la evaporacion, el producto es secado por pulverizacion para obtener un polvo con muy buenas
propiedades de fluidez, como lo demuestra la observacion visual.

El producto final tiene las siguientes caracteristicas: polvo blanco, buena solubilidad, grado de hidrdlisis de 21% (15)
y un peso molecular maximo menor que 10 kDa. La distribucién del tamafio del péptido es la siguiente: 46% <500 Da,
23% 500-1000 Da, 32%> 1000 Da. Este producto también es denominado en la presente memoria como NWT-03.

Ejemplo 4: Preparacién de hidrolizados de proteina alternativos

La ovomucina, ovotransferrina, ovoalbumina y caseina son hidrolizadas cada una individualmente mediante una
mezcla de cuatro proteasas diferentes disponibles comercialmente (mezclas de proteasas, Newlase F, Promod 278P,
Alcalase y Umamizyme).

Las proteinas son disueltas en agua e incubadas con la mezcla enzimatica de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las enzimas después son inactivadas mediante el aumento de la temperatura a 90 °C durante 15 minutos.
La solucion es enfriada después a 2 °C y almacenada durante la noche bajo agitacion continua.
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La solucion de hidrolizado es filtrada a través de un filtro de 10 ym y después a través de un filtro de 1 ym. Después,
el filtrado es tratado térmicamente durante 15 segundos a 135 °C y concentrado hasta una materia seca de 57° Brix
mediante un evaporador de NIRO a un flujo de 3300L/ha 90 °C. Después de la evaporacion, el producto es secado
por pulverizacién para obtener un polvo con muy buenas propiedades de fluidez, como lo demuestra la observacion
visual.

El producto final tiene las siguientes caracteristicas: polvo blanco, buena solubilidad, grado de hidrdlisis de 24% y un
peso molecular maximo menor que 10 kDa. La distribucion del tamafio del péptido es la siguiente: 98% <500 Da, 1%
500-1000 Da, 1%> 1000 Da.

Ejemplo 5: Preparacion de NWT-02 para dietas de ratén

Es alimentado NWT-02 a los ratones como una mezcla a través de una dieta rica en grasas, que comprende 59 g de
NWTO02/kg de dieta rica en grasas que contiene 24% (p/p) de manteca de cerdo (Research Diets, D12541, USA). Esto
equivale a una ingesta de 0,16 g de NWT-02/raton/dia, lo que equivale a una ingesta entre 7 y 9 microgramos de
luteina/ratén/dia.

Ejemplo 6: Preparacion de NWT-03 para dietas de ratones

Es alimentado NWT-03 a los ratones como una mezcla a través de una dieta rica en grasas, que comprende 35,7 g
de NWTO03/kg de dieta rica en grasas que contiene 24% (p/p) de manteca de cerdo (Research Diets, D12541, USA).
Esto equivale a una ingesta de 0,1 g de NWTQ3/raton/dia.

Ejemplo 7: Preparacion de NWT-02 y NWT-03 en dietas de ratones

Es alimentado NWT-02 mas NWT-03 a los ratones como una mezcla a través de una dieta rica en grasas, que
comprende 59 g de NWTO02/kg de dieta rica en grasas y 35,7 g de NWTO03/kg de dieta rica en grasas que contiene
24% (p/p) de manteca de cerdo (Research Diets, D12541, USA). Esto equivale a una ingesta de 0,16 g NWT-02 mas
0,1 g NWT-03/ratén/dia.

Ejemplo 8: Experimentos en animales in vivo

El estudio es realizado con 48 ratones macho ratones LDLr -/- Leiden de aproximadamente 12 semanas de edad. Los
ratones son alimentados con una dieta rica en grasas (HFD) que contiene 24% de manteca de cerdo, como es descrito
y usado anteriormente (16) con o sin las preparaciones de NWT-02 y/o NWT-03 como es descrito anteriormente.
Todos los ratones fueron alimentados con HFD de t =0 a t = 9 semanas. Los ratones son combinados en t = 9 semanas
en 4 grupos de 12 ratones en funcién del peso corporal y los niveles de glucosa en plasma. Los grupos formados son:
1) HFD control (n=12)
2) HFD + NWT-02 (n=12)

HFD + NWT-03 (n=12)
HFD + NWT-02 +NWT-03 (n=12)

~—— ~ ~

3
4

Ejemplo 9: Pruebas funcionales

Ent=9yt=21semanas, los ratones son examinados en una prueba de excavacion de la siguiente manera (de
acuerdo con Deacon, J Vis Exp. 2012 Jan 5; (59):2607).

Los ratones han sido habituados al procedimiento una semana antes de la prueba mediante la colocacién del tubo de
excavacion en la jaula. Después de dos mediciones de referencia (durante la noche, 48 h de diferencia), es realizada
la prueba de excavacion. El raton es colocado en una jaula con el tubo de excavacion que contiene 200 g de granulos
de comida. El tubo es pesado después de 2 horas.

Es determinada la diferencia entre el comportamiento de excavacion al inicio (t = 9 semanas) y el final (t = 21 semanas)
del tratamiento. Ha sido hallado que los ratones alimentados con una dieta rica en grasas (grupo 1) y aquellos
alimentados con una dieta alta en grasas en combinacion con NWT-02 excavaron sustancialmente la misma cantidad
de material (-2,1 gramos y -2,5 gramos respectivamente) al principio y al final de la prueba (Figura 1).

Los ratones alimentados con una dieta rica en grasas que contiene NWT-03 excavaron 12,7 gramos en promedio,
mientras que los ratones alimentados con una dieta rica en grasas que comprende NWT-02 y NWT-03 excavaron 25,2
gramos en promedio.

Se ha arribado a la conclusion de que NWT-03 tiene un efecto positivo sobre la cognicion y puede ser usado para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Este efecto es potenciado sinérgicamente mediante la adicion de
NWT-02.

Ejemplo 10: prueba de preparaciones equivalentes de NWT03
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Las pruebas funcionales descritas en el ejemplo 9 son repetidas con fuentes alternativas de dipéptidos y tripéptidos
obtenidos por digestidon enzimatica de ovomucina, ovotransferrina, ovoalbumina y caseina, como es descrito en el
ejemplo 4. La diferencia observada en el comportamiento de excavacion es marginal; todas las preparaciones
analizadas muestran que los hidrolizados de proteinas tienen un efecto positivo sobre la cognicién vy, por lo tanto,
pueden ser usadas para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Este efecto es nuevamente potenciado
sinérgicamente por la adicion de NWT-02.
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REIVINDICACIONES
Una composicién acuosa que comprende:
a. al menos una xantdfila y
b. un hidrolizado de una proteina, que comprende dipéptidos y tripéptidos

para uso en el tratamiento, prevencion o alivio de una enfermedad neurodegenerativa, en la que la enfermedad
neurodegenerativa es seleccionada del grupo que consiste en demencia, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotrofica, en la
que la proteina es seleccionada del grupo que consiste en lisozima, ovomucina, ovotransferrina, ovoalbuimina
y caseina.

La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el hidrolizado puede ser obtenido por el
tratamiento de la proteina con una enzima.

La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la enzima es una endopeptidasa.

La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 2 en la que la enzima es seleccionada del grupo de
enzimas que consiste en una serina proteasa, subtilasa, subtilisina, y Alcalase™.

La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en la que la composicion
ademas comprende un compuesto farmacoldgicamente activo seleccionado del grupo que consiste en un acido
graso omega-3, acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico, vitamina D, uridina, acido félico, vitamina
E, yodo, selenio y cinc.

La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5 en la que los dipéptidos
y tripéptidos constituyen al menos 10% del contenido de proteina total de la composicion.

La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6 en la que los dipéptidos
y tripéptidos tienen un peso molecular menor que 0,5 kD.

La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7 en la que el al menos una
xantofila esta contenida en una dispersién acuosa.

La composicién para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8 en la que la dispersién acuosa es seleccionada del
grupo que consiste en leche desnatada, leche semidesnatada, suero de leche, una fraccion de suero de leche,
leche fermentada, yogur, bebida de soja, leche de soja, leche de soja fermentada, zumos de frutas, purés de
frutas, jarabes, zumos de verduras y purés de verduras.

La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 9 en la que la dispersiéon acuosa es suero de leche
o una fraccién de suero de leche.

La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10 en la que el al menos
una xantdfila es seleccionada del grupo que consiste en zeaxantina, luteina y meso-zeaxantina.

La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 11 que ademas comprende
yema de huevo.

La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 12 en la que la yema de huevo y la dispersién acuosa
estan presentes en una relacion de peso entre 1:2 y 1:7, con preferencia entre 1:2 'y 1:3.

Una composiciéon para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13 en la que la
composicion acuosa esta deshidratada.

Una composiciéon para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 14 en la que la
composicién acuosa esta contenida en un producto alimenticio.
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